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Résumé 
 

 
L’établissement de la symbiose entre Rhizobium leguminosarum
biovar trifolii (souche LBS 107) et le Trifolium 
alexandrinum L. (Bersim) variété Tigri s’est révélé un 
phénomène rapide puisque les plantules de Bersim sont déjà 
nodulées 10 jours après leur inoculation. Cette interaction 
confère aux plantes de Bersim la propriété d’assurer 
l’essentiel de la couverture de leurs besoins en azote. 

Cette symbiose entre R. leguminosarum biovar trifolii et les 
trèfles (Trifolium spp) est un phénomène relativement 
répandu dans les sols d’Algérie. En effet, les 37 
légumineuses (21 espèce) du genre Trifolium, prélevées sur 
le terrain, se sont montrées nodulées et fixatrices d’azote. 

De même, 30 sols provenant de différentes localités de 
différents étages bioclimatiques d’Algérie se sont révélés, 
ex-situ, capables d’induire la formation des nodules 
efficients chez les plantules de Bersim. 

L’utilisation de ces deux stratégies d’évaluation, in-situ
et ex-situ, du pool de Rhizobium des sols d’Algérie vis-à-
vis du Bersim nous  a permis de montrer que : 

-le souchier issu du piégeage est dans l’ensemble plus 
performant sur, le plan symbiotique que celui issu de 
l’extraction. Cette supériorité résulte du fait que dans 
le piégeage , la plante sélectionne à partir du pool 
rhizobien du sol qui la supporte la souche avec laquelle 
elle a le plus d’affinité. Alors que dans le cas de la 
méthode « extraction » , on impose au Bersim une souche 
sélectionnée par un autre trèfle. 
 
-l’analyse par taxonomie numérique des profils 
phénotypiques (110 caractères) des souches de Rhizobium
associées au Bersim indique que les deux variétés testées 
semblent sélectionner des pools de R leguminosarum biovar 
trifolii différente. 

 
Mots-clés : symbiose, Trifolium alexandrinum L., Rhizobium 
leguminosarum biovar trifolii, potentiel des sols, diversité, 
taxonomie numérique. 
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Introduction 
 

L’azote assure la  pérennité de la vie sur la terre. Il rentre 
dans la composition des organismes vivants. Il se trouve sous 
forme d’acides aminés, protéines, acides nucléiques. 
Les végétaux n’assimilent l’azote que sous forme combinée  

ammoniaque, nitrate. En raison de leur faible représentativité 

dans le sol, le nitrate et/ou l’ammoniac constituent un 

facteur limitant de la croissance des plantes. D’où le recours 

à l’utilisation des engrais azotés chimiques, coûteux en 

énergie, pour augmenter le rendement  des récoltes. Cependant, 

les nitrates sont accusés de la pollution écologique (Vitousek 

et al., 1997) par l’eutrophisation des eaux de surfaces et 

souterraines.  

En réponse à la  demande alimentaire croissante, une 

alternative  à l’utilisation des engrais chimiques,  tend à se 

généraliser dans le monde (Hardy 1993). Il s’agit de la 

fixation biologique de  l’azote atmosphérique (N2).  

L’azote moléculaire est fortement représenté dans la 

biosphère. Il  constitue 80% de l’atmosphère soit 385x10 

tonnes, d’où l’air est un réservoir en azote qui reste 

inutilisable par les plantes, sauf s’il est transformé  par 

voie biologique en ammoniac ou en nitrate. 

La transformation biologique de l’azote moléculaire de 
l’air est la propriété de  trois grands groupes de 
bactéries dite diazotrophes ou fixateurs d’azote.  
Les bactéries libres du genre Azotobacter, Clostridium, 

Derxia, Beijerinckia. Elles sont capables de réduire l’azote 

(N2) en vivant librement dans le sol. En effet, elles  peuvent 

fixer  environ 10 kilogrammes  d’azote moléculaire par hectare 

et  par an.  

* Les bactéries associatives; parmi lesquelles les 

bactéries du genre  Azospirillum intimement associées aux 

racines des Graminées.  



* Les bactéries symbiotiques des plantes, 
représentées essentiellement par   trois groupes 
d’organismes : 

• le genre  Rhizobium,  des bactéries associées aux 

légumineuses  des régions tempérées et tropicales (Young 

et al., 2001), 

• les actinomycètes du genre  Frankia, associés aux plantes  

du genre Alnus, Casuarina (Gueltieri et Bisseling, 2000),  

• les genres Nostoc, Anabaena, des  cyanobactéries 

associées à des plantes gymnospermes cycadales et/ou à de 

petites fougères du genre Azolla (Parniske, 2000).  

Parmi les symbioses fixatrices d’azote, celle qui 
s’établie entre les  Rhizobium et les légumineuses est de 
loin la plus intéressante. En effet, elle peut apporter 
annuellement  plus de 200 millons de tonnes d’azote sans 
recours aux énergies fossiles et sans pollution. 

 Dans le cadre du développement durable, l’utilisation de 
la fixation biologique (N2) via la symbiose  est adoptée 
dans le monde par le biais des pratiques agricoles dont 
certaines sont connues empiriquement depuis l’antiquité :  

• la rotation légumineuse-céréale qui peut remplacer une 
pratique économiquement dépassée (la jachère) 

• l’augmentation de la productivité des cultures par les 
cultures mixtes légumineuses-graminées 

• et l’introduction des légumineuses jouant le rôle  
d’engrais organiques(engrais vert), riche en  azoté 
après leur enfouissement dans le sol. 

Après la découverte du rôle des bactéries des nodosités de 

légumineuses, une pratique plus raisonnée a vu le jour. Elle 

consiste à la bactérisation des semences et des cultures par 

l’apport  des  Rhizobiums  aux sols.  



Cette technique dite  «d’inoculation au champ» est 

justifiée dans le cas d’une culture de légumineuse 

nouvellement introduite ou encore dans le cas des sols 

pauvres en  Rhizobium. 

En dehors de l’agriculture, la symbiose Rhizobium-légumineuses 

est utilisée pour la protection et la restauration des 

écosystèmes naturels dégradés ou menacés. Les légumineuses 

arbustives, comme par exemple Medicago arborea, jouent grâce à 

leur propriété  de fixer l’azote , le rôle de plantes 

pionnières capables de se développer sur les sols appauvris 

par l’érosion, menacés par l’avancée du sable et par la 

désertification (Zahran, 2000).  

Dans l’optique de la connaissance de la symbiose  Rhizobium- 

légumineuse en vue de la généralisation de son utilisation en 

Algérie pour l’amélioration de la productivité végétale, que 

nous avons réalisé ce travail. Ce travail s’inscrit dans le 

cadre d’un projet de recherche avec l’ANDRU qui vise à 

l’inventaire et à la préservation des légumineuses en Algérie.  

Nous avons retenu comme plante cible pour cette étude, une 

légumineuse fourragère, le Bersim ou trèfle d’Alexandrie 

(Trifolium alexandrinum L.), du fait que c’est la légumineuse 

fourragère, la plus utilisée en Algérie, en particulier au 

Nord et dans les Hauts-Plataux), ou elle est très appréciée 

pour ses qualités nutritives, sa résistance aux coupes 

successives et sa tolérance à la dessiccation et à la 

salinité. La taille réduite de ses plantules facilite, 

également, leur culture in vitro en conditions 

bactériologiques contrôlées. 

Dans ce travail, nous nous sommes proposés : 

• d’étudier l’établissement de la symbiose entre  Rhizobium 
leguminosarum biovar trifolii et le Bersim, 

• d’évaluer le potentiel symbiotique des sols d’Algérie 
vis-à-vis de cette légumineuse, 

• de collecter et de caractériser les souches de  Rhizobium  
leguminosarum biovar trifolii associées au bersim. 
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Matériel et Méthodes 

1- Matériel 

1-1 Matériel végétal 

Pour cette étude de la symbiose  Rhizobium-légumineuse nous 

avons retenus comme matériel végétal le Bersim (Trifolium 

alexandrinum L.). Deux variétés de cette légumineuse ont été 

utilisées, Nungarin et Tigri. 

Les semences ont été calibrées par tamisage. La classe de taille la 

plus représentative a été retenue (0,8-1,2 mm)pour la variété 

Nungarin et (0,6-1,0 mm) pour la variété Tigri. 

Les graines endommagées, malformées ou anormalement pigmentées ont  

été éliminées pour homogénéiser le lot afin de réduire la 

variabilité de notre  matériel végétal. 

pour la réalisation des tests d’inoculation croisée, nous 

avons également utilisé des semences de luzerne (Medicago 

sativa L. cv Mireille) et de lentille (Lens culinaris Medik. 

var Royale), l’une  provien de l’ITGC (Institut de Technologie 

des grandes cultures-Alger)  et l’autre est commerciale. 

 

1-2 Milieux de culture 

Pour la réalisation de ce travail, nous avons utilisé une 
série de milieux de culture convenant à chaque expérience. 

1-2-1 Milieu minéral pour la culture des légumineuses 

Le milieu utilisé pour la culture,,  in vitro,, du Bersim est le 

milieu minéral de Fahraeus (Vincent, 1970) (annexe 1).  

 
1-2-2 Milieu pour la culture des  Rhizobium 

Pour la culture et la conservation à court terme des souches de  

Rhizobium, nous avons utilisé le milieu Yeast Extract Mannitol YEM 

(Vincent, 1970) (annexe 2). 

 

1-2-3 Milieux pour la caractérisation des souches 



Pour les tests effectués en microgalerie nous avons été amenés 

à modifier légèrement la composition du milieu YEMB et les 

modalités de sa préparation. Ces modifications portent sur une 

réduction de sa teneur en extrait de levure à 0,1g.L-1 ainsi 
qu’en l’addition de 0,1 g.L-1 de KH2PO4 afin de conférer un léger 
pouvoir tampon au milieu. 
 

En ce qui concerne les modalités de préparation, la modification 

apportée consiste en la stérilisation par microfiltration à 0,45um 

de la base liquide YEMB (à double concentration) et ajout 

extemporané, en conditions stériles, d’un volume égal d’une solution 

à 12g.L-1 d’Agar en surfusion, préalablement stérilisée par 

autoclavage à 110°C. 
 

Lorsque le test projeté, le permet, un indicateur de pH, Le bleu de 

bromothymol (pH6-7,6) est ajouté au milieu avant sa solidification 

pour permettre, le cas échéant de corriger le pH initial du milieu 

de culture par addition de fractions de 10µl de solutions d’HCl ou 

de KOH 10N stériles. 

 
1-2-4 Milieu de conservation 

Pour la conservation des souches à moyen et à long terme, nous 

utilisons le milieu de cryo-conservation (annexe 2). 
 

1-3 Souches bactériennes 

En plus des souches extraites par nos soins, nous avons 
utilisé  dans le cadre de cette d’étude 6 autres souches de  
Rhizobium, à savoir : 
 

• une Souche de  R. leguminosarum biovar trifolii  de la 
collection de souches de   Rhizobium du Laboratoire de 
Biologie du Sol : La souche CLBS-107 isolée en 1996 à 
partir des nodosités d’un plant de  Bersim prélevé sur la 
station expérimentale de l’ITGC de Oued Smar. Cette souche 
a été retenue pour l’étude préliminaire sur 
l’établissement et l’expression de la symbiose chez le 
Bersim. 

 



• six souches de référence se répartissant comme suit: 

 deux souches de  R. leguminosarum biovar trifolii la 
souche ATCC2376  et TA1, 

 deux souches de  R. leguminosarum biovar viciae;  les 
souches RCR3622 et  SU391, 

 deux souches de  Rhizobium (SinoRhizobium) meliloti  
USDA1002 et SU47. 

 
 

Ces souches, très répandues dans les laboratoires de rhizobiologie, 

nous ont été fournies par la collection de souches rhizobiennes de 

l’USDA (United States Department of Agriculture, Arlington Resarch 

Station, USA).  

2- Méthodes 

2-1 Stérilisation superficielle des semences 

Pour obtenir in-vitro des plantes axéniques, nous procédons 

systématiquement à la stérilisation de la surface des semences 

avant leur utilisation. 

 
Cette stérilisation de la surface des graines est assurée par 

immersions successives de celles-ci dans les bains suivants: 

- éthanol à 95° durant 30 secondes, 

- solution de chlorure mercurique (HgCl2 à 1g.L-1 
additionné 
de 5ml d’HCl concentré), pendant 3 minutes, 

- quatre bains successifs d’eau distillée stérile afin de 
débarrasser le semences des traces de HgCl2 

 

Les semences ainsi traitées sont ensuite mises à imbiber dans une 

boîte de Pétri stérile contenant de l’eau physiologique (0,85% de 

NaCl) pendant 3 heures. Après imbibitions , les semences sont 

ensuite mises à germer en pots sur échantillon de sol ou en 

conditions bactériologiques contrôlées dans des tubes en verre 

contenant le milieu minéral liquide de Fahraeus et des billes en 

verre de différents diamètres. 



Les pots et tubes contenant les germinations de Bersim sont placées  
à température ambiante sous un éclairement additionnel de 8000 lux 
avec un photopériodisme de 16 heures de jour et 8 heures de nuit. 

 
 
2-2 Stratégies de constitution du souchier 

Pour la constitution de la collection 
de souches de  Rhizobium compétentes envers 
le Bersim, nous avons procédé de deux 
manières différentes: 

• en recourant à l’extraction des souches à partir des 
nodosités des 37 légumineuses, appartenant à 21 espèces 
cultivées et spontanées, du genre Trifolium prélevées sur 
le terrain, méthode généralement utilisée par les 
Rhizobiologistes pour la constitution des collections de 
souche de Rhizobium (Vincent, 1970; Freire et Kooling, 
1986; Somasegaran et Hoben, 1994). C’est cette méthode que 
nous désignerons par “extraction” dans le reste de cette 
étude. 

 

• en “piégeant” à l’aide de la Bersim, au laboratoire et en 
pots, les  Rhizobium présents dans un échantillon de sol . 
Pour cela 30 sols, pris à partir de régions différentes, 
ont été séchés à l’air libre et tamisés à 2mm mailles 
carrées avant leur utilisation. Après 5 semaines de 
végétation des plantes, nous avons procédé à l’extraction 
des souches à partir des nodosités formées sur le système 
racinaire des plantules. Cette méthode, inspirée de la 
technique de dénombrement des  Rhizobium dans le sol sera 
désignée par “piégeage” dans la suite de ce manuscrit. 

 

2-3 Extraction, isolement et purification des souches 

 

Pour l’extraction, l’isolement et la purification des souches  

de  Rhizobium, nous avons adopté les méthodes préconisées par 

l’International Biological Programm  (Vincent, 1970). 

2-3-1 Extraction  

Elle est réalisée dans des conditions d’asepsie à partir d’un 
nodule dont la surface est préalablement stérilisée par 
immersion du nodule dans de l’éthanol à 95° pendant 30 
secondes suivi par une immersion dans une solution de chlorure 



mercurique (HgCl2 à 0,1%) 
pendant 3 minutes. Le nodule est ensuite rincé dans 8 bains  
   
successifs d’eau distillée afin d’éliminer les traces d’HgCl2, 
très toxique, qui peuvent compromettre la viabilité des  
Rhizobium. 
 

Le nodule ainsi traité est écrasé à l’aide d’une tige en verre dans 

0,5ml d’eau physiologique stérile, pour libérer les bactéroïdes 

qu’il renferme. 
 

2-3-2 Isolement et purification 

Le broyat ainsi obtenu est ensemencé dans les boîtes de Pétri 

contenant du milieu YEMA-CR. Après 3à5 jours d’incubation à 25°C, 

les colonies bactériennes, présumées appartenir au genre Rhizobium, 

reconnaissables par leur non-absorption du rouge Congo et leur 

aspect gommeux et translucide, sont isolées par repiquages 

successifs, sur milieu YEMA-CR. 
 

2-3-3 Conservation des souches 

Deux méthodes de conservation des souches bactériennes ont été 

mises en œuvre dans le cadre de cette étude: 

- une conservation à long terme par congélation à –20°C en 
cryotubes. A cet effet un milieu dit de cryo-conservation, dont le 
constituant essentiel est un cryoprotecteur (Glycérol). Cette 
méthode permet de conserver les souches rhizobiennes sur de 
longues périodes de temps (4 à 10 ans),  
 
- une conservation à court terme à 4°C en tubes à essai sur 
tranches de milieu YEMA incliné. Cette méthode est utilisée pour 
les “sous collections” de travail. Sous collections 
systématiquement renouvelées à partir de cryconservats au moins 
une fois par an. 

 
 

2-4 Test de nodulation 

Pour l’authentification et l’évaluation des performances 

symbiotiques des isolats bactériens, nous avons eu recours au test 

de nodulation. Opération qui consiste à inoculer, en conditions 



microbiologiques contrôlées, une plantule axénique, à l’aide d’une 

suspension cellulaire rhizobienne âgée de 48 heures obtenue en 

milieu YEMB (environ 108 cellules/ml). 

 

2-4-1 Mesure de l’activité nitrogénasique 

Pour la mesure de l’activité fixatrice d’azote des couples 

symbiotiques  Rhizobium-légumineuses, nous avons retenu la technique 

de réduction de l’acétylène en éthylène et quantifier le dégagement 

de ce dernier par chromatographie en phase gazeuse (Stewart et al.,  

1967;  Hardy et al.,  1968). Cette méthode de mesure a été adoptée 

en raison de la simplicité de sa mise en oeuvre mais aussi en raison 

de sa grande sensibilité.  

 
Principe: 
 

La nitrogènase est peu spécifique vis à vis de son substrat 

car en plus de l'azote moléculaire, elle peut réduire un grand 

nombre de composés, parmi lesquels: C2H2, HCN, NH3, N2O, ainsi 

que leurs homologues (Postgate, 1982). 

 

La mise en évidence des propriétés de la nitrogénase, en 

particulier l'inhibition de la fixation d'azote par 

l'acétylène (C2H2) et la réduction par la nitrogénase de ce 

dernier en éthylène (C2H4) a amené Koch et Evans (1966) a 

proposé la mesure de la réduction de l'acétylène en éthylène 

pour l'évaluation de la fixation d'azote. 

L’inhibition de la fixation d’azote par l’acétylène (C2H2) et 

la réduction par la nitrogénase de ce dernier en éthylène 

(C2H2) a été mise en évidence par Dilworth (1966) lors d’une 

étude sur la fixation d’azote par des extraits acellulaires de 

Clostridium pasteurianum. 



 

C2H2+2e- +2H+     C2H4 

 

Le principe de l'utilisation de cette méthode est relativement 

simple, il suffit pour évaluer l'activité nitrogénasique d'une 

légumineuse nodulée, d'enfermer celle-ci dans une enceinte étanche 

en présence de 10% d'acétylène et de mesurer au bout d'un certain 

temps le dégagement d'éthylène résultant de l’activité 

nitrogénasique de ses nodosités (Fig. 5). 

 

Les mesures d‘ARA sont effectuées sur les racines des lots de 

plantes représentant chaque essai. Les systèmes racinaires 

nodulés sont découpés juste avant l’incubation sous acétylène 

pour éviter d’altérer  leur potentiel fixateur d’azote. 

Les systèmes racinaires des lots de plantes de chaque essai 

sont placés dans un tube de type Vacutainer (15mm x 95mm) dont 

les bouchons assurent une étanchéité parfaite aux gaz. A 

l'aide d'une seringue, une quantité d'acétylène correspondant 

à 10% du volume des tubes à essai est introduite dans chaque 

tube. Après 1 heure d’incubation en présence d’acétylène, un 

échantillon de l'atmosphère du dispositif de mesure (5ml) est 

prélevé, stocké dans un petit vacutainer (12mm x 70mm) et une 

aliquote de celui-ci (0,1ml) est analysée par CPG. 

 

Etalonnage du chromatographe 

La chromatographie en phase gazeuse étant une méthode 

relative, il est nécessaire d’étalonner l’appareil avant 

chaque série de mesures. A cet effet, et avant chaque série de 

dosages, 0,5ml d’un mélange gazeux (1ml d’éthylène pur obtenu 

dans un flacon sérum de 1105 ml en présence de 200 ml d’air en 



surpression) sont injectés à 3 reprises dans le chromatographe 

pour l’étalonner. 

La hauteur moyenne du pic d’éthylène permet de déterminer la 

sensibilité relative du chromatographe à l’éthylène. En effet 

dans le cas de la technique de réduction d’acétylène en 

éthylène, la hauteur du pic de l’éthylène est directement 

proportionnelle à sa surface (Stewart et al., 1967; Hardy et 

al., 1968). Le contenu en éthylène de chaque essai est 

déterminé par simple extrapolation de la hauteur de son pic 

éthylène.  

Lorsque l’échantillon analysé est très riche en éthylène, nous 

atténuons le signal issu du détecteur pour maintenir le 

chromatogramme dans les limites de l’enregistreur. Dans ce cas 

la teneur de l’échantillon en éthylène, déterminée par 

extrapolation, est multipliée par le facteur d’atténuation du 

signal. 

 
La chromatographie en phase gazeuse permet de mesurer la 
vitesse de dégagement d'éthylène qui résulte de la réduction 
de l'acétylène par la nitrogènase. C’est cette vitesse qui est 
exprimée en nanomoles d'éthylène produit par heure et par 
plante ou par nodule (nM C2H4/h/plante ou nodule) que nous 
désignons par activité nitrogénasique, activité fixatrice 
d’azote ou encore activité réductrice d’acétylène (ARA). 
 

Il est nécessaire d'exprimer l'activité nitrogénasique par la 

quantité d'éthylène produite car le facteur de conversion entre 

l'activité réductrice de l'acétylène et la fixation d'azote, 

théoriquement égal à 4, peut varier considérablement d'un couple 

symbiotique à l'autre (Bergersen, 1970; Hardy et al., 1973; 

Martensson et Ljunggren, 1984). 
 

Le chromatographe en phase gazeuse, que nous avons utilisé est 

de marque Carlo Erba  type Fractovap 4200 équipé d’un 



détecteur à ionisation de flamme (FID) et d’une colonne en 

acier de 2m de long et 1/8 de pouce de diamètre. La phase 

stationnaire est constituée de Spherosil XOB-80-100 mesh 

imprégné de 10% de Na2PO4. 

