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  ملخص

زراعة أساسي لل هي جزءو البيئية،تعتبر البقوليات من الأطعمة المغذية للإنسان وتوفر العناصر الغذائية الأساسية للنظم 

 تكافلي مع في تفاعل النيتروجين تثبيت يمكن للبقوليات استعادة صحة التربة من خلال قدرتها على  .المستدامة

 نومن أجل تحسي .لنباته اذه الإنتاجية والقدرة على تثبيت النيتروجين عندالريزوبيا. لكن يحد الإجهاد المالح بشدة من 

أخرى، هي  و(للنمالبكتيريا المعززة ) PGPR المشترك مع التلقيح ، فإنRhizobiumاستجابة البقوليات للتلقيح بـ 

  .البسيط التلقيحاستراتيجية فعالة وتآزرية لإنتاجية أفضل مقارنة ب

 التلقيح في تجارب PGP المعزولة من بيئات مختلفة وذات أنشطة Actinobacteriaفي هذه الدراسة تم استخدام  

 الملح.تحت تأثير إجهاد  Medicago sativa في محيط النبات Rhizobiumمع  المشترك

ع م S