Les paramètres expérimentaux permettant une bonne résolution 

de l’acétylène et de l’éthylène sont ceux précédemment définis 

par Amrani (1988) et Kaci (1988). 
 

Tableau  résumant les paramètres opératoires utilisés pour la mesure de la 

réduction de   l’acétylène par CPG 
 

Paramètres 

 Température 

Four 80°C 

Injecteur 100°C 

Détecteur 100°C 

 Débits gazeux

Phase mobile : azote 35ml/mn 

Flamme du FID  

Air 300ml/mn 

Hydrogène 30ml/mn 
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Figure 10 : chromatogramme (CPG) type montrant les pics d'élution de 
l’éthylène (C2H4) et de l’acétylène (C2H2) au travers d’une colonne 
en acier inoxydable ( diamètre 1/8 de pouce x 2m de long) remplie de Spherosil XOB 
(80-100 mesh) imprégné par 10% de Na2PO4. 



2-5 Techniques d’inoculation  

Pour l’étude préliminaire sur l’établissement et l’expression 

de la symbiose, nous avons utilisé des plantules de la variété 

Tigri et la souche de  R. leguminosarum biovar trifolii LBS-

107. Toutes les expérimentations de cette section ont été 

réalisées en gros tubes à essais en utilisant des billes de 

verre de différent diamètre comme support physique et le 

milieu minéral de Fahraeus comme solution nutritive. Sept (07) 

tubes renfermant 3 plantes chacun (21 plantes) ont été 

prévues. 

2-6-1 Taille de l'inoculum 

L'effet de la taille de l'inoculum bactérien sur la nodulation chez 

le Bersim a été déterminé 36 jours après l'inoculation des plantules 

à l'aide d'inoculums de taille variable. 

2-6-2 L'âge de l’inoculum 

L’effet de l’âge de l’inoculum (durée de culture) a été 

déterminé par inoculation des plantules de Bersim de même âge 

avec des suspensions bactériennes d’âge différent. 

2-6-3 L'âge de la plante hôte 

L'effet de l'âge de la plante hôte (date d'inoculation après 

germination des graines) sur l'établissement de la symbiose à 

été déterminé 36 jours après l'inoculation de plantules de 

Bersim. 

2-6 Etablissement de la symbiose 

Pour suivre l'établissement de la symbiose chez le Bersim, 

nous avons inoculé des plantules avec la souche LBS-107 et 

suivi l'évolution de la nodulation et de l'activité 

nitrogénasique durant 43 jours. 

Deux séries différentes ont été réalisées : 



- la première pour le suivi de la nodulation et de la fixation 
d’azote, 

- la seconde pour la détermination de l’effet de la symbiose 

sur la croissance de la plante et ce pour éviter de réaliser 

les mesures biométriques sur des plantes régulièrement 

soumises à des incubations assez longues  sous atmosphère 

riche en acétylène. 

 

 

3- Détermination des caractéristiques des souches de  
Rhizobium 

Nous avons utilisé pour la détermination du profil 

phénotypique de nos souches, la méthodologie préconisée par 

l’American Society for Microbiology (Smibert et Krieg, 1984). 

Cette méthodologie qui insiste, entre autres, sur la qualité 

de la technique de conservation, le nombre de répétitions et 

l’importance des témoins non-inoculés permettent de déterminer 

des profils phénotypiques fiables et reproductibles. 

Pour le choix des tests effectués, leurs modalités de mises en oeuvre, la 

concentration du milieu en substrat carboné ou en agent anti-bactérien. 

Nous nous sommes basés sur les travaux de Smibert et Krieg (1984), 

Lindstrom (1995) et les travaux de Holmes et al.,  (1986) et de Novikova 

(1994) incontournables en la matière. 

 
Le système Micro-Galerie 

Les tests retenus ont été réalisés pour leur grande majorité 

en microgaleries, adaptées aux besoins expérimentaux,  au 

laboratoire de biologie du sol.  Le système mis au point, 

consiste en l’utilisation de plaques de microtitration à 96 

puits. Nous plaçons dans chacun des puits 0,15ml de milieu 

YEMA semi-solide (6g.L-1 d’Agar Agar). 

Les puits sont ensemencés à l’aide de suspensions bactériennes 

obtenues après centrifugation et remise en suspension, dans de 

l’eau physiologique stérile, de cultures âgées de 72h. Nous 

utilisons pour l’ensemencement des cures-dents pour éviter 

l’apport d’une trop grande quantité d’inoculum. 



 
Ne disposant pas d’un lecteur de plaques, nous avons eu 

recours pour la lecture de nos tests à deux méthodes: 

- l’utilisation d’un indicateur de pH, en l’occurrence le 
Bleu de Bromothymol à 1,2%. Cet indicateur de pH (6-7,6), 
vert à la neutralité vire rapidement au jaune ou au bleu en 
cas d’acidification ou d’alcalinisation du milieu 
consécutivement à la croissance bactérienne. Tout virage 
coloré du Bleu de bromothymol, que ce soit vers le jaune et 
le bleu est traduit comme réaction positive. L’absence de 
virage coloré est lue pour sa part comme réaction négative. 
Pour chaque test, un témoin : non ensemencé est prévu. Celui-
ci permet de juger de la stérilité du système microplaque 
mais également de repérer tout changement intempestif de la 
coloration du milieu qui ne soit pas occasionnée par la 
croissance bactérienne, 

- Lorsque le milieu de base est coloré (tests de résistance 
aux colorants) ou que la coloration au Bleu de bromothymol ne 
convient pas pour détecter la croissance (expérience pH), 
nous procédons à une recherche à l’œil nu ou à la loupe de 
microcolonies à la surface ou au sein du milieu avant de 
décider de la positivité ou de la négativité de la réaction.  
 

Le système mis au point présente de nombreux avantages par 

rapport aux galeries dites classiques (réalisées en tubes à 

essais): Economie de temps, économie de réactifs, économie 

d’espace notamment pour l’incubation en étuve bactériologique. 

Les tests qui ont été réalisés sur nos souches ont consisté en 

la détermination : 

 des caractéristiques coloniales 

Celles-ci ont été déterminées en boîtes de Pétri sur milieu 

YEMA et milieu YEMA-CR. Il s’agit de la taille des colonies, 

leur élévation, leur contour, leur aspect, leur pigmentation 

et leur réaction colorée sous éclairement UV ondes courtes. 

 des caractéristiques cellulaires 



 Réaction de Gram selon la méthode modifiée de Vincent 

(Vincent, 1970) 

 Morphologie, taille et mobilité des cellules bactériennes 

 ....................................................................................................................... Rec
herche de spores et de capsules respectivement par les 
méthodes Duguid et Shaeffer-fulton (Smibert et Krieg, 
1984), 

 Recherche de granules de poly-B-hydroxybutyrate selon la 
méthode de Burdon (Smibert et Krieg, 1984). 

 des caractéristiques physiologiques et biochimiques 

 Recherche de l’activité catalasique par la méthode à l’eau 
oxygénée à 10 volumes (Smibert et Krieg, 1984) 

 Recherche de l’activité oxydasique par la méthode de 
Kovacs (Smibert et Krieg, 1984) 

 Recherche de la production d’H2S selon la méthode de 
Hunter et Crecelius (Smibert et Krieg, 1984). 

 Recherche de la mobilité à basse et haute température 
(10°C et 30°C) en milieu mannitol-mobilité (Smibert et 
Krieg, 1984). 

 

Les autres tests physiologiques et biochimiques, réalisés en 

micro-galeries, ont consistés en la détermination: 
 

 de caractéristiques physiologiques diverses 

 Croissance à 5°C et 37°C 

 Croissance à pH5 et à pH9 

 Croissance en présence de NaCl (0,5, 1 et 2M) 

 Croissance en présence de KCl (0,5M, 1 et 2M) 

 du profil d’utilisation des hydrates de carbones 

De nombreux sucres ont été utilisés : monoses, dioses, polyols 

ainsi que des acides aminés et des acides organiques. 



 du profil de résistance à différents agents 

antibactériens: 

   antibiotiques, colorants et métaux lourds. 

La liste exhaustive des tests réalisés 

figure en annexe XVI 

3-1 Mesure de la croissance 

Pour l’évaluation de la croissance de nos souches, nous avons eu 

recours à deux méthodes: 

 le dénombrement des cellules viables (UFC) en milieu YEMA 
sur boîte de Pétri 

 la mesure de la biomasse protéique cellulaire à l’aide de la 
technique de Bradford (1976) (annexe 3). 

3-2 Mesure de la production des EPS 

Pour le dosage des sucres totaux nous avons retenu la méthode 

à l’anthrone sulfurique (Hanson et Philips, 1984)  (annexe 4).  
 

4- Traitement statistique  
Les expérimentations réalisées dans le cadre de notre travail 

ont été réalisées en 5 et 7 répétitions suivant le cas Pour le 

traitement statistique de nos résultats (écart type, variance, 

comparaison de moyennes, analyse de variance, régression 

linéaire et corrélation...) De même que pour la réalisation de 

nos graphes nous avons utilisé les fonctionnalités du logiciel 

“MicroCal Origin” version 4 (Microcal Inc. 1993). 
 

5- Taxonomie numérique  

Les techniques modernes de taxonomie numérique sont actuellement les 

méthodes de classification qui  permettent de visualiser la 

structure de la variabilité phénotypique ou génotypique à l'aide de 

diverses représentations graphiques, comme les dendrogrammes ou les 

projections en deux ou trois dimensions. 
 
 
 

5-1 Définition et principe  
 



La taxonomie numérique est une méthode de classification et d’étude 

des relations phénétiques basée sur le principe de la similitude 

globale d’organismes examinés pour un grand nombre de caractères 

(Sneath 1974). 

Plus le nombre de caractères pris en considération est élevé plus 

l’efficacité du traitement est grande. On considère qu’avec environ 

une centaine de caractères significatifs et diversifiés on obtient 

une image du génotype et une classification plus précise que celles 

obtenues par les méthodes génomiques souvent restreintes à de 

faibles portions du génome (Lindstrom, 1995;  Sneath, 1995;  Gest 

1999). 

5-2 Indice de similitude 

 

La première phase du traitement numérique des profils phénotypiques 

est la détermination du coefficient de similitude entre les souches. 

De nombreuses formules permettent de réaliser cette opération, la 

plus utilisée en microbiologie est sans conteste celle de Jaccard. 

Cette formule permet de calculer des indices ou coefficients de 

similitude entre les souches incluses dans le traitement. Ces 

indices permettent la construction d’une matrice de similitude qui 

servira de base pour la représentation graphique de la 

classification des souches examinées. 
 
5-3 Hiérarchisation et représentation graphique (Clustering) 

 

A partir de la matrice de similitude, les souches sont regroupées 

selon leurs affinités, opération qui permet de définir des groupes 

(clusters) ou phénons polythétiques. Ces phénons sont ensuite 

hiérarchisés selon leur niveau de similitude. Le résultat de cette 

hiérarchisation est représentée par un dendrogramme ou “arbre” 

comportant des branches et rameaux représentant les souches et une 

échelle représentant la distance phénotypique entre ces derniers. 

 

Nous avons utilisé pour la clusterisation de nos souches  

l’algorithme UPGMA (Unweighted Pair Group Mean Using Arithmetic 

Average) qui attribue à tous les caractères pris en considération la 

même valeur taxonomique (Sneath et Sokal, 1973). 

Pour le traitement numériques des profils phénotypiques , nous avons 

utilisé deux logiciels: 



 Freak (Version 3 - juillet 1993) - un logiciel permettant de 

réaliser des synthèses sur l’occurrence des caractères dans une 

matrice binaire 

 MVSP (version 3,13a - Kovach Computing Services 2002) - un 
logiciel qui permet de produire les matrices de similitudes 
et la représentation graphique de la hiérarchisation des 
phénons. 
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Etude bibliographique 

1- Le macrosymbionte : les légumineuses et le Bersim   

Le bersim ou trèfle d’Alexandrie fait partie du genre 

Trifolium L., famille des légumineuses. Un groupe de plante 

très important pour le fonctionnement de la biosphère en 

raison de leur capacité à fixer et réduire l’azote 

moléculaire. Selon Hansman (1989), prés de 90% des espèces de 

la famille des légumineuses seraient capables de contracter 

des symbioses fixatrices d’azote. 

Les légumineuses ou  Fabaceae constitue l’une des plus grandes 

familles des  plantes à fleurs très répandues dans la nature. 

Pour le nombre élevé d’espèces, environ (18000) qu’elle 

renferme, elle occupe  la troisième place après les Orchidées 

et les Composées (Sprent, 2001). Ses représentants herbacés et 

ligneuses affectionnent des habitats diversifiés (Raven et 

al., 1989 ). Cette famille est composée de 750 genres comporte 

de nombreuses plantes (lentille, trèfle, luzerne, haricot, 

fève, soja, arachide, lupin, acacia, mimosa…) présentant un 

intérêt considérable pour l’alimentation humaine, les 

industries agroalimentaires, la foresterie, l’horticulture. 

Le genre Trifolium L  renferme 248 espèces pérennes et 

annuelles qui sont localisées dans trois zones du monde; 

l’Eurasiatique, l’Afrique du sud et l’Amérique (Taylor et al., 

1990). En Algérie, le genre Trifolium est représenté par 37 

espèces endémiques du pays et/ou de la méditerranée (Quezel et 

Santa, 1962).  

Les trèfles cultivés sont exclusivement utilisés pour 

l’alimentation animale sous la forme de pâture, d’ensilage ou 

de fourrage. Des espèces comme T. repens, T. pratense, T. 

ambiguum, sont cultivées à grande échelle en Australie, aux 

USA et en Europe comme plantes fourragères (Allen et Allen, 

1981). 

Dans la région méditerranéenne, particulièrement dans sa rive 

sud, la culture du Bersim est prédominante voire exclusive 

comme c’est le cas en Algérie (Taylor, 1985; Hamadache, 1998). 



 
 

 
 

Figure  1 : plant s de Bersim au stade floraison sur microparcelle à la station de 
l’ITGC de Oued Smar (Alger) 

 
 

 
 
 

Figure  2 : forme et organisation des feuilles de Bersim situées immédiatement en 
dessous de l’inflorescence,  (I) inflorescence,(F) feuille trifoliolée. 

 



 

 

Le Bersim est une espèce  originaire d’Egypte. C’est une 

plante qui se développe en touffe grâce à ces axes 

plagiotropes et orthotropes qui se terminent par une 

inflorescence jaunâtre ou blanchâtre (planche 1) (Allen et 

Allen, 1981). Il est apprécié pour sa productivité, son 

intégration facile dans une rotation avec les céréales et pour 

son potentiel de régénération qui font que les plantes peuvent 

résister à des coupes successives (Hamadache, 1998). 

Utilisé comme fourrage vert ou réduit en farine, le Bersim est 

cultivé intensivement au Nord de l’Algérie, particulièrement 

dans les zones d’élevage bovin, comme système fourrager simple 

pouvant assurer l’affouragement du cheptel bovin en aliment de 

qualité. 

Le Bersim est plus apprécié dans le nord du pays que la 

luzerne en raison du caractère annuel de son cycle végétatif. 

Cycle qui permet d’envisager des rotations culturales rapides, 

contrairement à la luzerne (Medicago sativa L.) dont le cycle 

végétatif est plus long (bisannuel ou trisannuel). 

2- Le microsymbionte : le  Rhizobium 

Le partenaire microbien de la symbiose  Rhizobium-Légumineuse 

est une bactérie appartenant au genre  Rhizobium, qui 

constitue avec Agrobactérium, BradyRhizobium, AzoRhizobium, 

SinoRhizobium et Phyllobacterium la famille des Rhizobiaceae 

sous-classe des alpha-protéobactéries. Les  Rhizobium sont  

des bactéries Gram- de forme bâtonnet courts et arrondis à 

leurs extrémités, généralement mobiles. Ces bactéries sont 

aérobies, chimiotrophes et hétérotrophes.  

Les Rhizobium ne présentent aucune caractéristiques 

culturales, morphologiques ou physiologiques, permettant de 

les distinguer des autres bactéries du sol(Elkan, 1992 ; 

Pieternel et Vanderleyden, 1995). 

Leur reconnaissance et leur classification demeurent 

essentiellement basées sur la propriété d’établir la symbiose  

avec des plantes hôtes spécifiques (Elkan, 1992). En effet, 



une souche de  Rhizobium ne peut pas infecter et noduler 

indifféremment n’importe quelle  espèce de Légumineuses. En 

effet, une souche qui nodule le trèfle est incapable de 

noduler par exemple la luzerne (Medicago sativa L.) ou le 

haricot (Phaseolus vulgaris) et inversement. 

Cette propriété a permis de définir des groupes dits 

«d’inoculation croisée» (Elkan, 1992), c’est à dire des 

ensembles renfermant des souches capables d’infecter et de 

noduler un groupe de légumineuse et incapable de le faire avec 

d’autres groupes de légumineuses. 

Les plus connus de ces groupes d’inoculation croisée ont été 
élevés par Jordan (1984) au rang d’espèces, repartis sur deux 
genres différents ; Rhizobium et Bradyrhizobium. 

 
Tableau I : récapitulatif des premières espèces de bactéries symbiotiques  de Rhizobiaceae  et leurs 
plantes hôtes, décrites par (Jordan, 1984) 
 

Genre Espèce Sous espèce 
ou biovar 

Plante hôte 

Bradyrhizobium B. japonicum - Soja(Glycine max) 

 

 Rhizobium 

 

Rleguminosarum

 
 
 
 

trifolii Trifolium spp. 

phaseoli 
Phaseolus vulgaris 

 
(haricot commun) 

viciae 
Vicia spp., Lathyrus 

spp., Pisum spp et Lens 

spp. 

R. meliloti 

- 
Medicago spp., 

Melilotus spp et 

Trigonella spp. 

R. loti - Lotus spp. 

 

 

 

Les espèces Bradyrhizobium  japonicum et Rhizobium  loti, 

renferment souches peu connues jusque là et désignées dans la 



précédente classification du genre Rhizobium (Jordan et Allen, 

1974) respectivement par Cowpea group Rhizobia et Lotus group 

Rhizobia. 

 

Bien que la spécificité de l’interaction symbiotique est le 

critère de base de la reconnaissance des  Rhizobium, leur 

classification est en pleine évolution avec l’extension des 

études sur des souches provenant de légumineuses de régions 

géographiques pour lesquelles les données étaient rares voire 

inexistantes jusqu’ici (Afrique, Amérique du Sud, la Chine…) 

(Martinez-Romero, 1995). Par ailleurs, les techniques de la 

biologie moléculaire ont bpermis de réexaminer la 

classifications des Rhizobium (De Lajudie et al., 1998; 

Velasquez et al., 2001; Young et al., 2001). 

 

La découverte récente des gènes nod ABC, jusqu’ici considérés 

comme exclusifs aux Rhizobium, chez une  B-protéobactérie 

(genre  Bulkhorderia) (De Los Santos et al., 2001 ; Moulin et 

al., 2001), ainsi que la capacité nodulatrice des souches du 

genre Methylobacterium (Sy et al., 2001) risque de remettre en 

cause sérieusement la classification et la phylogénie de ce 

groupe bactérien. 

 

3- L’établissement de la symbiose Rhizobium-légumineuses 

 L’interaction symbiotique entre  les bactéries du genre  

Rhizobium et les plantes  de la famille des Légumineuses se 

traduit par la formation  d’un véritable organe spécialisé, 

siége des échanges symbiotiques le nodule ou nodosité. Cet 

organe parfaitement intégré à la plante, est généralement 

localisé sur les racines  (nodules racinaires), mais il existe 

quelques légumineuses tropicales ou ces nodules se situent 

également sur la tige (nodules caulinaires) comme ces le cas 

chez Sesbania rostrata (Dreyfus, 1988). 
 



C’est seulement à l’intérieur de la nodosité que les 

Rhizobium, sous la forme différenciée de bactéroides, peuvent 

fixer l’azote moléculaire en ammoniac. L’ammoniac produit se 

retrouve dans le flux métabolique de la plante ou il est 

transformé en composés azotés organiques utilisables par 

celle-ci (acides aminés, amides, uréides…). En retour, la 

plante assure aux bactéroides un environnement physique, 

physico-chimique  et chimique favorable à l’expression de leur 

pouvoir fixateur d’azote (substrats énergétiques, pression 

partielle en O2…). 

La symbiose Rhizobium-légumineuses apparaît ainsi comme le 

couplage du pouvoir  photosynthétique de la plante avec celui 

de la fixation d’azote du Rhizobium (Fig. 1). 

3-1 Spécificité de la symbiose Rhizobium-légumineuses 

L’établissement de la symbiose, en particulier la formation du 

nodule, est le résultat d’interactions plus ou moins 

spécifiques entre les deux symbiotes. 

 

et la formation du nodule sont les résultats d’un dialogue 

moléculaire entre les deux partenaires symbiotiques. Ce 

dialogue généré  dans le sol rhizosphèrique  implique  la 

reconnaissance spécifique entre le  Rhizobium et  sa 

légumineuse hôte. Dans la rhizosphère, la plante exsude des 

substances nutritionnelles qualitativement et quantitativement 

variées,  notamment des flavonoides, constituant le premier 

message aux bactéries  Rhizobium.  

 

Le premier volet de ces interactions est peu, voire pas 

spécifique. Il s’agit de la stimulation de la prolifération 

des Rhizobium n’étant pas très abondants dans le sol, la 

plante doit favoriser leur attraction et le multiplication au 

voisinage de ses racines pour assurer la nodultion (Dommergues 

et Mangenot, 1970; Blondeau, 1980; Lowendorf, 1980; Lemanceau 

et Heulin, 1998). 



 

Le deuxième volet de l’interaction menant à l’établissement de 

la symbiose Rhizobium-légumineuses, est l’infection des 

racines et la formation du nodules. Cette étape, très 

spécifique, fait suite à un dialogue moléculaire très élaboré. 

La plante et le Rhizobium qui ont co-évolué longtemps ensemble  

(Gualtieri et Bisseling, 2000), ont développé un véritable 

système de signalisation et de reconnaissance moléculaires 

afin de vérifier leur compatibilité mutuelle. 

 

A cet effet, la plante exsude en quantité infimes, des 

composés spécifiques, à savoir des flavonoides qui agissent 

comme signal déclenchant la cascade des événements menant à la 

formation du nodule (Fig. 3). 

Lorsque ces flavoonoides sont perçus par une souche de 

Rhizobium compatible, ils déclenchent chez celle-ci 

l’induction de l’expression des gènes de nodulation inactifs 

jusqu’ici (Van de Sande et Bisseling, 1997). 

Ces gènes chromosomiques et/ou plasmidiques,  sont 
responsables de la synthèses de substances de signalisation 
spécifiques à chaque  espèce de Rhizobium. 

 

Il s’agit de substances de nature lipo-oligosaccharidiques 
(LCO) appelés Facteur Nod (Fisher, 1994). Ces facteurs Nod 
sont représentés par une chaîne de N-acétyl-glucosamine 
associée à un acide gras dont la composition, en particulier 
les substitutions qu’il porte, détermine la compatibilité du 
Rhizobium vis-à-vis des légumineuses . 

 
Les facteurs Nod, eux aussi produits à des concentration 
infimes, sont à leur tour perçus par la plante hôte dont les 
racines deviennent dés lors spécifiques à l’infection par le 
Rhizobium. Cette compétence se traduit par une atténuation du 
système de défense de hôte et de changements cytologiques et 
histologiques permettent la  
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 
 
 



pénétration de la bactérie dans la racine , sa multiplication 

et son hébergement au sein d’une structure dédiée : le nodule 

dont les détails de l’ontogénie sont examinés plus loin (cf.3-

2). 

Les gènes nod  qui représentent la clé de l’établissement de 

la symbiose Rhizobium-légumineuse  sont  subdivisés en trois 

groupes : 

 

• les gènes nod commun, identiques chez tous les Rhizobium 
(Le Rudulier et al., 1993). Ils sont représentés par les 
gènes nod abc, responsables de la formation du squelette 
N-acétyl glucosamine du Facteur Nod (Bladergroen et al., 
1998), 

 

• les gènes nod spécifiques, Représentés par les gènes 
déterminent la structure finale du facteur Nod , c’est à 
dire la nature de son acide gras  et des substitutions de 
ce dernier(Van de Sande et Bisseling, 1998). C’est en 
fait La structure chimique  du LCO qui détermine le 
spectre de plante hôte  pour une souche donnée (Triplett 
et Sadowsky, 1992), 

 

• les gènes nod régulateur sont responsables de la 
régulation de l’expression des gènes  nod commun et 
spécifiques. Ils codent pour la protéines NodD (Van de 
Sande et Bisseling, 1998). Cette protéine constitutive 
joue le rôle de récepteur spécifique des flavonoides émis 
par la légumineuse compatible (Fisher, 1994 ; Zeze et 
al., 2001). 

 

3-2 Formation du nodule 

Une fois que la compatibilité entre les deux symbiotes est 

vérifiée, la formation des nodosités peut avoir lieu. Celle-ci 

est schématisée classiquement en quatre phases distinctes qui 

ne rendent pas toujours comptes avec précision de la 

succession spatio-temporelle du grand nombre d’événements, 

souvent simultanés, que la formation du nodule fait intervenir  

 



3-2-1 Reconnaissance spécifique  

Cette phase fait intervenir, nous l’avons vu,  un échange de 

signaux moléculaires  dont les médiateurs principaux sont les 

flavonoides  de la plante et les Facteurs Nod Rhizobium. Cette 

reconnaissance a pour objectif de permettre l’adhésion, 

vraisemblablement irréversible, des cellules bactériennes à la 

surface des racines de l’hôte (Perret, 1999; Sprent, 2001). 

Cette adhésion fait intervenir : 

 

• du coté de la plante les lectines, des composés de nature 
glycoprotéine qui différent d’une plante à l’autre 
(Spaink, 1993 ; Viprey et al., 2000), 

• du coté du Rhizobium, vraisemblablement les 
exopolysaccharides qui différent d’une espèce de Rhizobium 
à l’autre (Van de Sande et Bisseling, 1996 ; Viprey et 
al., 2000). 

 

 3-2-2 Infection du système racinaire 

phase durant laquelle les  Rhizobium pénètrent via le poil 

absorbant dans les cellules des racines hôte. Cette 

pénétration est facilité par : 

• l’allongement et le recourbement de l’extrémité distale 
du poil absorbant sous la forme d’une crosse dite « crosse 
de berger » qui enserre le Rhizobium rendant le contact 
bactérie-poil absorbant plus intime (Viprey et al., 2000),  

• une fragilisation localisée de la paroi du poil absorbant 
sous l’effet d’enzymes hydrolytique végétales (Ridge, 
1992; Parniske, 2000; Viprey et al., 2000) . 

 

Cette fragilisation s’accompagne par la formation d’une 
structure tubulaire appelée cordon ou filament d’infection qui 
permet la pénétration du Rhizobium et sa progression vers le 
primordium nodulaire dont l a formation , déclenchée lors de 
la perception des facteurs Nod d’une souche compatible, est 
déjà là à nu stade avancé. 

 

 

 



3-2-3 Nodulation proprement dite  

Elle consiste en l’induction, par le Facteur Nod, chez la 
plante de la dédifférenciation de quelques  cellules 
corticales en un méristème nodulaire (Geurts et Franssen, 
1996). Les cellules de ce dernier se divisent intensément, 
donnant naissance à un primordium nodulaire site d’hébergement 
des  Rhizobium acheminés par le filament d’infection dans 
lequel ces derniers se sont multipliés activement en cours de 
route. 

C’est à ce niveau que les Rhizobium infectent les cellules du 
primordium en y pénétrant par un phénomène d’endocytose. A 
l’intérieur de ces cellules végétales dites cellules hôtes, 
les Rhizobium se multiplient activement. Les cellules 
bactériennes sont séquestrées individuellement ou par groupes 
par des systèmes membranaires d’origines végétales pour former 
des symbiosomes, l’unité fondamentales de la symbiose 
Rhizobium-légumineuses (Elmerich, 1997; Parniske, 2000). 

Cette compartimentation permet d’isoler les bactéroides du 

cytoplasme des cellules hôte afin d’y créer un environnement 

adéquat à l’activité de la la nitrogénase (Corzo et al., 

1993), en particulier la protection de celles-ci vis-à-vis de 

l’oxygène qui la dénature irréversiblement (Hadker et al., 

2001). 

 

L’un des rôle principaux du nodule set de satisfaire les 

exigences contradictoires des composants de la symbiose vis-à-

vis  de l’oxygène. Les cellules végétales constituant le 

nodule et les bactéries que celui-ci renferme ont besoin de 

l’oxygène alors que la nitrogènase y est extrêmement sensible. 

Pour régler se dilemme, les deux symbiotes ont su recourir à 

un moment de leur évolution à l’utilisation d’une molécule 

très proche de l’hémoglobine : la léghémoblobine. Une 

hémoproteine dont la fraction protéique est synthétisée par la 

plante hôte et l’hème par le Rhizobium (Drevon et al., 1995). 

La léghémoglobine permet d’assurer l’approvisionnement des 



bactéroides en oxygène sans altérer la nitrogènase (Hardison, 

1999 ; Galtieri et Bisseling, 2000). 

 

3-2-4 La multiplication des cellules du primordium, cette 

dernière étape se caractérise par une augmentation 

considérable du nombre et de la taille du primordium 

nodulaire. Elle se traduit par une augmentation du volume des 

tissus nodulaire et l’émergence du nodule à la surface de la 

racine. 

De manière  concomitante, les bactéries se divisent et se 

différencient en bactéroides, cellules dépourvues de paroi et 

beaucoup plus grandes que les cellules végétatives.  Ces 

cellules Rhizobiennes transformées en bactéroides sont 

généralement ovoïdes mais peuvent prendre d’autres formes : 

raquette, X,Y,L…. 

  

Ce n’est que sous leur forme de bactéroides que les Rhizobium 

vont pouvoir synthétiser la « Nitrogénase », l’enzyme qui leur 

permet de fixer en réalité de réduire l’azote moléculaire. 

 

4- Structure du nodule 

Les nodules sont des structures qui se développent sur les 
racines et parfois sur les tiges. La coupe d’un nodule  révèle 
l’existence de plusieurs tissus : 

 

• un tissu périphérique formé par un cortex, un endoderme 
et des bandes vasculaires. Il  délimite  une zone 
centrale, 

• un tissu central de couleur rose-rouge due à la présence 
de la léghémoglobine. Il est formé d’un ensemble de 
cellules végétales envahies par les Rhizobium (cellules 
hôtes). 

 



Les tissus du nodule sont en continuum avec les tissus de la 

racine, permettant ainsi la connexion entre le métabolisme de 

la plante et celui du nodule (Schubert et al., 1984; Elmerish, 

1997).  

 

Sur la base de leur morphologie, leur structure et la durée du 

fonctionnement du méristème nodulaire, les nodules des 

légumineuses se subdivisent en deux catégories : 

 

• les nodules indéterminés. Le nodule à structure 

indéterminée dont les tissus sont générés à partir des 

cellules des couches internes du cortex racinaire. Ce type 

de nodule présente un méristème nodulaire dont l’activité 

mitotique persiste après l’infection par le Rhizobium. C e 

type nodulaire se présente sous une forme allongée et se 

retrouve généralement chez les légumineuses des région 

tempérées (trèfle, luzerne, pois, lentille…). 

 

• les nodules déterminés. Les nodules à structure 

déterminée dont les tissus sont générés à partie des 

cellules des couches externes du cortex racinaire. Ce type 

nodulaire possède un méristème dont l’activité mitotique 

s’arrête juste après l’infection par le Rhizobium formant 

ainsi des nodules sphériques rencontrés  chez les 

légumineuses des régions tropicales ou originaires de 

celle-ci (soja, haricot…). 

 

 

 

 

 

 

 

 



5- La fixation biologique de l’azote atmosphérique 

contrairement au fixateur libres, c’est seulement à 

l’intérieur de la bulle environnementale définie par le nodule 

que les Rhizobium peuvent fixer l’azote, c’est à dire produire 

et exprimer l’activité de l’enzyme clé de la fixation d’azote 

la nitrogénase (EC 1.18.6.1). En effet, chez les Rhizobium, la 

synthèse et le fonctionnement de la nitrogénase sont largement 

contrôlés par la plante hôte (Hirsh et al., 1997). 

La nitrogénase ou complexe nitrogénasique est une 

hétéroprotéine   (métalloprotéine) classée comme 

oxydoréductase (Kim et al., 1994).  

Elle est synthétisée et régulée  par un ensemble de gènes 

(chromosomiques ou plasmidique); gènes nif (synthèse) et les 

gènes fix (expression et régulation). La nitrogénase des 

Rhizobium est composée de deux protéines associées à quatre 

atomes de fer, quatre atomes de soufre et un atome de 

molybdène. 

Elle se présente sous la forme d’un complexe renfermant deux 
composantes enzymatiques distinctes :  

 

• la dinitrogénase (Mo-nitrogénase ou composant I), 
représentée par un tétramère protéique associé avec le 
molybdène, le fer et le soufre. C’est elle qui est 
responsable de la réduction de l’azote, 

• la dinitrogénase réductase (composant II), représentée 
par un dimère protéique contenant du fer et du soufre. 
Elle assure le transfert des électrons, à partir d’un 
donneur (ferredoxine ou flavodoxine) vers la dinitrogénase 
. 

En présence d’énergie, le couplage du fonctionnement des deux 
composantes de la nitrogénase permet d’effectuer la réaction 
suivante : 

 

 N2+8e+8H++16ATP-Mg++               2NH3++H2+16ADP+16Pi  

 



Dans le cas de la symbiose, L’énergie nécessaire à la 

réduction de l’azote moléculaire est assurée indirectement par 

les photosynthètats natifs (sucre) ou convertis (acides 

organiques) de la plante via les vaisseaux qui irriguent le 

nodule (phloème). 

 

La réduction de l’azote moléculaire s’accompagne par un 

dégagement d’hydrogène (H2), ce qui constitue une perte 

d’énergie (Drevon et Salsac, 1984). Certaines souches de  

Rhizobium appelées (Hup+) sont capables Grâce à une hydrogénase 

de recycler une partie de cette énergie en générant de l’ATP 

(Drevon et Salsac, 1980). Cette propriété est recherchée  chez 

les souches de Rhizobium  destinées à la production d’inoculum 

pour l’agriculture puisqu’ elle réduit la facture d’énergie de 

la symbiose assurant ainsi des rendements plus élevés que ceux 

obtenus avec des souches (Hup-).      
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Résultats et discussion 

1-Etablissement de la symbiose  Rhizobium-Bersim. 

La nodulation d'une légumineuse par une souche de  Rhizobium dépend 

de nombreux facteurs biotiques et abiotiques de l’environnement de la 

plante. C'est pour cette raison, que nous avons jugé judicieux 

d'étudier l'effet decertains d’entre eux sur la symbiose.  
 
1-2 Effet de la taille de l'inoculum sur la nodulation  

Le taux de nodulation    des plantes de T alexandrinum L var Tigri,  

inoculées avec un nombre croissant de la souche de  Rhizobium 

leguminosarum biovar trifolii LBS-107, semble  être influencer . 

Les  résultats, in vitro, montrent que le taux de nodulation en 

présence de 102 cellules, avec environ 2 nodules, augmente pour 

atteindre 10 nodules/plante en présence de 10E4 cellules/ml,au delà de 

cette concentration cellulaire, nous observons un plateau qui indique 

que la taille de l’inoculum n’a plus d’effet sur le taux de 

nodulation des plantules de Bersim. 

  

Cette rupture de la proportionnalité entre la taille de l’inoculum et 

le taux de nodulation de du bersim  indique qu’il existe une limite 

au niveau d’infection par le  Rhizobium. Cette régulation par les 

légumineuses de leur degré d’infection par le Rhizobium ferait 

intervenir, d’après Schultz et Kondorosi (1998) et Mathesus et al. 

(2000) : 

 
 une répression de la rhizogénèse comme semble l'indiquer  
par le ralentissement de la formation de nouvelles racines 
après la deuxième semaine de végétation. 
 

 
o des composés intervenant dans les réactions de défenses 

notamment l’acide salicyliques pour empêcher l’infection 
rhizobienne (Schultz et Kondorosi, 1998).  
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Figure  6  : Effet de la taille de l”inoculum sur la nodulation (A) et l‘activité nitrogénasique 
(B) des plantules de Bersim (variété Tigri) inoculées par la souche de Rhizobium 
leguminosarum bv trifolii LBS107. (Chaque barre représente la moyenne arithmétique de 7 
répétitions de 3 plantes chacune, surmontée de son erreur standard) 



o un changement de la composition de la paroi des cellules 
végétales au niveau des points d'infection ou encore, qui sont 
les sites privilégiés pour la pénétration des  Rhizobium dans la 
racine de l'hôte (Mateo et al., 2001). 

 
 
Nos résultats indiquent clairement que la nodulation optimale des 
plantes exige un seuil de représentativité des  Rhizobium dans le 
milieu. Ce seuil se situe,,  in vitro,, et dans nos conditions de 
travail à 10E6 cellules/ml de milieu. 
 
Les couples symbiotiques obtenus en présence des différentes 
concentrations cellulaires ont montré une activité nitrogénasique 
qui varie entre 214 et 927nM de C2H4/h/plante. Variations qui 
s’expliquent essentiellement par des taux de nodulations 
dissemblables enregistrés d’une concentration cellulaire à l’autre. 
 
Nous avons également observé des variations importantes de l’ARA 
nodulaire qui s’échelonne entre 60 et 100 nM de C2H4/h 
respectivement en présence de 10E8 et 10E2 cellules rhizobienne/ml. 
Ces variations du niveau d’ARA nodulaire ne peuvent s’expliquer que 
par une différence de leur alimentation en substrats énergétique 
(Streeter, 1993). Lorsque le nombre de nodules est faible, la plante 
peut leur allouer plus de photosynthétats que lorsque ils sont plus 
nombreux (Gall et al, 1987). C’est pour cette raison que les niveaux 
d’ARA nodulaire les plus élevés ont été enregistrés avec les taux de 
nodulation les plus faibles 
  
1-3 Effet de l'âge de l'inoculum  
 
L'âge des cellules Rhizobienne amenées dans le milieu par l'inoculum 
n’influe que dans une certaine limite sur la nodulation des 
plantules de bersim. Les taux de nodulation obtenus pour les 
inoculums agés de 1, 2, 3 et 4 jours se sont révélés sensiblement 
similaires (9,6 à 10,6 nodules/plante). Ce n’est que pour les 
inoculums plus âgés (5 et 6 jours) que nous observons une diminution 
consistante du taux de nodulation des plantules qui passe à 8,1 et 
puis à 4,3 nodules par plante (Fig .7). 
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Figure  7 : Effet de l‘âge de l”inoculum sur la nodulation (A) et l‘activité 
nitrogénasique (B) des plantules de Bersim (variété Tigri) inoculées par la souche de 
Rhizobium leguminosarum bv trifolii LBS107. (Chaque barre représente la moyenne 
arithmétique de 7 répétitions de 3 plantes chacune, surmontée de son erreur standard). 



 

La réduction du taux de nodulation du bersim en présence d’inoculums 

âgés peut trouver son explication dans la réduction de la viabilité 

des cellules amenées par l’inoculum (Nazih et Weaver, 1994;  

Brockwell et Bottomley, 1995). 

Les inoculums agés, en raison de la dégradation des caractéristiques 

physico-chimique du milieu,  renferment à volume égal moins de 

cellules viables que les inoculums jeunes. 

 

Les couples symbiotiques obtenus en présence d’inoculums d’âge 

différent montrent une activité nitrogénasique qui varie de 414 à 

869 nM de C2H4/h/plante. Les ARA nodulaire étant sensiblement 

similaires (75 à  95nM de C2H4/h/Nodule) les variations de l’ARA 

plante reflètent le taux de nodulation des plantules. 

 

1-4 Effet de l'âge de la plante sur la nodulation  
 

L’âge de la plante, c’est à dire le moment où elle est inoculée 

semble avoir un effet sur le taux de nodulation de bersim. En effet, 

les taux de nodulation enregistrés varient entre 10,4 et 1,3 

nodules/plante respectivement pour une inoculation  effectuée 2jours 

et 16 jours après la germination (Fig .8). 

 

Les taux de nodulations les plus élevés ont été enregistrés lorsque 

les plantules sont inoculées à un âge inférieur à 5 jours. Au-delà 

de cette limite, les taux de nodulation se sont révélés nettement 

inférieurs.  
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Figure  8 : Effet de l‘âge de la plante sur la nodulation (A) et l‘activité 
nitrogénasique (B) des plantules de Bersim (variété Tigri) inoculées par la souche 
de Rhizobium leguminosarum bv trifolii LBS107. (Chaque barre représente la 
moyenne arithmétique de 7 répétitions de 3 plantes chacune, surmontée de son erreur 
standard) 
 



 

 

Résultats en accord avec les données de la littérature qui 

considèrent que la nodulation des légumineuses est plus importante 

lorsque l’inoculation est réalisée immédiatement après la germination 

(Montanez, 2000).  
La réduction de la nodulation chez les plantes âgées résulterait 
de : 

 
o La réponse chimiotactique  des souches assurée par la 

qualité des exsudats racinaires de la plante hôte (Hartwing 
et al., 1991). En effet, la nature des substances  libérées 
par la racine dans l’environnement rhizosphérique, 
notamment les flavonoides qui exercent un pouvoir attractif 
spécifique vis à vis des espèces voire souches de  
Rhizobium présentent au contact des racines de la plante 
(Van de Sande et Bisseling, 1997;  Bergum et al., 2001). 

 
 

o L’expression d’un des mécanismes de régulation de la 
nodulation par la plante hôte. Un mécanisme qui limite 
l’infection et la pénétration des  Rhizobium dans la 
plante hôte (Knezek, 1997).         

 

Ce résultat qui est en accord avec la littérature  qui illustre 

l'importance de la présence en quantité suffisante de  Rhizobium dès 

la mise en place d'une culture de légumineuse (Montanez, 2000). 

C'est pour cette raison qu'on procède de plus en plus à la 

bactérisation des légumineuses par enrobage de leurs semences plutôt 

que par leur aspersion après germination et levée du semis. 

L’efficacité de la symbiose établie dans ces conditions et estimée 

en ARA/plante et, indique que l’activité nitrogénasique est à ses 

limites maximales lorsque l’inoculation est réalisée à un stade 

précoce de l’age de la plante. En effet, elle varie entre 140 et 

670nM de C2H4/h/plante respectivement pour les plantules âgées de 2 

et 16 jours.  Par contre, le potentiel nitrogénasique  semble être 



proportionnel à l’age avancé des plantes inoculées. Les résultats 

enregistrés montrent que l’ARA par nodule s’échelonne entre 58 et 

120nMde C2H4/h, lorsque les plantes sont inoculées respectivement 2 

et 16 jours après la germination. 

1-4 Etablissement de la symbiose (ontogénie) 

Les ébauches nodulaires sont visibles (à l’œil nu ou à la loupe) sur 

le système racinaire du bersim  une semaine après leur inoculation 

(10 jours après la percée de la radicule). Ces ébauches sont de 

forme hémisphérique parfois difficilement distinguables des ébauches 

des racines secondaires (souvent coniques). Ces  ébauches évoluent 

rapidement en nodules bien différenciés légèrement plus long que 

larges. Ces nodules sont de type indéterminé comme c’est le cas chez 

toutes les légumineuses susceptibles à  R leguminosarum bv trifolii 

(Sprent, 2001 ) (Fig.9). 

 

L'établissement de la symbiose entre le bersim et R leguminosarum bv 

trifolii apparaît donc comme un processus relativement rapide. On 

considère en effet, que chez les légumineuses annuelles, la 

nodulation est, in-vitro du moins, précoce puisque les ébauches de 

nodosités sont visibles au microscope ou à la loupe 10 à 12 jours 

seulement après l'inoculation. Ces ébauches nodulaires se 

développant par la suite rapidement pour devenir visibles à l’œil nu 

au bout de 12 jours après l'inoculation (Franssen et al, 1992). 

 

Ces délais sont similaires à ceux observés dans des les mêmes 

conditions par Taguett (1998) chez la luzerne (Medicago sativa cv 

Mireille) et Haddadj (2002) chez la lentille (Lens culinaris Medic). 
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Figure  9  :  Evolution dans le temps de la nodulation des 

plantules de Bersim (variété Tigri) inoculées avec la souche 

LBS-107. 
(Chaque barre représente la moyenne arithmétique de 7 
répétitions de 3 plantes chacune, surmontée de son erreur 
standard.) 
 



 
Initialement réduit avec 0,33 nodules/plante au 10ème jour, le taux 
de nodulation des plantules de bersim augmente régulièrement et 
parallèlement au développement du système racinaire de la plante hôte 
pour atteindre son niveau maximum 11 nodules/plante, 30 jours après 
l'inoculation et s'y maintient durant tout le reste de la durée de 
l'expérimentation (43ème jour). En effet, au-delà du 30ème jour de 
végétation, nous n'avons pas observé, chez les plantules l'apparition 
de nouveaux nodules. 
 

Le profil d'évolution de la nodulation,,  in vitro,,, que nous avons 
décrit ci-dessus pour les plantules de bersim et la souche de  
Rhizobium leguminosarum  bv trifolii LBS-107, est en accord avec les 
données de la littérature. Il est bien établi que l'essentiel des 
nodosités apparaît chez les légumineuses herbacées durant les 
premières semaines suivant l’inoculation qui coïncide avec les 
tissus jeunes la plante (Gualtieri et Bisseling, 2000). Avec l’age 
de la plante, on assiste à une régression importante de la 
nodulation sur les racines devenues matures qui serait due à un 
manque de flavonoides inducteurs ou à une absence de la réponse des 
gènes de la nodulations chez les  Rhizobium c’est à dire un 
problèmes lié à la transduction des signaux de la symbiose entre les 
deux partenaires (Mathesius et al, 2000). 

1-4-1 Expression de la symbiose  

Les nodosités formées sur le système racinaire de bersim ne sont 

capables de réduire l'azote moléculaire qu’à partir de la 2éme 

semaine de nodulation, comme l'indique l'évolution de l'activité 

réductrice de l'acétylène. L’ARA  n’est notable chez les couples 

symbiotiques testés qu’au 14éme jour de la croissance des plantes 

(Fig .10 ).  

Initialement réduite au 14ème jour de végétation, l'efficience des 

plantules de  de bersim subi une augmentation régulière pour 

atteindre son maximum au 38ème jour de végétation avec une ARA de 

900nM de C2H4/h/plante et se stabilise autour de cette valeur 

jusqu’à la fin de l’expérimentation. 
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Figure   10 :  Evolution dans le temps de l’activité nitrogénasique 
(ARA) des plantules (A) et des nodules (B) chez le Bersim inoculé 
avec la souche LBS-107. 
(Chaque barre représente la moyenne arithmétique de 7 
répétitions de 3 plantes chacune, surmontée de son erreur 
standard). 



L’intensification du potentiel nitrogénasique des plantules de 
bersim dans le temps, serait en relation avec: 
 

o L’augmentation  du nombre de nodule dont l’apparition se poursuit 

jusqu'au 28ème jour de végétation et qui peut être à origine de 

l'intensification de l'ARA des plantules. 

o L’augmentation progressive du pouvoir nitrogènasique des 

nodosités. Ces derniers très réduit durant les 12premiers jours 

de végétation augmentent de manière régulière pour culminer bà 

environ 80nM de C2H4/h/plante au 38ème jour de végétation. 

Cette intensification du potentiel nitrogénasique des plantules 
serait en relation avec: 

 
o la maturation des nodules qui après leur initiation, subissent 

une croissance se traduisant par l'augmentation du fonctionnement 

de la nitrogènase  en fonction de la  teneur en cet enzyme  et en 

léghémoglobine(River et Simms, 2000).       

 

o le développement de la plante hôte qui s'accompagne par une 

intensification de son activité photosynthétique et donc de la 

quantité de photosynthétats mis à la disposition des bactéroides. 

Ces derniers, disposant d'une plus grande quantité de substrats 

énergétiques, augmentent leur niveau d'activité métabolique dont 

celui du complexe nitrogénasique (Streeter 1988). 
 

1-5 Effet  de la symbiose sur la croissance de la plante 

Après 36 jours de végétation en milieu déficient en azote, le bersim 
présente, suivant qu'il est nodulé ou non, des différences sur le 
plan biométrique. 

Les plantules du bersim, assurant leur nutrition azotée grâce à la 
symbiose, atteignent après 36 jours de végétation un poids sec, 
partie aérienne et partie racinaire confondues, de 16,55 
mg/plantule(Fig. 12). Lorsque celles-ci sont cultivées en milieu 
carencé en azote leur poids sec est nettement inférieur avec 
seulement 12,91mg/plantule. 

Cette supériorité de la symbiose par rapport au témoin sans azote 

indique que celle-ci contribue de manière substantielle à la  



Témoin SN Symbiose Nitrates
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

Po
ids
se
c
en
m
g/
pla
nt
ule

Type de nutrition azotée

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure  12  : Comparaison du poids sec des plantules de Bersim (variété 
Tigri) dans le cas du témoin carencé en azote, du témoin azoté (15mM 
de KNO

3
) et de la symbiose avec la souche LBS-107. 

(Chaque barre représente la moyenne arithmétique de 7 
répétitions de 3 plantes chacune, surmontée de son erreur 
standard). 



 
 

croissance de la plante. Elle assure, au moins partiellement les  

besoins en azote de celle-ci.  

 
 
 
Cependant, comparativement au témoin azoté (15mM KNO3) qui permet à 

des plantules de bersim, non inoculées, d'atteindre un poids sec de 

28mg/plantule, les plantules assurant leur nutrition azotée par la 

symbiose présentent un poids sec inférieur d'environ 20%. Infériorité 

qui laisse indiquer que la nutrition nitratée (15mM de KNO3) assure 

une meilleure alimentation en azote des plantes que la symbiose par 

la souche LBS-107.  

 

La  supériorité, in vitro, de la nutrition azoté nitrate  sur la 

symbiose est en accord avec les données de la littérature(Bloom 1995, 

Vance et Graham 1995). 

 

Elle trouverait son explication dans le fait que : 

 
o Le coût énergétique de la fixation sybiotique de l’azote (16ATP) est 

plus élevé que celui nutrition  nitatée (12ATP=nitrates (12ATP) (Stam 

et al, 1987). 

o Le niveau de fixation d’azote conféré par la souche LBS-107 au Bersim 

peut ne pas couvrir entièrement ses besoins en azote. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusion : 

 

L'établissement de la symbiose entre le bersim et R leguminosarum bv 

trifolii apparaît donc comme un processus relativement rapide. Les 

plantules de bersim sont déjà nodulées 10 jours après leur 

inoculation par la souche LBS-107. IL en est de même pour la 

fixation d’azote  ( l’activité réductice d’acétylène) ou ARA) qui a 

été mise en évidence 14 jours seulement après l’inoculation des 

plantules de bersim. 

La symbiose avec le souche LBS-107 confère au bersim la propriété 

d’assurer la couverture des ses besoins en azote  et de passer , 

dans une certaines mesure  de la présence dans le sol  d’une source 

d’azote minérale (nitrate et/ou ammoniaque).En effet, les plantules 

de bersim (variété tigri)ont monté , après seulement 43 jours de 

végétation , in poids sec supérieur de 43% comparativement à un 

témoin  carencé en azote. 

Cependant, comparativement au témoin azoté (15mM KNO3) qui permet à 

des plantules de bersim, non inoculées, d'atteindre un poids sec de 

28mg/plantule, les plantules assurant leur nutrition azotée par la 

symbiose présentent un poids sec inférieur d'environ 20%. 

Malgré sa légère infériorité vis-à-vis d’une nutrition azotée 

optimale, la symbiose reste un phénomène biologique dont 

l’utilisation est intéressante . La couverture, même partielle, des 

besoins de la plante en azote permet de se passer de l’utilisation  

massive des engrais azotés. 

 C’est cette propriété qui fait que la symbiose à Rhizobium  

constitue un élément incontournable des politiques  nationales et 

internationales d’agriculture durable, d’agriculture biologique ou 

encore de la réduction des émissions de gaz à effet de serre 

(Vitousek et al.,1997). 

 

 



2 – Constitution du souchier 

2-1 Extraction des souches de   Rhizobium à partir de nodosités de 
légumineuses prélevées au champ  

Dans la première partie de notre étude, nous nous sommes efforcés de 

constituer une collection de souches de  Rhizobium compétentes envers 

le Bersim, à savoir des souches de  Rhizobium leguminosarum biovar 

trifolii dont le groupe d’inoculation n’inclut que les représentants 

du genre Trifolium. (Jordan, 1982;  Vincent, 1982;  Elkan, 1992;  

Lindström, 1996).  

A cet effet, nous avons prélevé de différentes régions d’Algérie des 

représentants spontanés ou cultivés de ce genre et nous avons procédé 

à l’extraction, l’isolement et la purification des souches de  

Rhizobium qui leurs sont associées. 

Les plantes échantillonnées, leur origine et leur statut symbiotique 

au moment du prélèvement figurent au (Tab : II). 

 
L’analyse de ce tableau indique que la totalité des légumineuses du 
genre Trifolium que nous avons examiné, au nombre de 37  
représentants,  répartis sur 21 espèces soit  56% des espèces 
recensées en Algérie par Quezel et Santa (1962) présentent sur leur 
système racinaire les nodosités caractéristiques de la symbiose  
Rhizobium-légumineuses. Ces nodosités se sont révélées tout 
efficientes, c’est à dire capable de réduire l’azote moléculaire en 
ammoniac. 
 
Ces résultats laissent indiquer que la symbiose à  Rhizobium est 
largement répandue chez les Trifolium d’Algérie, faisant de ce groupe 
un potentiel biologique intéressant en tant que plantes spontanées 
pour la colonisation des sols pauvres en azote et leur 
enrichissement.  
La nature du sol ainsi que les conditions climatiques ne semblent pas 
constituer des facteurs limitants de la symbiose  Rhizobium-
légumineuses dés le moment où ils n’affectent pas la croissance et le 
développement de ces dernières (Lowendorf, 1980;    Allen et Allen, 
1980). 



Tableau  II . Origine et caractéristiques symbiotiques des souches de Rhizobium extraites de plants de 
Trifolium spp. spontanées (S) ou cultivées © collectés sur le terrain. 

Souche Espèce Type Localité Zone Nodulation Fixation

E1 T.repens S Bab Ezzouar 

A
lg

er
 

+++ E 
E2 T.subterraneum S Bab Ezzouar ++ E 
E3 T.campestre S Douera ++ E 
E4 T.repens S Douera ++ E 
E5 T.spumosum S Mahelma + E 

E14 T.stelletum S Ben Aknoun +++ E 
E22 T.cherleri S Baba Hassen +++ E 
E33 T.lappaceum S Baba Hassen ++ E 
E36 T.subterraneum S Meftah +++ E 
E17 T.alexandrinum C Douera +++ E 
E6 T.repens S Hadjout 

T
ip

az
a 

++ E 
E10 T.fragiferum S Hadjout ++ E 
E15 T.cherleri S Chenoua +++ E 
E18 T.glomeratum S Koléa +++ E 
E23 T.stelletum S Koléa +++ E 
E7 T.tomentosum S Isser 

T
iz

i-O
uz

ou
 

+++ E 
E9 T.resupinatum S Naciria + E 

E13 T.bocconei S Isser +++ E 
E16 T.scabrum S Mechetras ++ E 
E20 T.fragiferum S Isser +++ E 
E25 T.pallidum S Isser +++ E 
E28 T.stelletum S Taguemount +++ E 
E31 T.alexandrinum C Ouadhias +++ E 
E32 T.juliani S Béni douala ++ E 
E37 T.glomeratum S Isser +++ E 
E34 T.maritimum S Isser ++ E 
E8 T.campestre S Si-Mustapha 

B
ou

m
er

de
s +++ E 

E24 T.michelanium S Béni-Amrane +++ E 
E26 T.subterraneum S Béni-Amrane +++ E 
E30 T.pallidum S Béni-Amrane +++ E 
E11 T.subterraneum S Bougara 

B
lid

a 

++ E 
E12 T.alexandrinum C Arbatache +++ E 
E19 T.squarosum S Arbatache +++ E 
E35 T.pratens S Soumaa + E 
E21 T.alexandrinum C Abadla Béchar 

Setif 

S-Belabbes 

+ E 
E27 T.alexandrinum C Djemila +++ E 
E29 T.arvensis S Tessala +++ E 

S : pontanées, C : cultivées. 



2-1-1 Authentification et sélection des souches  de  Rhizobium  
compétentes envers le bersim 
 
Une souche bactérienne, même extraite des nodosités d'une 
légumineuse, ne peut être considérée comme une souche  de  Rhizobium, 
que si elle est capable d’induire la nodulation, en conditions 
bactériologiques contrôlées, chez au moins une des légumineuses de 
son groupe d’inoculation (Vincent, 1981;    Elkan, 1992; Pieternel et 
Vanderleyden, 1995). En effet, on ne peut pas exclure la possibilité 
que  cet isolat appartienne à un autre type bactérien qui aurait 
échappé à la stérilisation de la surface du nodule ou qui 
proviendrait d'une contamination accidentelle lors des manipulations. 
C’est pour cette  raison qu’il est indispensable d’authentifier les 
souches extraites des nodosités  pour s’assurer de leur statut. 
 
Pour authentifier nos 37 isolats bactériens et évaluer, par la même 
occasion, leurs performances symbiotiques, nous avons inoculé, in 
vitro, et en conditions bactériologiques contrôlées, ces isolats à 
des plantules axéniques de deux variétés de bersim: var. Nungarin et 
var. Tigri. 
Les résultats obtenus (Tab.IV ) montrent que la majorité des isolats 
testés (69 cas sur 74 soit 93,24%) sont capables d’infecter et de 
noduler au moins une des deux variétés de bersim. 
Ces isolats sont de ce fait authentifiés comme des souches  de   
Rhizobium  leguminosarum biovar trifolii puisque le bersim est nodulé 
exclusivement par les souches de l’espèce  Rhizobium leguminosarum 
biovar trifolii. Certaines  légumineuses sont très promiscuités 
(Debelle et al., 2001), elles ont un pouvoir d’association efficient 
avec un large spectre de  Rhizobium comme Vigna, le soja. D ‘autres 
espèces sont hautement spécifiques vis à vis  de leur groupes  de  
Rhizobium, telle que le Lupin, le Trèfle (Burton, 1979. En effet, 
malgré une très grande proximité avec les souches  de  Rhizobium  
leguminosarum du biovar viciae, la littérature ne rapporte pas à  
notre connaissance de transgressions de groupe d’inoculation. C’est à 
dire de souches  de  Rhizobium  leguminosarum biovar trifolii 
capables d’induire la nodulation chez les légumineuses du groupe 
d’inoculation  de  Rhizobium  leguminosarum biovar viciae (Vicia 
spp., Pisum spp., Lens spp. et Lathyrus spp.). 
 



Tableau  III. Potentiel infectif des souches de R leguminosarum bv trifolii sur les deux variétés de Bersim 
testées. Les valeurs portées représentent la moyenne arithmétique de 7 répétition de 3 plantes chacune. 

Souche Espèce Taux de nodulation vis-à-vis de la variété 
Nungarin Tigri 

E1 T.repens 2.67 3,33 
E2 T.subterraneum 2 3 
E 3 T.campestre 1,67 2,67 
E4 T.repens 3,67 4,67 
E5 T.spumosum 7,67 5,67 
E6 T.repens 3 6,67 
E7 T.tomentosum 1 2,33 
E8 T.campestre 0 0 
E9 T.resupinatum 1 2 

E10 T.fragiferum 0,67 1,33 
E11 T.subterraneum 2,33 3,67 
E12 T.alexandrinum 0 4,33 
E13 T.bocconei 0,33 0 
E14 T.stelletum 5 3 
E15 T.cherleri 0 0 
E16 T.scabrum 0 0 
E17 T.alexandrinum 2 3,33 
E18 T.glomeratum 4 9 
E19 T.squarosum 2,33 3,67 
E20 T.fragiferum 0,67 2,33 
E21 T.alexandrinum 1,67 5,67 
E22 T.cherleri 1 1,67 
E23 T.stelletum 1,33 2,67 
E24 T.michelanium 0,33 1 
E25 T.pallidum 1,33 3,33 
E26 T.subterraneum 0 2,33 
E27 T.alexandrinum 3 4,67 
E28 T.stelletum 0,67 2,33 
E29 T.arvensis 0 0 
E30 T.pallidum 0,67 1,67 
E31 T.alexandrinum 3,67 4,33 
E32 T.juliani 0,33 1 
E33 T.lappaceum 0 0 
E34 T.maritimum 0,67 1,33 
E35 T.pratens 1,67 2,33 
E36 T.subterraneum 0 3,67 
E37 T.glomeratum 0,67 0 

Moyenne par  variété 1,54 2,67 
Moyenne 2,10 



 
Concernant les 5 isolats qui se sont révélés incapables de noduler le 
bersim (isolats E7, E15, E16, E29 et E33), il pourrait s’agir : 

- de souches contaminantes (non-Rhizobiennes) dont l’aspect sur 
milieu d’isolement est similaire à celui des souches de  
Rhizobium (non-absorption du rouge Congo et aspect mucoïde). 
Comme c’est souvent le cas par exemple des souches de Pseudomonas 
bien représentées dans la rhizosphère des légumineuses 
(Beauchamp, 1993). 

- de souches ayant perdu leurs capacités symbiotiques. En effet, 
les gènes intervenant dans l’établissement de la symbiose chez 
les légumineuses tempérées sont portés par des plasmides (Zeze et 
al., 2001). Cette localisation prédispose les souches de  
Rhizobium a une perte fréquente de leur pouvoir infectif à la 
suite de délétions ou encore transfert de plasmide entre souches 
(Fenton, 1994. 

 - De souches de  Rhizobium leguminosarum biovar trifolii non 
compétentes envers le bersim. . En effet, même dans le même 
groupe d'inoculation croisée on observe des variations 
interspécifiques. Al’opposé, une souche de  Rhizobium peut n'être 
infective que vis-à-vis de certaines des espèces de plantes de 
son groupe d’inoculation (Sprent, 2001). La littérature rapporte 
même des cas de variations intraspécifiques, c’est à dire de 
souches de  Rhizobium qui ne sont infectives, chez une même 
espèce de légumineuse, que vis-à-vis de certaines variétés (Sun 
et  Sand, 1992).  

2-1-2 Performances symbiotiques des souches de  Rhizobium vis à vis 
du bersim 
 
A- Sur le plan du pouvoir nodulant 
 
Dans leur grande majorité,  les souches retenues se sont montrées 
capables d’induire la nodulation chez les deux variétés de bersim 
.Les taux de nodulation enregistrés varient entre 1 et 9 
nodules/plante, avec une moyenne de 2 nodules/plante toutes souches 
et variétés confondues. 
Toutefois, certaines souches se sont révélées incapables de noduler 
simultanément les deux variétés de bersim. C’est le cas des souches 
E13 et E37 infectives vis à vis de Nungarin mais pas vis à vis de 
Tigri. C’est également le cas des souches E12, E26 et E36 qui sont 
capables de noduler la variété Tigri mais pas la variété Nungarin. Le 



cas de ces souches qui ne sont capables de noduler que les plantules 
de l’une des variétés testées laisse indiquer une différence 
d’affinité de ces dernières vis à vis de ces souches. Dans leur 
travaux sur le soja, Kvien et al., (1981) ont trouvé que pour la même 
souche, le taux de nodulation  peut varier  d’une variété à une 
autre. 
Cette différence de comportement des deux variétés vis à vis du 
souchier est également traduite par le taux de nodulation moyen, 
toutes souches confondues, qui est nettement supérieur dans le cas de 
la variété Tigri avec 2,67 nodules/plante que dans celui de la 
variété Nungarin avec seulement 1,54 nodules/plante. Supériorité qui 
laisse indiquer que la variété Tigri est plus apte à être infectée et 
nodulée par les souches de R leguminosarum bv trifolii  associées aux 
trèfles d’Algérie. 
C‘est cette différence d’affinité de la plante hôte vis à vis du 
souchier qui explique que les souches les plus infectives vis à vis 
d’une variété ne le sont pas forcément pour la deuxième (Weaver et 
al., 1981). C’est ainsi par exemple que la souche la plus infective 
vis à vis de la variété Tigri est la souche E18 alors que dans le cas 
de Nungarin il s’agit de la souche E5.Dans le cas de la variété 
Tigri, les souches E6 E12 et E21 se sont révélées les plus infectives 
alors que pour la variété Nungarin il s’agit des souches E31, E4, E5, 
E6, E14 et E17). 
Parmi les souches, les plus infectives vis à vis du bersim nous 
remarquons une proportion élevée qui provient de plants, de l’espèce 
Trifolium alexandrinum L, prélevés au champ (souches E17, E21, E27 et 
E31).Ce  résultat laisse suggérer qu’une plante donnée sélectionne  à 
partir du sol qui la supporte les souches de  Rhizobium avec 
lesquelles elle a le plus d’affinité(Date, 1970). Une affinité 
conditionnée par des signaux moléculaire impliqués dans la  
reconnaissance  étroite  et la compatibilité entre les deux 
partenaires symbiotiques (Debelle et al., 2001). 
 
C’est cette sélection qui fait que les souches qui proviennent du 
bersim, nodulent,  in vitro, fortement les deux variétés de T. 
alexandrinum testées comme par exemple les souches E31. Cette règle 
n’est cependant pas générale comme le suggère la souche  E18  qui 
provient d’un plant de T. glomeratum et qui s’est révélée présenter 
le plus fort pouvoir infectif vis à vis de la variété Tigri  avec 9 
nodules/.plante ou encore la souche E5 issue de T. spumosum et qui 
nodule le mieux Nungarin avec 7,67 nodules/plan. 



 
Tableau  IV . Activité nitrogénasique, in vitro, des nodosités des couples symbiotiques avec la soucher de 
R.leguminosarum Bv trifolii. Le pouvoir fixateur est exprimé en nanomole de C2H4/h/plante ou  nanomole de 
C2C4/h/nodule. 

Souche Nungarin Tigri 

Nodulation Activiténitrogén&sique Nodulation Activité nitrogén&sique 
Plante.             Nodule Plante.              Nodule 

E1 2,67 241,2.               90,45 3,33 333,67.                    100,1 
E2 2 312,4 156,20 3 235,2 78,4
E3 1,67 100,2 60,12 2,67           239,2 89,7
E4 3,67 111,2 30,33 4,67 472,27 101,2
E5 7,67 587,8 76,76 5,67 370,6 65,4
E6 3 274,4 91,49 6,67 361,33 54,2
E7 1 59,8 59,80 2,33 283,03 121,3
E8 0 -- -- 0 -- --
E9 1 28,5 28,5 2 509,4 254,7
E10 0,67 34,2 51,3 1,33 61,6 46,2
E11 2,33 195,2 83,66 3,67 457,6 124,8
E12 0 -- -- 4,33 191,97 44,3
E13 0,33 24,2 72,6 0 -- --
E14 5 287,8 57,56 3 261,6 87,2
E15 00 -- -- 0 -- --
E16 2 -- -- 0 -- --
E17 4 142,2 71,10 3,33 291 87,3
E18 2,33 521,4 130,35 9 1096,2 121,3
E19 0,67 168,2 72,09+ 3,67 173,43 47,3
E20 1,67 48,7 73,05 2,33 236,6 101,4
E21 1 152,1 91,26 5,67 707,2 124,8
E22 1,33 87,3 87,30 1,67 47,83 28,7
E23 0,33 171,4 128,55 2,67 112,8 42,3
E24 0 15,2 45,60 1 61,8 61,8
E25 1,33 114,1 85,55 3,33 404 121,2
E26 0 -- -- 2,33 157,27 67,4
E27 3 241,3 80,43 4,67 519 111,4
E28 0,67 17,2 25,80 2,33 87 47,8
E29 0 -- -- 0 111 --
E30 0,67 35,1 52,65 1,67 -- 101,4
E31 0 417,8 113,95 4,67 52,33 31,4
E32 3,67 18,5 55,50 1 52,33 86,7
E33 0,67 -- -- 0 51,4 51,4
E34 0 31,4 47,10 1,33 -- --
E35 0,67 124,3 74,58 2,33 51,6 38,7
E36 1,670 -- -- 3,67 192,94 82,7
E37 0,67 32,4 48,60 0 349,8 95,4



Nous remarquons que dans les lots des souches les plus infectives vis 

à vis des deux variétés de Bersim, que les souches issues de T. 

repens sont fortement représentées ( souches E1, E4 et E6) 

Le fait que trois souches isolées de nodosités de T. repens sont 

fortement infectives vis à vis du bersim peut ne pas être fortuit. En 

effet, ceci laisse suggérer que le bersim est proche de T. repens sur 

le plan de son affinité vis a vis des souches de  Rhizobium. Cette 

convergence du bersim et de T. repens vis à vis des souches de  

Rhizobium pourrait résulter des nombreux remaniements subis par le 

bersim dans le cadre de l’amélioration et de la sélection variétale. 

B- Sur le plan du pouvoir fixateur d’azote 

Lorsqu’une souche de  Rhizobium induit la formation de nodosités chez 

une légumineuse, le couple symbiotique résultant n'est pas forcément 

efficient, c'est à dire capable de réduire l'azote moléculaire en 

azote ammoniacal. En effet, le génome des deux symbiotes peut 

stimuler, inhiber ou empêcher l'expression physiologique de la 

symbiose: Rhizobium-légumineuse, l'activité nitrogénasique au sein du 

nodule (Phillips, 1980; Lie, 1982).  

Tous les couples symbiotiques obtenus pour les deux variétés de 
bersim ont montré une activité fixatrice d’azote significative (Tab.  
IV) avec un niveau d’activité nitrogénasique (ARA) qui varie entre  
17,2 et 1096nM de C2H4/h/plante suivant le couple symbiotique 
considéré et une moyenne toutes souches et variétés confondues de 220 
nM C2H4/h/plante.  
le niveau de fixation par plante est de 158,4 pour Nungarin et 292 nM 
de C2H2/h/plante pour Tigri soit près du double. 
Comme pour la nodulation les souches provenant de plants de bersim 
prélevés sur le terrain  montrent dans l’ensemble de plus grandes 
efficience que les autres souches. En effet, le niveau moyen 
d’activité nitrogénasique enregistrée  en leur présence(327nM de 
c2h4/h/plante) est nettement bsupérieure à la moyenne du souchier ou 
encore à celle des autres souches (225 et 206 nM de c2h4/h/plante). 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  13 : Régression linéaire du niveau d‘activité nitrogénasique (ARA) des plantules de Bersim 
sur le taux de nodulation (A) et l‘activité nitrogénasique nodulaire (B). R représente le coefficient de 
corrélation entre les deux paramètres pris en considération. 
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Cette supériorité sur le plan de l’efficience symbiotique,  in vitro, 
des souches extraites de plants de Bersim est à mettre au compte des 
taux de nodulation plus élevés enregistrés chez  le bersim en 
présence de ces souches (Fig.13). 
Cette relation entre le niveau d’infectivité d’une souche et son 
niveau d’efficience symbiotique est bien illustrée dans notre cas par 
la corrélation étroite (R=0,86)qui existe entre le taux de nodulation 
et le niveau d’activité nitrogénasique . 
Cette relation indique que plus une souche est infective plus elle 
est potentiellement efficiente en symbiose avec sa plante hôte. Cette 
règle n’est cependant pas générale, car  il est important de 
distinguer la différence entre le pouvoir d’une souche  de noduler 
une plante et efficience des nodules qui en résultent (Sprent, 2001). 

C’est ce qui explique, dans le cas de la variété Nungarin par 
exemple, que le couple symbiotique impliquant la souche E2 se 
retrouve avec seulement 2 nodules beaucoup plus efficient (312nM de 
C2H4/h/plante) que le couple symbiotique E14 (287 nM de 
C2H4/h/plante) qui pourtant présente un taux de nodulation nettement 
supérieur (5 nodules/plante). 

Le niveau d’activité nitrogénasique exprimé par nodule varie entre 28 
et 254nm de C2H4/h/nodule suivant la souche et  la variété considérée 
(Tab.IV). L’activité nitrogénasique nodulaire la plus faible a été 
enregistrée pour la souche E28 en présence de la variété Nungarin et 
la plus forte pour la souche E9 en présence de la variété Tigri. 
L’activité nitrogénasique nodulaire moyenne, toutes souches 
confondues, est pour sa part de 78nm C2H4/h/nodule pour les deux 
variétés testées. 
Le niveau de fixation par plante est également corrélé (R=0,63) avec 
le niveau d’efficience du nodule (Fig. 13 ). Cette corrélation est 
cependant plus faible que celle obtenue avec le taux de nodulation 
(R=0,88) ce qui laisse indiquer que ce dernier est statistiquement 
plus probant pour la prédiction de l’activité nitrogénasique d’un 
couple symbiotique. Ce qui est somme toute logique puisque le niveau 
de nodulation -l’infectivité- d’une souche est le paramètre qui 
traduit le mieux son degré d’affinité à la plante hôte.  
 
Les variations du niveau d’activité nitrogénasique des nodules de T. 
alexandrinum L en présence des différentes souches de  Rhizobium ne 
peuvent résulter que de facteurs intrinsèques à ces dernières ou 
induits par celles-ci au niveau de l’interaction, comme par exemple : 



Tableau  V . Evaluation du pouvoir infectif vis-à-vis du Bersim, en pot, du pool de Rhizobium leguminosarum 
biovar trifolii de 30 sols testés.  Les taux de nodulation exprimés en nombre de nodules par plante, représentent 
la moyen arithmétique de 5 répétitions de 7 plantes chacune (35 plantes). 

Souche localité Zone 
Taux  de  nodulation 

Tigri Nungari
n 

P1 Ténés 
Tipaza 

2,2 0,2 
P25 Chervhell 3,4 2,2 
P2 Mazagran Mostaganem 4,6 1,2 
P3 Gdyel Oran 

Tlemcen 
 
Bejaia 

3,8 1,6 
P4 Gharaouet 5,4 1,8 
P5 Mnedroma 3,6 1 
P6 Amizour 8,4 1,8 

P14 Bir Ghbalou 4,2 1,8 
P7 Azazga Tizi-Ouzou 

Setif 

 

8,2 2,6 
P8 Ben Zireg 6,2 3,8 
P9 Chelghoum 7,4 3 

P10 Djemila Setif 9,4 3,4 
P11 Dean Annaba 

Bouira 
4,8 3 

P12 Bouira 6,4 2 
P13 Ain Bessem 6,8 2,2 
P15 Bou Saada M’Sila 8,4 3,8 
P18 M’Sila 6,8 2,6 
P16 Biskra Biskra 3,8 1,6 
P17 Chegga 3,8 2 
P19 Djamaa  

Ouargla 
3,8 2,4 

P20 Temacine 5,6 3 
P29 Ouargla 6,6 3 
P21 El Oued El Oued 4,2 2 

P22 Beni Abbes Beni Abbes 6,6 3 
P23 Djelfa Djelfa 6,6 3,4 

P24 Jijel Jijel 4,2 2 

P26 Laghouat Laghouat 3,2 1 

P27 Berrian  
Ghardaia 

11 4,6 
P28 Ghardaia 12,8 5,2 
P30 El Goléa 4,8 2,6 

Moyenne par variété  5,9 2,46 

moyenne 415 
 



 le nombre de nodules présents sur le système racinaire de la 
plante hôte et la biomasse nodulaire qui  est caractère 
fortement corrélé à l’amélioration de la fixation de N2 (Gall et 
al.,  1987) 

 L’activité de la nitrogénase dont l’intensité peut varier d’une 
souche à une autre (Hartwig 1987,Hadker et al., 2001). 

 
 L’efficacité d’utilisation  par les bactéroides du potentiel 
énergétique fourni par la plante. Utilisation qui peut différer 
elle aussi d’une souche à l’autre (Kohl et Reynolds, 1989 Hunt 
et Layzell 1993). 

2-2 Potentiel symbiotique des sols testés 
 
En parallèle aux extractions à partir de légumineuses prélevées sur 
le terrain, nous avons enrichi notre souchier par le bais d’une autre 
méthode de collecte de souches à savoir le piégeage des  Rhizobium ex 
situ. Opération qui consiste à induire des symbioses au laboratoire 
en procédant à des cultures de Bersim en pots renfermant des 
échantillons de sol provenant de 30 localités différentes. 
 
Nous avons réalisé ce piégeage sur les 2  variétés de Bersim afin de 
déterminer si elles tirent profit de la même manière du potentiel 
rhizobien des sols d’Algérie.  

2-2-1 Sur le plan du pouvoir nodulant (infectivité) 
 
Les 30 sols testés se sont révélés capables de noduler le bersim. En  
effet, toutes les combinaisons sol-plante explorées ont donné lieu à 
des couples symbiotiques chez le bersim  (Tab.V). 
 
Ce résultat indique que les sols utilisés renferment en quantité 
suffisante des souches de  Rhizobium leguminosarum biovar trifolii. 
Ils constituent un environnement physico-chimique favorable à 
l’établissement de symbioses à  Rhizobium chez le bersim( May, 1983). 
Pour une même variété le taux de nodulation varie considérablement 
selon le sol considéré. Cette variation est de 2,2  à 12,8 
nodules/plantes dans le cas de la variété Tigri et de 0,2 
à5,2nodules/plante la variété Nungarin.  
 
 



Ces variations au sein de la même variété du taux de nodulation des 
plantules de bersim, peut résulter: 
 
- de différences entre les potentiels Rhizobiens de ces sols, sur le 
plan de leur richesse numérique et/ou celui de leur diversité en R 
leguminosarum bv trifolii (Jebara et al., 2001). 
- La nature des  exsudats racinaires des plantes de chaque variété. 
(Hanter et Mengel, 1988) notamment les flavonoides qui influent  
fortement le taux de nodulation (Bergum et al., 2001). 
- L’influence de l’environnement physico-chimique, à savoir le taux 
d’azote minéral des différents sols, sur des mécanismes menant à 
l’établissement de la symbiose entre le bersim et les souches de R 
leguminosarum bv trifolii qui se traduit par le taux de nodule formé 
par les plantes (Dovel et al., 1993;     Knezek,  1997).  
 
En plus de ces variations qui dépendent du substrat édaphique, nos 
résultats indiquent qu’il existe des variations qui semblent dues à 
la plante elle-même. En effet, les deux variétés de bersim répondent 
de manières différentes au potentiel Rhizobien des sols testés. Le 
taux de nodulation tous sols confondus est de 5,9 nodules/plante 
contre seulement 2,4 pour la variété Nungarin. 
 
Les deux variétés de bersim ayant été testées sur un grand nombre de 
sols présentent des variations dans leur taux de nodulation moyen 
tous sols confondus ne peut être attribuée qu’à la plante elle-même, 
c’est à dire au génotype des variétés de bersim. La variété Tigri 
apparaissant ainsi beaucoup plus susceptible aux R leguminosarum bv 
trifolii des sols testés que la variété Nungarin vraisemblablement en 
raison d’une grande affinité vis à vis du pool des R leguminosarum bv 
trifolii  des sols d’Algérie (Bernel et Graham, 2001). 
Cette différence de susceptibilité d’une légumineuse à l’infection 
par les  Rhizobium dépend en dehors de la présence en quantité 
suffisante de  Rhizobium compétents d’autre facteurs propres au 
macrosymbiote et parmi lesquels nous citerons: 
 

o La quantité et la qualité de l’exsudation racinaire qui concoure a 
amplifier la population Rhizobienne rhizosphèrique (Mathesius et al., 
2000), et son rôle dans l’établissement de la symbiose semble pour sa 
part bien établi 

 
o la qualité et la quantité de la signalisation moléculaire de la plante 

pour attirer spécifiquement des  Rhizobium compétents vers les sites 
d’infection  



Tableau  VI .Activité nitrogénasique, in vitro, des nodosités des couples symbiotiques avec la 
soucher de R.leguminosarum Bv trifolii dans 30 sols testés. Le pouvoir fixateur est exprimé en 
nanomole de C2H4/h/plante ou  nanomole de C2C4/h/nodule. 

 

Souche Activité nitrogénasique Activité nitrogénasique 
 Plante.                              Nodule Plante.                                      Nodule 

P1 63,23 28,74 23,76 118,76 
P2 224,01 28,74 86 71,76 
P3 381,21 48,7 156,71 97,94 
P4 357,5 100,32 186,6 103,67 
P5 184,86 66,2 82,56 82,56 
P6 857,63 51,35 334,22 185,68 
P7 185,48 102,1 112,82 43,39 
P8 647,45 22,62 294,15 77,41 
P9 1003,23 104,43 496,62 165,54 
P10 944,32 135,57 338,04 99,42 
P11 380,96 79,37 163,27 54,42 
P12 565,83 88,34 249,16 124,558 
P13 546,32 78,33 237,47 107,94 
P14 328,98 67,35 134,32 74,62 
P15 565,71 67,35 239,11 62,92 
P16 176,84 46,54 75,79 47,37 
P17 132,63 34,9 50,17 25,09 
P18 170,05 25,01 72,88 28,03 
P19 213,02 65,06 74,63 31,09 
P20 537,55 95,99 213,71 71,24 
P21 110,65 26,34 44,09 22,04 
P22 521 78,94 209,95 69,98 
P23 305,27 46,25 114,16 33,58 
P24 421,22 100,29 164,86 82,43 
P25 260,81 76,71 145,11 65,96 
P26 138,8 43,38 39,49 39,49 
P27 634,73 57,7 305,36 66,39 
P28 1264,53 98,79 608,61 117,04 
P29 601,64 91,16 261,18 87,06 
P30 400,23 83,38 184,86 71,1 
Moyenne 158,46 73,86 292,36 83,90 



 
o L’extension du système racinaire et en particulier sa richesse en poils 

absorbants cible préférentielle de l’infection par le  Rhizobium 

 
2-2-2 Sur le plan du pouvoir fixateur d’azote (efficience) 
 
Les 60 couples symbiotiques issus des combinaisons sol-plante que 
nous avons explorées se sont révélés tous capables de fixer l’azote 
moléculaire. Ces couples sont par conséquence  capables d’assurer  au 
moins partiellement, la couverture de leurs besoin en azote. 
Les niveaux de fixation varient entre 23,76 et 1003,23 nM 
d’acétylène/h/plante avec une moyenne tous sols et les deux variétés 
confondues de  313 nM de C2H4/h/plante. 
Comme pour la nodulation la variété Tigri s’est révélée 
significativement (p=0,05) plus efficiente avec un niveau d’activité 
nitrogénasique moyen, tous sols confondus de 437,37nM de 
C2H4/h/plante contre seulement 190 nM de C2H4/h/plante pour la 
variété Nungarin. Supériorité prévisible au regard des taux de 
nodulation qui rappelons le sont révélés nettement supérieurs chez 
Tigri. 
Le niveau d’efficience exprimé par nodule varie pour sa part entre 23 
et 185nM C2H4/h/nodule pour la variété Nungarin avec une moyenne de 
74,45nMde C2H4/h/nodule. Par contre Tigri présente une efficience de 
26 à135 nM de C2H4/h/nodule et une moyenne de 70 nM de C2H4/h/nodule.  
Statistiquement aucune différence significative n’est présente entre  
les niveaux de fixation moyens 70,52 et 74,45nMde C2H4/h/nodule pour 
Tigri et Nungarin respectivement à p0,05. 
 
ce qui indique que les variations du niveau d’efficience des deux 
variétés résulte de leur différence de susceptibilité à la nodulation  
plutôt qu’au fonctionnement des nodules.  
 
 
Pour la suite de cette étude et à fin de réduire le volume  des 

manipulations. Nous avons convenu  de ne retenir que les souches 

jugées très performantes sur le plan symbiotique avec la variété 

Tigri Pour cela seules les souches qui  confèrent aux plantules de 

Tigri une ARA de 110nMde C2H4/h/plante sont choisies. 

 



 

Les 37 souches se repartissent comme suit : 

o 10 souches issues du premier souchier provenant  de 
l’extraction à partir de  légumineuses prélevées sur 
terrain. 

o 27 souches issues  du deuxième souchier  provenant de 
nodosités de plantes obtenues ex-situ (piégeage. 

De même nous n’avons retenu comme plante cible que la variété  tigri 

en raison de sa nette supériorité  sur le plant des performances 

symbiotiques.  

2-3 Authentification des isolats et évaluation de leurs performances 
symbiotiques vis à vis du Bersim 
 

Les 37souches de R.leguminosarum retenues ont été réinoculées  à des 

plantules de la variété Tigri pour les authentifier et confirmer,in 

vitro,  leur pouvoir symbiotique. 

 

Les résultats obtenus (Tab. VII ), indiquent que la majorité des 

isolats testés est capable d’induire, in vitro, la  formation des 

nodules sur la variété Tigri. De ce fait les isolats concernés sont 

authentifiés comme étant bien des souches de R leguminosarum bv 

trifolii.  Seul un isolat, le  P12N (isolé de plantules de la variété 

Nungarin), s’est révélé incapable de noduler les plantules de la 

variété Tigri. 

Le taux de nodulation des plantules s’échelonne entre 1,33 et 10,8 

nodules/plantes, avec une moyenne, toutes souches confondues, de 4,45 

nodules/plante.  

L’ARA des couples symbiotiques obtenus varie pour sa part entre 104 
et 627 nM de C2H4/h/plante ou encore de 25 et 138 nM de C2H4/h/nodule 
avec des moyennes de 233,27 nM C2H4/h/plante et de 55,07 nM 
C2H4/h/nodule.  La comparaison des performances symbiotiques de ces 
souches en fonction de leur plante cible d’origine (Tigri ou 
Nungarin) ou de la méthode d’isolement (Extraction ou piegeage) 
(Tab.VII ). 
 



Tableau  VII. Performances symbiotiques des plantules de Bersim var Tigri en presence de 37 souches 
de R leguminosarum bv trifolii (E) et (P). Le taux et l’activité nitrogénasique ( nM de C2H4/h/plante 
ou nodule) représente la moyenne arithmétique de 7 répétitions de 3 plantes chacune( 21 plantes).  

Souche Taux  de nodulation 
Activité nitrogènasique 

Par plante Par nodule 

P28T 10,8 627,66 58,12 
P09T 6,10 587,77 96,36 
P10T 7,8 484,36 62,10 
P06T 7,10 466,36 65,77 
P08T 6,5 330,22 50,80 
P27T 9,8 282,90 28,87 
P29T 5,2 196,29 37,75 
P12T 4,33 251,08 57,94 
P15T 7,33 270,52 36,89 
P13 5,33 257,25 48,23 

P20T 4,33 258,70 59,70 
P22T 5,67 293,49 51,79 
P24T 3,33 248,08 74,42 
P30T 5,33 224,66 42,12 
P03T 2,00 196,01 98,01 
P11T 3,00 182,83 60,94 
P04N 4,67 206,61 44,27 
P28N 4,67 259,39 55,58 
P09N 4 277,62 69,41 
P10N 2 187,44 93,72 
P06N 1,33 184,95 138,72 
P27N 3,33 133,64 40,09 
P08N 4,67 126,34 27,07 
P29N 2,33 104,89 44,95 
P12N 0 -- -- 
P15N 3,33 132,06 36,92 
P13N 1,67 128,50 77,10 
E18T 8,33 322,07 39,85 
E21T 6 225,73 37,62 
E27T 5 173,29 34,66 
E09t 2 129,80 64,90 
E04T 5,33 134,09 25,14 
E11T 3,67 105,87 28,87 
E25T 3 151,33 50,44 
E05N 1,67 84,78 50,87 
E18N 2,33 107,15 45,92 
E31N 1,33 62,44 46,83 

Moyenne 4,45 233,27 55,07 



 
L’analyse de ce tableau indique que les souches ex Tigri sont 

significativement plus infectives et efficientes (p=0,05),  in vitro, 

vis à vis de la variété Tigri que souches ex Nungarin qu’elles aient 

été isolées par extraction ou par piegeage. Observation confirmant 

supériorité Tigri sur Nungarin enregistrée sur sols mais milieu 

complexe pas décisive. 

 
Tableau VIII: Comparaison des performances symbiotiques,,  in vitro,, des souches de  
Rhizobium leguminosarum bv trifolii, classées selon leur variété d’origine, vis à vis de Trifolium 
alexandrinum L variété  Tigri. 
 

Nungarin Tigri

Nombre de 
nodule 

Activité nitrogénasique/h Nombre de 
nodule 

Activité nitrogénasique/h 
Par plante Par nodule Par plante Par nodule 

2,87* 158,88
* 

53,25* 5,53* 278,7
3* 

50.40* 

* Moyennes significativement différentes (p=0,05). 

 
 

Par ailleurs, ces résultats laissent indiquer que d’une manière 

générale les souches issues du piegeage (souche à préfixe P) montrent 

des performances symbiotiques vis à vis du bersim supérieures à 

celles des souches issues des extractions (Tab. VIII ).  La technique 

du piegeage se révéle ainsi nettement plus intéressante que la 

méthode classique des extractions pour la constitution rapide d’un 

souchier performant destiné à une plante précise comme c’est souvent 

le cas lorsqu’on veut produire des inoculums pour l’agriculture. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
Conclusion 
 
La symbiose avec les  Rhizobium est un phénomène répandu dans les 
sols d’Algérie chez les légumineuses susceptibles à  Rhizobium 
leguminosarum biovar trifolii. Toutes les légumineuses des 
différentes espèces du genre Trifolium que nous avons rencontré lors 
de nos campagnes de prélèvement se sont révélées nodulées et 
efficientes. 
De même,  les 30 échantillons de sol étudiés au laboratoire  pour 
l’évaluation du potentiel symbiotique  des sols d’Algérie, se sont 
tous révélés capables d’induire la nodulation sur des plantules du 
Bersim, le seul trèfle cultivé en Algérie. 
 
Les souches extraites à partir des nodosités de différentes espèces 
du genre Trifolium se sont montrées dans leur grande majorité (86%) 
capables d’infecter,  in vitro, au moins une des deux variétés de 
bersim testées et de former avec celle-ci des symbioses fixatrices 
d’azote. 
 
Le Bersim bien qu’il représente une espèce  d’introduction récente en 
Algérie ne semble pas présenter une exigence particulière vis à vis 
des souches de  
R leguminosarum bv trifolii puisqu’elle est susceptible à la majorité 
des souches extraites des espèces de légumineuses du genre Trifolium. 
 
Nos résultats indiquent que d’une manière générale, les souches 
extraites des plants de Bersim nodulent, in-vitro, plus fortement les 
plantules de cette espèce que celles provenant des autres espèces de 
trèfle. Ce dernier résultat laisse indiquer que le Bersim sélectionne 
à partir du sol qui le supporte parmi la diversité les souches  
existantes dans le sol, les  Rhizobium avec lesquelles il présente le 
plus d’affinité (Paffeti et al., 1996). Les souches sélectionnées par 
les autres espèces de trèfle, bien qu’elles soient généralement 
compatibles pour le bersim ne sont pas très performantes, tant sur le 
plan du pouvoir infectif que de celui du potentiel nitrogénasique. 
Résultat qui s’explique par le fait que chacune de ces plantes a 
sélectionné la souche qui lui convient le mieux mais pas forcément au 
bersim. 



 Cette règle n’est cependant pas absolue puisque la souche qui nodule 
le plus fortement le bersim, la souche E18 provient des nodosités 
d’un plant de trifolium glomeratum. 
 
C’est ce qui expliquerait que le souchier constitué via l’extraction 
à partir de nodosités de plants de divers trèfles prélevés dans la 
nature s’est révélée dans l’ensemble moins performant avec  le Bersim 
que le souchier obtenu directement sur ce dernier par le biais de la 
technique de piegeage.  
 
La stratégie qui consiste a constituer un souchier pour une plante 
donnée en procédant à l’extraction des  Rhizobium sur des plants 
d’espèces du même groupe d’inoculation n’est pas forcément la 
meilleure. En effet, comme il peut exister des problèmes d’affinité 
au niveau genre, espèce et même variété ou population, ce souchier 
peut se révéler faiblement compétent vis à vis d’une plante cible 
particulière même si celle-ci fait partie du même groupe 
d’inoculation. 
 



3 - Caractéristiques des souches retenues 

Pour cette caractérisation, nous avons procédé soit de manière 

classique (tests en tubes à essais) pour les tests quantitatifs ou en 

microgaleries adaptées au laboratoire de biologie du sol.  

 

3-1 Caractéristiques culturales 

En milieu solide 

Sur milieu YEMA, les souches étudiées forment des colonies visibles 

après seulement 48 à 72 heures d'incubation à 25°C, ce qui indique 

que leur  croissance est relativement rapide.  

Les colonies formées sont circulaires à bord régulier et à élévation 

convexe. Elles sont toutes de texture homogène et de couleur blanche 

ou crème. Aucune d’entre-elles n’a montré de pigmentation ou de 

fluorescence naturelle. 

 

Les colonies formées par nos souches présentent un aspect translucide 

et brillant. Ces derniers caractères étant en relation avec 

l'excrétion à l'extérieur des cellules de polysaccharides 

extracellulaires (exopolysaccharides ou EPS) responsable de l’aspect 

mucoïde des colonies des souches de  Rhizobium. 

Ces polymères saccharidiques, faiblement fixés à la surface 
cellulaire et organisés en gangue muqueuse (slime) entourant. 

solide montrent deux zones distinctes: 

 

 une zone centrale, généralement de petite taille (1 à 3mm de 
diamètre)  renfermant l’essentiel des cellules bactériennes. 
C'est une zone réfringente d'aspect mat qui peut adsorber 
faiblement le rouge congo. 

 une zone périphérique, translucide et brillante, dans laquelle 
s'accumulent les EPS excrétés par les cellules de la zone 
centrale. Du fait de la viscosité généralement élevé de ce 
matériel, il est difficile aux cellules cantonnées au centre, de 
s'étendre vers cette zone. Elle présente généralement une 
surface beaucoup plus étendue que la zone centrale. 

 



 

La taille des colonies formées par nos souches sur milieu YEMA est 

très variable. Elle s'échelonne entre 19mm pour la souche formant les 

plus grands clones (souche P28N) et 5mm pour les souches formant les 

plus petits clones: P11T, P03T et P09T). La taille moyenne des 

colonies est  pour l'ensemble du souchier de l'ordre de 9,25mm.  

 

La taille des colonies semble dépendre plus de la quantité de 

polysaccharides produite par les cellules (R=0,93) que de la 

magnitude numérique (R=0,31)(Fig.14 ). Ces résultats indiquent que 

les souches qui produisent le plus d'exopolysaccharides sont celles 

qui forment les plus grandes colonies, même lorsque leur taux de 

croissance est plus élevé comme c'est le cas pour les souches P28N et 

P09N . 

 
Les exopolysaccharides (EPS) excrétés en quantités remarquables par 

certaines souches présentent une consistance variable au contact de 

la pointe d’une pipette Pasteur: mucilagineuse, visqueuse ou gluante. 

 

Sur milieu YEMA additionné de rouge Congo, le centre des colonies des 

souches testées prennent une coloration rose ou orange due à une 

légère adsorption de ce colorant aux cellules. Une forte absorption 

de rouge Congo par les cellules bactériennes, se traduisant par la 

formation de colonies rouges, est considérée comme incompatible avec 

la nature des  Rhizobium (Vincent, 1981; Jordan, 1984). C'est pour 

cette raison que le rouge Congo est utilisé systématiquement dans les 

milieux de culture destinés aux  Rhizobium pour détecter d'éventuels 

contaminant comme les Pseudomonas (Somasegaran et Hobben, 

1994).L’absorption du rouge Congo, est un  caractère très utilisés 

comme  marqueur de la production de la cellulose chez les souches  de 

R. leguminosarum bv trifolii (Ausmess et Jonson 1999). 
 

 



Cette non-adsorption du rouge Congo n’est cependant pas assez 

spécifique pour envisager son utilisation exclusive pour la sélection 

directe des  Rhizobium à partir d’échantillons de sol.  

Certaines souches ont montré, après 3 à 5jours d'incubation, une 

tendance à décolorer le milieu YMA au rouge Congo. En effet, 

initialement de couleur rouge, le milieu  YMA-CR se décolore en 

présence de certaines souches et prend, par endroits, une légère 

teinte bleue-violacée. Ce virage du rouge Congo qui est un indicateur 

de pH (zone de virage pH 3,0-5,2) indique que ces souches sont 

fortement acidifiantes  (Young et  al., 2001). 

 

3-2 Caractéristiques cellulaires 
 

Les souches examinées se présentent sous la forme de bâtonnets Gram 

négatif relativement courts et arrondis à leurs extrémités. Les 

cellules bactériennes sont isolées ou parfois associées en paires et 

leurs dimensions varient entre 0,5µm à 0,8µm de large pour 1,4µm et 

2,6µm de long.  

Ces souches sont toutes mobiles et encapsulées et aucune d'entre 

elles n'a montré la présence de spore. 

De gros globules très réfringents, colorés au noir Soudan B,  

apparaissent chez la plupart des souches après 5 jours d'incubation 

sur milieu YEMA. Ces globules colorés par une substance lipophile, 

sont des poly-Beta-hydroxybutyrates (PHB) (Vincent,  1981;     

Jordan, 1984).   Ces PHB constituent une réserve de substrats 

énergétiques utilisable par les cellules en cas d'absence de 

substrats carbonés exogènes (Patel et Gerson, 1974). Ces PHB 

constitueraient jusqu’à 50% du poids sec des  bactéroides et des  

Rhizobiums (Patel et Wong, 1978). 

 



 

 

Ils semblent par ailleurs jouer un rôle important dans la fixation 

d'azote par les bactéroïdes (forme nodulaire des Rhizobium) car ce 

serait leur dégradation, par la Béta-hydroxybutyrate déshydrogénase, 

qui fournirait directement les substrats réducteurs nécessaires à la 

diazotrophie en cas de carence en substrats carbonés approvisionnants  

les nodules (Elmerish,  1985).  

En cultures âgées, quelques cellules de la plupart des souches 

présentent une apparence irrégulière rappelant le pléiomorphisme des 

bactéroïdes (formes en massue, raquette, T, X et Y). Ces formes 

constitueraient une rémanence de celles que prennent les Rhizobium à 

l'intérieur des nodules (Vincent, 1981) ou simplement des distorsions 

cellulaires liées à la présence d'extrait de levure dans le milieu de 

culture comme rapporté par certains auteurs (Skinner et al,  1977). 

 

 

3-3 Caractéristiques culturales en milieu liquide 

Les observations décrites ci-dessus en milieu solide ont été 

confirmées pour l'essentiel en milieu liquide. 

Les résultats que nous avons obtenus en milieu liquide (milieu YEMB) 

confirment que la croissance de nos souches est dans l'ensemble 

rapide.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  14  : Relations entre la magnitude numérique (A) et la production de polysaccharides 
extracellulaires (B) avec la taille des colonies chez les souches de Rhizobium  leguminosarum bv trifolii 
retenues. 
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Tableau  IX . Caractéristiques des coloniales des souches de Rhizobium leguminosarum 
biovar trifolii sur milieu YMA et YMA-CR 

 

 

Souche 

Taille 

 En 

 mm 

Forme(F), 
Elévation (E) et 

Contour (C) 

Couleur 
Sur YMA-

CR 

 
Aspect

 
transparence

Pigmentation et 
Fluorescence 

naturelle sur milieu 
YMA 

F E C  PIGM FLUO 

P28T 6 c cx r Orange B ++ - - 
P09T 5 c cx r Rose BT + - - 
P10T 9 c cx r Rose B ++ - - 
P06T 17 c cx r Rose BT + - - 
P08T 13 c cx r Rose BT + - - 
P27T 6 c cx r Orange BT + - - 
P29T 8 c cx r Rose B +++ - - 
P12T 7 c cx r Rose BT + - - 
P15T 6 c cx r Orange BT + - - 
P13T 7 c cx r Orange BT + - - 
P20T 15 c cx r Orange BT + - - 
P22T 10 c cx r Rose BT + - - 
P24T 8 c cx r Orange BT + - - 
P30T 6 c cx r Rose BT + - - 
P03T 5 c cx r Orange BT + - - 
P11T 5 c cx r Rose BT +- - - 
P04N 8 c cx r Rose BT + - - 
P28N 19 c cx r Rose BT + - - 
P09N 18 c cx r Rouge BT + - - 
P10N 9 c cx r Rose BT + - - 
P06N 8 c cx r Rose BT + - - 
P27N 12 c cx r Rose BT + - - 
P08N 8 c cx r Orange BT + - - 
P29N 7 c cx r Rose BT + - - 

 
c:circulaire, cx:colonies convexes, r :contour régulier, BT :Blanchâtre et translucide 
 

 

 

 

 



En effet, leur temps de génération en milieu YEMB à pH7 et à 25°C, 

varie entre 1,1h pour les souches P06N, P08T, P28T qui se révélent 

celles présentant la croissance la plus rapide et 2,3h pour la souche 

P10T qui présente la croissance la plus lente. 

En dehors de ces extrêmes, la plupart des souches montrent  un temps 

de génération situé entre 1 et 2h avec une moyenne de 1,67h pour 

l’ensemble du souchier et ce en accord avec les données de la 

littérature qui situent le temps de génération des souches de R 

leguminosarum bv trifolii entre 2 à 3h (Elkan,  1992; Walker, 1994). 

 

La magnitude numérique atteinte par nos souches après 3jours 
d'incubation varie entre 0,53*106 et 2,69*108 avec une moyenne  
toutes souches confondues de 108 cellules totales/ml.  Elle 
correspond à une biomasse protéique cellulaire moyenne de 102,2 µg de 
protéines/ml.  Les deux paramètres retenus pour l’évaluation de la 
croissance, biomasse protéique et magnitude numérique cellulaires, se 
sont révélés fortement corrélés (R=0,80) indiquant ainsi qu’ils 
rendent compte de manière similaire du niveau de croissance des 
souches. 
Par contre la lecture directe de la densité optique des cultures 

semble beaucoup moins satisfaisante pour l’évaluation de la 

croissance, son niveau de corrélation avec la magnitude numérique des 

cultures étant nettement plus faible (R=0,35) (Fig. 14  ).  

La faible corrélation de la densité optique des cultures avec leur 

biomasse protéique (R=0,35) est à mettre au compte des EPS excrétés 

dans le milieu. En effet la structure macromoléculaire de ces EPS 

ainsi que les quantités produites étant de nature à augmenter 

substantiellement la turbidité du milieu (Noureddine,  1998). 

En milieu YMB, la croissance des souches étudiées s'est traduite dans 

pratiquement tous les cas par une acidification significative du 

milieu. Après 7 jours d'incubation, le pH final du milieu varie entre 

pH 3,4 et pH 5,4. Le pH final du milieu YMB est en moyenne de 4,4 

pour le souchier ce qui indique que le niveau d'acidification moyen 

est de –2,0 unité de pH. 

 



 

Tableau  X . Caractéristiques des cultures de Rhizobium leguminosarum bv trifolii en milieu 
YMb 

Souche Magnitude 

numérique/ml 

Biomasse 

protéique/ug/

ml 

TG en 
heures 

Taux de 
croissance

PH final 
du mileu 

Densité 
optique à 

620nm 

P28T 8,35E7 73,56 1,12 0,89 3,63 0,31 
P09T 8,14E7 93,1 2,24 0,45 4,25 0,37 
P10T 7,32E7 94,25 2,34 0,43 4,60 0,36 
P06T 1,25E8 127,59 1,40 0,73 4,78 0,79 
P08T 1,14E8 139,08 1,12 1 3,72 0,70 
P27T 6,78E8 78,16 2,15 0,89 4,69 0,35 
P29T 5,33E7 77,01 1,96 0,47 5,13 0,32 
P12T 8,26E7 93,10 1,78 0,51 4,78 0,34 
P15T 6,04E7 64,37 1,40 0,56 3,69 0,24 
P13T 7,75E7 82,76 1,78 0,71 4,69 0,32 
P20T 1,45E7 134,48 1,50 0,56 4,60 0,80 
P22T 1,41E8 94,25 1,78 0,67 5,13 0,57 
P24T 7,98E8 73,56 2,15 0,56 5,49 0,37 
P30T 6,96E7 78,16 1,78 0,57 3,81 0,34 
P03T 9,39,E7 74,71 2,15 0,46 4,69 0,26 
P11T 5,49E7 104,60 1,78 0,56 4,25 0,27 
P04N 9,56E7 120,69 1,68 0,59 4,16 0,32 
P28N 1,08E7 71,26 1,40 0,71 3,63 1,18 
P09N 5,49E8 105,75 1,78 0,56 5,04 0,95 
P10N 9,56E7 158,62 1,59 0,63 4,60 0,42 
P06N 1,53E7 159 1,12 0,89 3,45 0,56 
P27N 2,96E8 144,83 1,31 0,76 4,07 0,60 
P08N 9,88E7 112,64 1,50 0,67 4,87 0,47 
P29N 1,34EE8 118,39 1,40 0,71 4,25 0,44 
Moyenne 1,00E8 102,25 1,67 0,62 4,42 0,48 

 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15  : Relations entre la magnitude numérique (A) et la densité optique à 620nm (B) des 
cultures des souches de Rhizobium leguminosarum bv trifolii retenues avec la biomasse protéique 
cellulaire. 
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En effet, la croissance de la majeure partie des souches et espèces 

de  Rhizobium s'accompagne par une acidification plus ou moins 

intense du milieu. Cette acidification est due à l'accumulation dans 

le milieu de protons et de déchets métaboliques divers (Graham, 1992; 

Walker, 1994, Pirt, 1975). 

3-4 Production de polysaccharides 

La prolifération des souches de R leguminosarum bv trifolii 

s'accompagne par une production de polysaccharides extracellulaires 

révélés par l'augmentation de la teneur de leurs surnageant de 

culture en sucres totaux  (Tab .XI ). 

Le niveau de production varie entre 26 et 311µg d’équivalent 

glucose/ml respectivement pour la souche P11T et la souche P28N. Le 

niveau de production moyen du souchier est quant à lui de 86µg 

d’équivalent glucose/ml. 

Les variations dans la synthèse en EPS des cultures sont mieux 

traduites par l’estimation de leur productivité par unité protéique. 

Le niveau de productivité des cellules de nos souches varie entre 

0,27 et 3,81µg d’EPS/µg de protéines indiquant que le potentiel de 

synthèse des cultures est à biomasse égale, variable d’une souche à 

l’autre (Noureddine 1998). 

Les cellules de la souche P09N se sont révélées les plus productives 

alors que celles de la souche P04N sont les moins productives. La 

productivité moyenne des cellules du souchier est de l’ordre de 

0,85µg d’EPS/µg de protéines. 

 Les polysaccharides produits par nos souches se sont révélés chargés 

négativement puisqu’ils sont capables de précipiter le bleu alcian 

(BA), un colorant cationique. Le niveau de charge des EPS produits 

par nos souches varie par ailleurs entre 8,83µg de BA/mg d’EPS pour 

la souche P20T et 37,55ug de BA/mg d’EPS pour la souche P12T. 



 

 

Tableau XI. Niveau de production et  caractéristiques principales des polysaccharides 
extracellulaires produits par souches de Rhizobium leguminosarum bv triofolii en milieu 
YEMB  

Souche 
Niveau de 

production en 

ug/ml  

HPM BPM Richesse relative 
en HPM  

Productivité 
ug EG/ug 
protéines 

Charge 
anionique 

P28T 49,73 35,63 12,56 73,93 0,68 14,36 
P09T 55,64 49,40 13,83 78,13 0,60 15,46 
P10T 50,73 42,78 11,81 78,37 0,54 30,59 
P06T 170,45 136,94 46,12 74,81 1,34 23,19 
P08T 130,09 130,75 

 
31,67 80,50 0,94 23,96 

P27T 60,36 51,70 22,60 69,58 0,77 11,04 
P29T 51,09 40,00 16,74 70,50 0,66 9,94 
P12T 44,09 32,49 8,83 78,62 0,47 8,83 
P15T 32,36 33,06 10,80 75,38 0,50 7,73 
P13T 44,27 47,19 9,90 82,66 0,53 12,15 
P20T 164,91 131,81 30,19 81,36 1,19 37,55 
P22T 92,09 64,44 18,95 77,27 0,68 23,19 
P24T 53,36 43,14 9,28 82,30 0,57 16,56 
P30T 59,45 34,24 16,78 67,12 0,81 18,77 
P03T 28,36 29,36 11,89 71,17 0,36 19,88 
P11T 26,09 21,02 9,51 68,85 0,35 23,19 
P04N 28,36 30,40 11,75 72,13 0,27 24,29 
P28N 311,36 267,32 57,86 82,21 2,58 25,40 
P09N 271,36 240,69 95,71 80,12 3081 12,15 
P10N 61,64 67,41 16,02 80,80 0, 58 9,94 
P06N 67,45 67,60 17,86 79,10 0, 43 8,83 
P27N 92,36 75,07 22,91 76,62 0,64 18,77 
P08N 72,82 67,37 18,83 78,15 0,65 17,67 
P29N 56,64 52,40 14,95 77,80 0,48 15,46 

Moyenne 86,46 74,67 20,89 76,56 0,85 17,87 
 

 
 

 

 

 



Le fractionnement des EPS produits par nos souches en éléments 

polysaccharidiques à haut poids moléculaire (EPS-HPM) et en éléments 

à bas poids moléculaire (EPS-BPM) (Tab.XI) indique que pour toutes 

les souches examinées, la fraction polysaccharide à HPM est nettement 

prédominante puisqu'elle représente entre 67% et 82% des EPS totaux 

avec une moyenne toutes souches confondues de 76,5%.    

 

La prédominance des EPS-HPM dans les polysaccharides extracellulaires 

synthétisés par R leguminosarum bv trifolii est bien établie 

(Sholten-Koerselman, 1979; Breedveld et al., 1990;    Zevenhuizen, 

1990). Les éléments polysaccharidiques à haut poids moléculaire (EPS-

HPM) seraient représentés chez  R leguminosarum bv trifolii par un 

plymère dont la composition et la structure sont présentées plus loin  

3-5 Caractéristiques physiologiques 

En milieu YMA reparti en gélose profonde, toutes les souches 
prolifèrent abondamment en surface (0 a 2cm) et d'une façon 
satisfaisante en profondeur (2 a 5cm), ce qui indique que les souches 
testées sont aérobies strictes mais peuvent se contenter, si 
nécessaire, d'une faible pression partielle en oxygène. Ces 
résultats, sont en accord avec le caractère d’aérobies stricts et 
micro aérophile qu’attribue la littérature aux  Rhizobium (Jordan,  
1984).  
Toutes les souches examinées ont montrées une activité catalasique et 

oxydasique positive (VINCENT, 1981).  La production d'H2S, le 

formation du 3 cétolactose à partir du lactose et la précipitation du 

calcium glycérophosphate n’à pu être mise en évidence chez aucune des 

souches examinées. 

3-6 Profil de réponse aux conditions physiologiques extrême 

La température est un facteur déterminant pour la survie et la 
persistance des Rhizobium dans les sols (Lowendorf, 1980; Pueppke, 
1986). Ce facteur joue également un rôle clé pour le niveau de 
compétitivité des souches notamment en modulant leur mobilité, donc 
leur réponse chimiotactique. 



Nos souches se sont montrées dans l’ensemble sensible aux 
températures extrêmes d’incubation. En effet, aucune d'entre elle 
n'est capable de  croître à 37°C et seulement 3 des 24 souches 
examinées (12%) prolifèrent à 5°C (Tab.XII  ). 
 
 

Comme toutes les bactéries du sol, les  Rhizobium sont des organismes 

mésophiles dont la croissance est rapidement inhibée par l’élévation 

ou la diminution de la température d’incubation (Vincent, 1981; 

Jordan 1984).  

 
 

Parallèlement à l’effet de la température sur la croissance, nous 

avons déterminé en parallèle à 10°C et à 30°C, son effet sur les 

capacités motrices des souches testées. Nos résultats indiquent  que 

81% des souches arrivent à maintenir leur mobilité à 10°C. Cette 

proportion chute à seulement 15% à 30°C. La mobilité des souches 

issues de la variété Tigri s’est montrée dans l’ensemble moins 

affectée à 30°C que celle des souches provenant des nodosités des 

plantules la variété Nungarin . 

 

 

Nos soucehs se sont révélées dans 56% des cas  capables de proliférer 

à pH 5 cette proportion est légérement supérieure à pH 9 puisque 

62,5M%  proliférent dans ces conditions. Les osuches de la variété 

tigri ont montré une tolérence nettement supérieure vis-à-vis de 

l’acidification (10/16) et de l’alcalinisation (12/16) du milieu que 

les souches de variété nungarin (4/8). 

 

 

Neuf (09) soucehs (P06T, P08T, P29T, P13T, P20T, P22T, P24T, P30T et 

P29T) parmi les 24 testées se sont révélées tolérantes aussi bien à 

l’acidité (pH5) qu’alcalinité (pH9). Nous remarquons  que parmi ces 

derniéres huit (08) proviennent de la variété tigri et une seule 

(P29N) de la variété nungarin. 



 

 
Tableau XII : effet des conditions physiologiques extrêmes sur la croissance  des souches de 
Rhizobium leguminosarum bv trifolii retenues pour l’étude microbiologique. Les 6 dernières souches 
représentent  les souches de références incluses dans l’étude microbiologiques réalisée en micro-
galeries. Les nombres figurant dans le tableau de synthèse représentent la proportion (%) de souches 
capables de proliférer dans les conditions correspondantes. 
.  
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Croissance aux températures extrêmes 
Croissanse à 5°C - - - - + - - - - - - - - - - - - + - + - - - - + - - - - - -
Croissance à 37°C - - - - + - - - - - - + - - - - - - - - - - - + - - - - - + +

Mobilité  aux températures extrêmes
Mobilité à 10°C + + + + + + + + - + + + + + - + + + - + + + - + + + - - + - -
Mobilitté à 30°C - - - - + - + - - - - + - - - - - - - + - - - - - - - - - + +

Croissance aux pH extrêmes 
Croissance pH5 + - - + + - + + - + + + + + - - - - - + - + + + + + + + + + -
Croissance pH9 - - - + + + + - + + + + + + + + + + - - + - - + - + - + + + -

Croissance en présence de sels (Nacl et Kcl)
KCl 1M - - - + + - - + - + + - - - - - + - - - - - + - + - - - - + +
KCl 2M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
KCl 0,5M - + - + + - + + + + + + + - - - + - + - + - + + + - - + - + +
                                
NACl 1M + - - + + - + + - + + - + + - - + - - - - - + - + + + - - + +
NaCl 2M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + -
NaCl 0,5 + + - + + - + + + + + + + + - - + + + + + + + + + + - - - + +



 

Caractères 
Variété d’origine des souches 

Moyenne 
Tigri Nungarin 

Croissance aux températures 

extrêmes 

5°C 6,2 25 15,6 
37°C 12,5 12,5 12,5 

Mobilité aux températures 

extrêmes 

10°C 87,5 75 81,25 
30°C 18,7 12,5 15,6 

Croissance aux pH extrêmes 
pH5 62,5 50 62 
pH9 75 50 62,5 

Croissance en présence de 

NaCl 

0,5M 75 100 87,5 
1M 65,2 25 40,6 
2M 0 0 0 

Croissance en présence de 

KCl 

0,5M 62,5 62,5 62,5 
1M 31,2 25 28,1 
2M 0 2 0 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 



Les souches de la variété Tigri ont montré une tolérance plus élevée 

(75%). En effet, (18/24) 62% d’entres elles prolifèrent en présence 

de 500mM de NaCl ou de KCl, des concentrations qui déterminent des 

niveaux de salinité relativement élevés (Tab.XII). Résultat qui 

laisse indiquer que le Kcl a un effet plus drastique que le Nacl 

(Czonka 1991, Yancey, 1994). 

 

Cette bonne tenue de nos souches vis à vis de la salinité est 

confirmée par leur comportement en présence de 1M de NaCl et de KCl, 

conditions dans lesquelles environ 1/3 (28%) de nos souches est 

encore capable de proliférer.  

 
 

Par rapport aux données de la littérature qui considèrent que la 

limite de tolérance les souches de R leguminosarum bv trifolii  à la 

salinité n’excéderait pas 0,4M de NaCl, nos souches  se caractérisent 

donc par un niveau de tolérance relativement élevé. 

 

 

Niveau de tolérance qui semble indiquer que les sols d’Algérie, pour 

la plupart affectée par un excès de sels solubles ne serait ce que 

pendant la saison estivale, lorsque la dessiccation du substrat 

édaphique concentre les sels dans la phase liquide du sol, hébergent 

des souches de R leguminosarum bv trifolii adaptées a cette 

contrainte.   

 

 
 
 
 
 
 
 

 



3-7 Profil d’utilisation des substrats carbonés 

Nos souches peuvent utiliser une large gamme de substrats carbonés 

incluant les polyols, les disaccharides, les monosaccharides, les 

acides aminés et les acides organiques (Tab.  XIII ). 

Le glucose (100%), le maltose (100%) et dans une moindre mesure le 

saccharose (87%) et ble lactose (80%) sont les souyrces de carbone 

les plus largement utilisées et peuvent donc remplacer avantagesement 

le mannitol plus onéreux pour la production en masse des Rhizobium. 

 

 

Lorsqu’on considère les souches en fonction de leur plante hôte 

d’origine, nous remarquons que les souches issues de la variété Tigri 

se distinguent de celles des autres souches par un spectre 

d’utilisation plus large des substrats carbonés. Supériorité 

particulièrement marquée dans le cas des disaccharides et des acides 

aminés. 

 

Par ailleurs, Les souches issues de la variété Tigri se sont  

révélées capables d’utiliser le tréhalose alors qu’une seule des 

souches de la variété  nungarin (P06N) présente cette capacité. 

 

Les souches issues de la variété Tigri apparaissent comme plus 

compétentes sur le plan saprophytique que celles issues des autres 

variétés. Cette meilleure compétence saprophytique permettrait aux 

souches issues de la variété Tigri de mieux se maintenir et 

proliférer dans le sol et dans la rhizosphère, les rendant ainsi plus 

compétitives pour la colonisation du système racinaire de la plante 

hôte (Van de Sande et Bisseling, 1997; Knee et al., 2001).   

 

 
 
 
 



Tableau XIII    : utilisation des substrats carbonés par les souches de Rhizobium leguminosarum bv 
trifolii retenues pour l’étude microbiologique. Les résultats détaillés relatifs aux acides aminés et aux 
acides organiques figurent en annexe..  
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Polyols 
Adonitol - + - - + - - - + - - + - + - + - - - + + + + + + - - - + + +
Arabinol + - + - + + + - + + + - + + + - + + + + - + - + + + + + + - -
Erythrol - + + + - + - + + - + + - + + + - + + + - + - - - - + - + + +
Inosito + + + + + + + + + + - + + + + + - + + + + + - + - + + + + + +
Arabitol + - + - + + + - + - + + + + - + - - + - + + + - + - - - - + +
Dulcitol + - + + + + + + + + + + + + + + + + - + - + - + + + + - + + +
Erythritol + - - + - - + - + - - + - - + - - - - + - - - - - - - + + - -
Glycéro + + + + + + + + - + + + - + + + + + + + + + + + + + - + + - +
Ribitol + - + + + + + + + - + + + + + + - + - + - + + - + - - - - - +
Sorbitol + + + - + + + + + + + + + + + + - + - + - + + + + + + + + - -

Monosaccharides 
Arabinose + - + - + + + - + + + - + + + - + + + + - + - + + + + + + - -
Fructose - + + + + + + + + + + + + + - + - - - + - + + + + - - + + + -
Fucose - + - + + + + + + + + + - + - - - - - + - - - + - - + - + - -
Glucose + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - +
Melizitose + + + - + + - + - + + - + - + + + + + + - + - + + + + + + + +
Rhamnose + - + + + + - - + + + - + - - + - - + + - + - - + - - + + - -
Tréhalose + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - + - - - + - - + + - -
Xylose + + - + + - + + + + + + + - + - + - - + - + + - + + + + + + +

Disaccharides 
Lactose + + + - + + - + + + + + + + + - + + - + + + + - + + + + + - -
Maltose + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Melibiose + + - + - + - + + - + + + + - + + + + - - + - - + + + - + - +
Cellobiose + + + + + - + + - + - + + + + + - - + + - - - - - - - + + - -
Saccharose + + - + + + + + + + + + + + + - + + + + - + + + + - - + + - +
Sorbose + - + + - + - + - + - - - - + - - + - - - - - - - - - - - - -

 

Substrats 
carbonés 

Variété d’origine des souches  
Moyenne 

Tigri Nungarin  

Polyols 69,4 65  67,4 

Monosaccharides 72,9 58,3 65,6 

Disaccharides 71,8 51,2 61,5 

Acides aminés 54,9 50 52,4 

Acides organiques 54,7 58,3 56,5 
   

Moyenne tous 
substrats confondus 64,6 56,5  60,60 

 



3-7 Profil de résistance aux agents antibactériens 

Nos souches sont relativement sensibles au panel d’agents 
antibactériens que nous avons testés (Antibiotiques, colorants et 
métaux lourds) (Tab XIV).  En effet, la proportion des souches qui se 
sont montrées capables de croître en présence de ces composés s’est 
révélée inférieure à 45%.Des trois catégories d’antibactérien 
utilisés, les métaux lourds  semblent être les composés pour lesquels 
notre souchier a montré la plus grande sensibilité puisque seulement 
25% des souches examinées prolifèrent en présence de ces composés. 

 
Nos résultats qui décrivent une sensibilité des souches du biovar 
trifolii sont en accord avec la littérature qui rapporte que sur un 
groupe de R leguminosarum, les souches du  bv trifolii sont 
résistantes à des concentrations  qui peuvent dépasser 2,5mM   en 
Cobalt, Nickel et Zinc (Smith et al., 1998). Ceci constitue un 
critère intéressant  lors la sélection de des souches de  Rhizobium 
pour l’inoculation des sols affectés par les métaux lourds (Steritt 
et Lester, 1980; Sato et al.,1986; Biro et al., 1995 ; Zahran, 1999). 

 

La sensibilité de nos souches vis à vis des agents antibactériens 
s’est montrée plus faible avec les colorants et les antibiotiques, 
puisque respectivement  59%  et 43% d’entre elles  ont exprimé leur 
potentiel prolifératif en présence de ces agents antibactériens.  

Dans le cas des métaux lourds, le Cobalt s'est  montré le plus 

toxique vis à vis de nos souches puisque seulement 2 d’entre elles 

soit 9%, se sont montrées capables de proliférer en sa présence. Le 

titane et le Magnésium sont à l’inverse les métaux lourds les moins 

nocifs pour nos souches puisque 68% des souches prolifèrent en leur 

présence. 
 

Parmi les colorants, le bleu de méthylène avec un niveau de 

sensibilité de l’ordre 94%, est le colorant qui présente la plus 

grande activité antibactérienne. A l’opposé, le bleu de bromothymol 

s’est montré le composé présentant la plus faible activité 

antibactérienne vis à vis de nos souches avec seulement 10% des 

souches affectées.  

 



Tableau   XIV  : effet des agents antibactériens sur la croissance des souches Rhizobium 
leguminosarum bv trifolii retenues pour l’étude microbiologique. Les 6 dernières souches 
représentent  les souches de références incluses dans l’étude microbiologiques réalisée en micro-
galeries. 
.  
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Antibiotiques 
Ac.Nalidixique (50) - - - + - - + - - + - + + + + - + + - + + - + - + + - - - - -
Bacitracine (50) - + - + + + - + - - + + + + + + + + + - + + - - + + + + + + +
Chloramphénicol (20) + + - - + - + - + + - + - - + + - - + - - - - - - - - + + + +
Erythromycine (50) - - - + - - - - - + - - + - - - + - - - - - - - - - - - - - -
Gentamycine (10) - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
Penicilline (05) + + + + - + + + + + - + + + + + + - + - + + - + + + + + + + +
Streptomycine (10) + + + + + - + + + + + + + + - + + + + + - + - + + + + + - - -

Colorants  
B-Bromothymol (750) + + + + + + + + + + + + - + + + + - + + + + + + + + + + - + -
B-methylène (1000) - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - +
Cristal Violet (20) - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
V-Malachite (20) + - + + + + + - + - + - - + + - - + + + - - - + + + + + - - +

Métaux lourds  
Baryum (2000) + + + + + + + + + - + + + + + - + + + + - - + + + - + + - + +
Brome (1000) + - + + - + + - + - + + - + + + - - + + + - + - + - - - - + +
Cadmium (10) + - + - + + + + + - - - + - + + + + - - + + + + - + + - - - -
Chrome (500) + + - + + + + - + + - - - + - + + + + - + - + + - + - - - - -
Cobalt (10) - - - + - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - + - - - - - -
Cuivre (20) - - + + - - + - - + - + + - - - + - + - + - + + + - - - - - +
Lithium (2000) + + - + - + - - + - + - + - - + + - - - + - + + + + + + - + -
Magnésium (2000) + + - + + - + - + + + - + + - + + + + + + - + + + + - - - + -
Manganèse (2000) - + - + - + + - + - - + - + - + - - + - + - + + - + - - - + -
Mercure (10) + - - + - + - + - + - + - + - + - + - - - - - + + + + + + - -
Nickel (10) + - + - - - + + + + - - - + - + + - + + - - + + - - - - + - +
Plomb (500) - - + + - - - + - + + + - - - + + - - - - - - + - + + - - + +
Selenium (300) - + - + + + + + - + - - + + + - + - - + + + + - - + - + - + -
Titane (20) + + + + - + + + + - + + + + - + + + + + + - + + + - + - + + +
Zinc (20) - - + - - + + - - - - + + - + - - - + + + + + + - - - + + - +

 

 

 

Classe d’agents 
antibactériens 

Variété d’origine des souches  
Moyenne 

Tigri Nungarin  

Colorants 54,12 65 

 

59,5 

Métaux lourds 25,6 26,2 25,9 

Moyenne tous 
agents  

41,39 44,68 43 

 

 

 



 

 

 

Parmi les colorants, le bleu de méthylène avec un niveau de 

sensibilité de l’ordre 94%, est le colorant qui présente la plus 

grande activité antibactérienne. A l’opposé, le bleu de 

bromothymol s’est montré le composé présentant la plus faible 

activité antibactérienne vis à vis de nos souches avec seulement 

10% des souches affectées.  

Pour ce qui est des antibiotiques, la gentamycine s’est révélée 

celle qui affecte le plus fortement nos souches car seulement 

12,5% des souches issues toutes de la variété Nungarin sont 

insensibles à cet antibiotique.  

 

A l’opposé, la pénicilline est l’antibiotique qui affecte le moins 

nos souches puisque 87% d’entre elles prolifèrent en sa présence. 

A l’opposé la streptomycine et la pénicilline se sont  montrés 

avec 87% de résistance, les antibiotiques qui affectent le moins 

nos souches. D’après les travaux de Smith et al. (1998),  les 

souches de R leguminosarum  bv trifolii peuvent résister à des 

concentrations différentes d’antibiotiques pouvant aller jusqu’à 

(200µg/mg) de chloramphénicol, l’érythromycine, la gentamicine et 

de la streptomycine. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



3-9 Analyse numérique des profils phénotypiques des souches  

 

l’analyse classique des profils phénotypiques n’a pas permis de  

mettre en évidence des différences fondamentales entre les souches 

issues des nodosités des 2 variétés de Bersim, et ce malgré le 

nombre considérable de caractères pris en considération. C’est 

l’une des difficultés majeures de l’analyse phénètique classique 

ou traditionnelle, à savoir que  plus le nombre de caractères 

augmente plus notre possibilité de percevoir des différences entre 

les taxons diminue. C’est pour cette raison que l’analyse 

numérique des profils phénotypiques est indispensable puisqu’elle 

est la seule qui permette une hiérarchisation (clusterisation) des 

taxons en tenant compte de l’ensemble de leurs caractères et la 

construction d’une représentation graphique permettant 

d’appréhender facilement cette dernière. 

L’analyse numérique des profils  phénotypiques des souches testées 

a permis la construction d’un dendrogramme qui résume 

graphiquement leur degré de similitude et leur homologie 

phénotypique (fig. 16).  

L’analyse de ce dendrogramme indique que le souchier soumis à 

l’analyse se subdivise dès la distance phénotypique de 0,40en deux 

groupes distincts: 

 Un groupe renfermant les 2 souches de références de  Rhizobium 

(Sinorhizobium) meliloti qui se révèlent ainsi très différentes des 

souches de l’autre groupe 

 Un groupe renfermant toutes les autres souches analysées, à savoir 

des souches de  Rhizobium leguminosarum  des deux biovars trifolii 

et viciae qui se révèlent à ce niveau de clusterisation très 

apparentées. 

Le groupe renfermant les souches de  Rhizobium leguminosarum se 

subdivise à son tour à une distance de 0,45 (A) en deux groupes:: 

 Un groupe renfermant les deux souches de R leguminosarum bv viciae 

de références incluses dans cette étude 

 Un groupe comportant toutes les autres souches, c’est à dire nos 

souches de R leguminosarum bv trifolii  ainsi que les deux souches 

de références retenues pour ce biovar(RBLT01 et RBLT02).  

 



UPGMA clustering method
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Figure   16 :  Dendrogramme (UPGMA) montrant la distribution des souches de 
Rhizobium leguminosarum bv viciae en fonction du niveau de similitude (Jaccard) de leurs 
profils phénotypiques. (L‘échelle figurant en bas de la figure représente le coefficient de 
similitude de Jaccard ). 



 
 
 

Cependant, les deux groupes phénotypiques définis par ls souches 

sélectionnées par les deux variétés de Bersim présentent une bonne 

diversioté intrinseque, en particulier dans le cas des souches 

issues des plants de la variété Nungarin. En effet, celles issues 

de la variété tigri sont plus homogènes comme l’indique le nombre 

relativement réduit de phénons que ces souches définissent.La 

relative homogéneité de la population de souches issues de la 

variété tigri laisse inbdiquer que cette dernière est plus 

sélective vis-à-vis des souches de Rhizobium leguminosarum bv 

trifolii des sols d’Algérie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusion 

 

L'étude des caractéristiques culturales, biochimiques et 

physiologiques des 24 souches testées montrent que les souches de  

Rhizobium leguminosarum bv trifolii des sols d’Algérie, présentent 

des caractéristiques qui sont en accord avec les descriptions 

communément admises pour cette espèce. 

Les souches examinées se présentent toutes sous forme de bâtonnets 

Gram négatif. Elles sont toutes mobiles et aucune d’entre elles 

n’a montré de spores. Elles sont à croissance rapide, entraînant 

une acidification du milieu. Elles produisent des quantités 

importantes de polysaccharides extracellulaires, responsables de 

l’aspect muqueux caractéristique des souches de Rhizobium. 
 

Les souches testées sont capables d’utiliser une large gamme de 

substrats carbonés. Ceci permettrait a ces souches de mieux se 

maintenir, et proliférer dans le sol et dans la rhizosphère, les 

rendant ainsi plus compétitives pour la colonisation du système 

racinaire de la plante hôte.    
 

l'analyse numérique a permis de monter que les souches 

sélectionnées par les 2 variétés de Bersim sont diversifiées. 

Les souches issues de la variété Tigri semblent être plus 

homogènes contrairement à celles issues de la variété Nungarin ce 

qui indique que la première est plus sélective vis à vis des 

souches de Rhizobium. 

L’ensemble des resultats de l’étude morphologiues, biochimique et  

physioloque montrent que les souches forment un groupe homogène, 

qui est en accord avec les descriptions communément admises du 

genre  Rhizobium.  

 

 

 



 

La proportion élevée des souches capables de croître a 2M de NaCl 

semble indiquer que les sols d'Algérie hébergeraient de nombreuses 

souches adaptées aux conditions pédoclimatiques locales.  
 

 

L'identification des microorganismes par les méthodes moléculaires 

apparaît maintenant comme une alternative à l'identification dite 

classique. L'approche moléculaire est intéressante car elle permet 

non seulement d'identifier rapidement une bactérie déjà connue, de 

reconnaître aisément une nouvelle bactérie, mais également de 

décrire la composition bactérienne (diversité) d'un échantillon 

sans passer par une étape de culture. 
 

La variété tigri apparaît aisi nettement plus sélective vis-à-vis 

des souches de Rhizobium leguminosarum bv trifolii des sols 

d’Algérie. A l’inverse, les souches sélectionné&ezs par la variété 

Nungarin sont éparpillées au niveau des différents clusters du 

dendrogramme, indiquant ainsi que cette variété est moins 

sélective vis-à-vis des souches de Rhizobium leguminosarum bv 

trifolii avec qui elles contractent  la symbiose. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

               conclusion  générale        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Conclusion générale 

 

Malgré ces désavantages, la symbiose  Rhizobium légumineuses 

reste un phénomène biologique dont l'utilisation est 

potentiellement intéressante. Toutes les légumineuses des 

différentes espèces du genre Trifolium que nous avons 

rencontré lors de nos campagnes de prélèvement, ainsi que les 

30 sols étudiés au laboratoire, indiquent que la symbiose avec 

les  Rhizobium est répandu dans les sols d’Algérie. Une 

alternative permettant d’avoir des systèmes biologiques 

efficaces qui s’inscrivent dans les objectifs de la 

revalorisation des ressources naturelles, comme visé par la 

convention de la conservation de la biodiversité (Sommet de 

Rio 1992), notamment dans le but d’atténuer l'utilisation 

massive des engrais azotés (Kvien et al.,1981). 

 

Le Bersim bien qu’il représente une espèce  d’introduction 

récente en Algérie ne semble pas présenter une exigence 

particulière pour établir une interaction symbiotique avec les 

souches de R leguminosarum bv trifolii. 

La majorité des souches issues de l’extraction et du piégeage 

soit (94%) se sont montrées,,  in vitro,, capables de noduler 

au moins une des deux variétés de bersim testées (Nungarin et 

Tigri) et de former avec celle-ci des symbioses fixatrices 

d’azote. Cependant, les souches obtenues via la méthode du 

piégeage nodulent, in-vitro, plus fortement et plus 

efficacement les plantules de cette espèce que celles 

provenant des autres espèces de trèfle via la méthode 

d’extraction. 

Nous présupposons que la différence dans les réponses des 

plantes des deux variétés de bersim, s’explique par l’origine 

des souches. C’est à dire que la variété dans le sol est en 

face d’un pool diversifié de  Rhizobium, elle sélectionne 



parmi un nombre considérable de Rhizobium, ceux avec qui elles 

sont compatibles et très affines. Contrairement au souchier 

issu de l’extraction pour qui la plante du bersim se voit 

imposér une souche compatible de R leguminosarum bv trifolii  

mais pas forcèment la meilleure souche pour une meilleure 

combinaison symbiotique. Les combinaisons souches variété sont 

d’une importance économique considérable pas seulement pour la 

quantité en fixation d’azote atmosphérique, mais aussi pour 

réduire l’utilisation des fertilisants azotés (Kvien et al., 

1981). Une réduction effectuée par la bactérisation des 

semences des  les cultures de légumineuses et non légumineuses 

avec des inoculums  à un seul type de souches et/ou  multi-

souches (mixtes) (Fenton, 1994).   

 

In vitro, les facteurs biotiques et abiotiques, 

particulièrement l’azote à certaines concentrations, sont 

décrits littéralement avoir un effet néfaste l’établissement 

de la symbiose. Cependant, la production en biomasse des 

plantes indique que la nutrition nitratée permet une 

augmentation des poids de la matière végétale sèche des 

plantes. 

 

La caractérisation phénotypique (culturale, biochimique et 

physiologique) de la collection de souches issues des sols 

d’Algérie, retenue sont en accord avec celles décrites dans la 

littérature. l'analyse numérique a permis de monter que les 

souches sélectionnées par les 2 variétés de Bersim sont 

phénotypiquement diversifiées. 

Les souches issues Tigri  semblent être plus homogènes 

contrairement à celles  issues de Nungarin ce qui indique que 

cette variété serait plus sélective vis à vis ses souches de  

Rhizobium. 
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Annexe 1 

 
 
 
Composition du milieu  minéral de Fahraeus 
 
 
 

Na2HPO4……………………………………………………..150mg 
KH2PO4……………………………………………………….100mg 
CaCl2…………………………………………………….. ….100mg 
MgSo4 -7H2o……………………………………………….….120mg 
Fer citrate……………………………………………………….5ml 
Sol d’oligo-élément 1ml



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Composition de la solution d’oligo-élément. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Le pH du milieu est ajusté à 6,5 avec le HCl ou NaOH N/10 

et stérilisé à l’autoclave à 120° C pendant 20minutes. 

 
 
 
 
 
Ce milieu dépourvu de toute sorte d’azote permet de 
placer les légumineuses dans des conditions propices à 
la nodulation. 
 
 
 
 
 
 
Annexe 2 

 
 
 
 
Composition du milieu YEM 
 

H3Bo4………………………………………………………2,86g 
MnSO4……………………………………………………...2,08g 
ZnSO4-7H2O……………………………………………….0,22g 
CuSO4-5H2O……………………………………………….0,08g 
NaMoO4…………………………………………………….0,11g 
Eau distillée………………………………………………1000ml 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Le pH du milieu est ajusté à 6,5 avec le HCl ou NaOH N/10 

et stérilisé à l’autoclave à 120° C pendant 20minutes. 

 
 
Lorsque la version solide ou semi-solide de ce milieu est 
requise , nous ajoutons à la composition de base 
respectivement 12 et 15g d’Agar-Agar. Nous désignerons la 
version liquide par « mMilieu YEMB », les version solides par 
« YEMA », dans ce dernier cas le suffixe-CR (YEMA-CR) 
indiquera le milieu coloré par le rouge Congo. 
 
 
 
Composition du milieu de Cryo-conservation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ajuster à 6,5 avec le HCl ou NaOH N/10  
Stérilisation à 120° C pendant 20minutes. 
 

       Mannitol………………………………………………………….10g 
      K2HPO4…………………………………………………………..0,5g 
      MgSo4 -7H2o…………………………………………………..0,2g 
     Extrait de levure……………………………………………………0,4g 
    NaCl………………………………………………………………0,1g 
  Eaudistillée………………………………………………………..1000ml 

K2HPO4………………………………………………………….0,3g 
 MgSo4-H2o……………………………………………………...0,01g         
Sodium citrate trisodique…………………………………………0,01g 
Glycerol……………………………………………………………25g 
Eau distillée………………………………………………………1000ml 
 



Annexe 3 

 

Dosage des protéines cellulaires 
 
La croissance qui peut être assimilée à l'évolution de la 
biomasse protéique cellulaire a été évaluée sur nos souches 
par la mesure de la teneur en protéines des culots cellulaires 
obtenus après centrifugation des cultures à 7000g pendant 
2Omn. La technique de dosage des protéines retenue est celle 
préconisée par Bradford (1976). 
 
Principe: 
La méthode de Bradford (1976) est basée sur l'utilisation du 
bleu de Coomassie G250 qui renferme les deux formes de ce 
colorant: la forme bleue et la forme rouge. Cette dernière est 
convertie en forme bleue lorsqu'elle se fixe aux protéines. 
Cette conversion s'accompagne par une augmentation de 
l'absorbance du mélange réactionnel dans le jaune (couleur 
complémentaire du bleu). 
Le complexe bleu de Coomassie-Protéines à un haut coefficient 
d'extinction molaire, responsable de la grande sensibilité de 
cette technique.  
La fixation du Bleu de Coomassie aux protéines est un 
processus très rapide puisqu'elle s'achève en 2-3 minutes. Le 
complexe Bleu de Commassie-Protéines reste dispersé dans le 
mélange réactionnel pendant environ 1 heure. 
 
Mode opératoire 

Traitement des échantillons  
 des aliquotes de cultures sont centrifugées à 7000g 
pendant 20mn pour sédimenter les cellules 

 à O,2ml d'échantillon (culot cellulaire), ajouter un 
volume égal de NaOH 2N 

 vortexer longuement pour remettre le culot en 
suspension. 

 Porter le mélange au bain-marie à 100C pendant 3Omn 

Dosage 

 A 0,1ml d'échantillon pur où dilué, ajouter 1ml de 
réactif au Bleu de Coomassie G250 agiter par vortex où 
retournement 

 laisser reposer 3 minutes 
 Lire l'absorbance à 595nm. 

Réactif au bleu de Coomassie 
 10mg de Bleu de Coomassie G250 
 10ml d'acide phosphorique à 85% 
 90 ml d'eau 

 
La teneur des culots cellulaires en protéines est déterminée 
par comparaison avec une droite de corrélation DO à 595nm = 
f(albumine bovine). Les résultats obtenus avec cette méthode 
de dosage sont exprimés en µg de protéines/ml de milieu (µg 
protéines/ml). 
  



 
 
 
 
 
Annexe 4 

 
Dosage des sucres totaux à l’anthrone sulfurique 

Principe 

L'acide sulfurique présent dans le réactif à l'anthrone provoque 
à chaud l'hydrolyse des EPS en déshydratant les monosaccharides. 
Les pentoses sont alors transformés en furfurals et les hexoses 
en hydroxyméthyl-furfurals. Ces dérivés réagissent avec 
l'anthranol, forme tautomère de l'anthrone, en donnant une 
coloration verdƒtre d'autant plus intense que le milieu est 
riche en sucres (pentoses et hexoses). 
 
Mode opératoire 
 

 à O,2ml de surnageant, on ajoute 1ml de réactif à 
l'anthrone (O,2% d'anthrone dans H2SO4 à 75%). 

 laisser reposer dans la glace pendant 5 mn 
 porter au bain marie bouillant (1OO°C) pendant 1O mn 
 refroidir à nouveau dans la glace 
 lecture de la densité optique à 625nm 

 
Expression des résultats 
La teneur des surnageants de culture en sucres totaux est 
déterminée par comparaison avec une droite de corrélation DO à 
625nm = f(glucose). Les résultats obtenus avec cette méthode 
de dosage sont exprimés en µg d'équivalents glucose par ml de 
milieu (µg/éq/glucose/ml). Nous conviendrons d'exprimer ces 
résultats directement en µg de sucres/ml afin de faciliter la 
lecture du présent mémoire. 
 

Extraction des polysaccharides extracellulaires 
Chez les Rhizobium, en particulier chez Rhizobium meliloti, 
les exopolysaccharides forment des structures radiales 
réparties à la surface de la cellule formant ainsi une gangue 
muqueuse où slime entourant plus où moins régulièrement la 
cellule (Carlson 1982, Mutafschiev 1985). 
La séparation de ces exopolysaccharides (EPS) des corps 
cellulaires est facile. Il suffit d'une petite force de 
cisaillement pour détacher les fibres radiales formées par les 
exopolysaccharides à la surface des cellules. Ceci est obtenu 
dans notre cas par la centrifugation des cultures (7000g 
pendant 20mn). Les exopolysaccharides demeurent dans le 
surnageant, alors que les cellules sédimentent. Dans ces 
conditions, la quasi-totalité des polysaccharides 
extracellulaires se retrouve dans le surnageant. En effet, une 
remise en suspension des cellules et une nouvelle 
centrifugation ne libéré pas une quantité résiduelle d'EPS 
consistante (Noureddine 1998). 



Annexe 5 

 

Tests biochimiques et physiologique. 

1-Recherche de la catalase 

• Principe 

 

La catalase est une enzyme qui empêche l’accumulation d’H2O2 

dont l’action serait vitale pour la cellule bactérienne en 

catalysant la réaction : 

 

  2H2O2  2H2o +O2 

 

l’oxygène libéré se dégrade sous forme gazeux (Marchal  1991). 

• Mode opératoire 

 

Déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée à 10 volume et 

y dissocier directement un fragment colonial prélevé sur le 

milieu solide dans des conditions stériles. 

 

• Lecture 

•  

La lecture est immédiate. 

Si la souche examinée possède une catalase (+) : on observe un 

dégagement immédiat de bulle de gaz. 

Si la souche examinée ne possède pas une catalase (-) : 

absence de bulles. 

 

2- Test de mobilité 

 

• Principe 

 

Pour la détection da la mobilité de Rhizobium, nous avons 
utilisé le milieu YMA semi-solide contenant le rouge Congo. 
 



 

Annexe 6 

 

 

Evaluation de la charge anionique (test au bleu alcian)(Ramus 

1977) 

• Principe : 

Dans des tubes ensemencés (culture de 3 jours) on ajoute une 

solution de bleu alcian, on le laisse agir 10min avant 

l’observation.  

Le bleu alcian est un colorant cationique capable de former en 

milieu acide un complexe insoluble avec les groupements 

anioniques des exopolysacchrides. 

La quantité de complexe EPS-bleu alcian formée est 

proportionnelle à la quantité des charges que présentent les 

EPS. 
• Technique : 

On fait agir 1 ml de bleu alcian avec la surface des colonies 

de telle sorte à immergé toute la surface de la culture. 

• Lecture : 

-  Formation des agrégats importants (complexe EPS-bleu 

alcian) : souches produisent des EPS fortement anionique. 

- Formation de petit complexes :souches produisent de EPS 

faiblement anionique.  

 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 



Tableau   XVI  : Caractéristiques phénotypiques des souches de Rhizobium leguminosarum bv trifolii retenues pour 
l’étude microbiologique. Les 6 dernières souches représentent  les souches de références incluses dans l’étude 
microbiologiques réalisée en micro-galeries.  
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Ac.Nalidixique (50) - - - + - - + - - + - + + + + - + + - + + - + - + + - - - - -
Bacitracine (50) - + - + + + - + - - + + + + + + + + + - + + - - + + + + + + +
Chloramphénicol (20) + + - - + - + - + + - + - - + + - - + - - - - - - - - + + + +
Erythromycine (50) - - - + - - - - - + - - + - - - + - - - - - - - - - - - - - -
Gentamycine (10) - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
Penicilline (05) + + + + - + + + + + - + + + + + + - + - + + - + + + + + + + +
Streptomycine (10) + + + + + - + + + + + + + + - + + + + + - + - + + + + + - - -
B-Bromothymol (750) + + + + + + + + + + + + - + + + + - + + + + + + + + + + - + -
B-methylène (1000) - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - +
Cristal Violet (20) - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
V-Malachite (20) + - + + + + + - + - + - - + + - - + + + - - - + + + + + - - +
Baryum (2000) + + + + + + + + + - + + + + + - + + + + - - + + + - + + - + +
Brome (1000) + - + + - + + - + - + + - + + + - - + + + - + - + - - - - + +
Cadmium (10) + - + - + + + + + - - - + - + + + + - - + + + + - + + - - - -
Chrome (500) + + - + + + + - + + - - - + - + + + + - + - + + - + - - - - -
Cobalt (10) - - - + - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - + - - - - - -
Cuivre (20) - - + + - - + - - + - + + - - - + - + - + - + + + - - - - - +
Lithium (2000) + + - + - + - - + - + - + - - + + - - - + - + + + + + + - + -
Magnésium (2000) + + - + + - + - + + + - + + - + + + + + + - + + + + - - - + -
Manganèse (2000) - + - + - + + - + - - + - + - + - - + - + - + + - + - - - + -
Mercure (10) + - - + - + - + - + - + - + - + - + - - - - - + + + + + + - -
Nickel (10) + - + - - - + + + + - - - + - + + - + + - - + + - - - - + - +
Plomb (500) - - + + - - - + - + + + - - - + + - - - - - - + - + + - - + +
Selenium (300) - + - + + + + + - + - - + + + - + - - + + + + - - + - + - + -
Titane (20) + + + + - + + + + - + + + + - + + + + + + - + + + - + - + + +
Zinc (20) - - + - - + + - - - - + + - + - - - + + + + + + - - - + + - +
Capsule + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - -
Croissance pH5 + - - + + - + + - + + + + + - - - - - + - + + + + + + + + + -
Croissance pH9 - - - + + + + - + + + + + + + + + + - - + - - + - + - + + + -
Croissanse à 5°C - - - - + - - - - - - - - - - - - + - + - - - - + - - - - - -
Croissance à 37°C - - - - + - - - - - - + - - - - - - - - - - - + - - - - - + +
Mobilité à 10°C + + + + + + + + - + + + + + - + + + - + + + - + + + - - + - -
Mobilitté à 30°C - - - - + - + - - - - + - - - - - - - + - - - - - - - - - + +
KCl 1M - - - + + - - + - + + - - - - - + - - - - - + - + - - - - + +
KCl 2M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
KCl 0,5M - + - + + - + + + + + + + - - - + - + - + - + + + - - + - + +
KNO3 50 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - + +
NACl 1M + - - + + - + + - + + - + + - - + - - - - - + - + + + - - + +
NaCl 2M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + -
NaCl 0,5 + + - + + - + + + + + + + + - - + + + + + + + + + + - - - + +
Acétate + - + + + + - + + + - + + + + + - + - + + + - + - - - - + + -
Acétami - - - - + - - + - - - + - - + - - + - - - - - - - - + - - - -
Adonito - + - - + - - - + - - + - + - + - - - + + + + + + - - - + + +
Arabino + - + - + + + - + + + - + + + - + + + + - + - + + + + + + - -
Arabito + - + - + + + - + - + + + + - + - - + - + + + - + - - - - + +
Arginin + - + + + + - + - + - + + - + + + - + - + + + - + - - + + - -
Ascorba + - - - + - - - - + - - - - - - - - - + - + + - + + - - - - -
Asparta - - - - + - - - + - - - + - - + - - - - - - + - - - - - - - -
Benzoat - + - - - - + - - - - + - - - - - + - + - - - - + - - - - - -
Butyrat + - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - + - - + +



Camphre + + - + + - + + - + - + + + - + + + - - + - - - - + - - - - -
Cellobi + + + + + - + + - + - + + + + + - - + + - - - - - - - + + - -
Cholest + - + - + + + - + + - + + - + + + + + - + - + + + - - + + - -
Citrate - + - - - - + - + + - - - - + + - - + + + + - + - + + + + + +
Cystéin - + - + + - + - - - + + - - - - - - - + + - - - - + - + + - +
Dulcito + - + + + + + + + + + + + + + + + + - + - + - + + + + - + + +
Erythri + - - + - - + - + - - + - - + - - - - + - - - - - - - + + - -
Erythro - + + + - + - + + - + + - + + + - + + + - + - - - - + - + + +
Esculine (2,5g/l) - + - - - - - - - - + - - - + + - - - + + + - - - - - + + - -
Ethanol - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
Fructos - + + + + + + + + + + + + + - + - - - + - + + + + - - + + + -
Fucose - + - + + + + + + + + + - + - - - - - + - - - + - - + - + - -
Fumarat + + + + - + - + + + + + - + + + - + - + + + - + + + - + - - -
Galactu - - + - + - - + - - - - - - - - - - - + - - - + - - + - + - -
Glucona + + + + + - + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + + - + + +
Glucosa + - + + + + + + - + - - - - + + - - + + - + - - - - + - - + +
Glucose + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - +
Glucuro - - - - - - - - - - - - + - - - - - - + + + + + - - + - - - -
Glutara + - - - - + + - - - + - + + + - - - + + - - - - + - - - - - +
Glycine + - + + - - + - - + - + + - + - + - + + + + + - - - - + - + -
Glycogè + - - - - - - - - - + - - - - - - - + + + - - - + - + - - - -
Glycola - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Glycéro + + + + + + + + - + + + - + + + + + + + + + + + + + - + + - +
Hippura + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + +
Histidi - + + + + + - + + + + + - + + + + - + + - - - + + + + + + + +
Hydroxy - - - - - - - - - - - - - + + - + - + + + - - - - + + - - - -
Inosito + + + + + + + + + + - + + + + + - + + + + + - + - + + + + + +
Lactate + + + + + + + + + + + - + + + + + + + - + + + + + + + + - + +
Lactose + + + - + + - + + + + + + + + - + + - + + + + - + + + + + - -
Leucine + - + + - - + - - + - + + - + - + - + + + + + - - - - + - + -
Lysine - + + + - + + - + - + - + - + - - + - - + - + - + - - + + + +
Malate + - + + - + - + - - + + + - + + + + - + + + - - + + - + - + -
Malonat + + + + + - + + - + + + + + + - + + + + + + + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Melibio + + - + - + - + + - + + + + - + + + + - - + - - + + + - + - +
Melizit + + + - + + - + - + + - + - + + + + + + - + - + + + + + + + +
Méso.Er + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Méthano - - - + - - - + - - - - - - - + - - - - + - - - - - - - - - -
Phényla - + - - - - - + - - - + - - - + - - - - + - - - - - - + - - -
Proline + + + + + + + + - + + + + + - + + - + + - + + + + + + - + + -
Pyruvat + + + + - + + + - + + + + + + - + - - + + + - + + - - + + - +
Raffino + + - + - + - + + + - + - + - - + + + - - - + + - + + - - - -
Rhamnos + - + + + + - - + + + - + - - + - - + + - + - - + - - + + - -
Ribitol + - + + + + + + + - + + + + + + - + - + - + + - + - - - - - +
Ribose + - + + - + + + + + + + - + + - + - - - - + + - + - + - - + +
Sacchar + + - + + + + + + + + + + + + - + + + + - + + + + - - + + - +
Salicin - + + + + + + + + - - + + + + + + + + + + + + + - + + + - + +
Sorbito + + + - + + + + + + + + + + + + - + - + - + + + + + + + + - -
Glycera + - + + + + + + + - + + + + + + + + + + + + + + + - + + + + +
Sorbose + - + + - + - + - + - - - - + - - + - - - - - - - - - - - - -
Succina + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + +
Sérine - + + - + - + + - + + + + + - + + + + + + + - - + - - + + - -
Tartrat + + + - + + + + + + + + + + + + + + - + - + + + + + - - - + -
Tréhalo + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - + - - - + - - + + - -
Urate - - - - - - - - - - - + - + - + - + + - - - + - - + - - - - -
Urée - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
Xylose + + - + + - + + + + + + + - + - + - - + - + + - + + + + + + +
Nodulation Lens c. - - - - - - - - - - + - - - - - - - - + - + - - - - - - - - -



Nodulation  Medicago s. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
Nodulation Trifolium a. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + - + + + - - + + - -
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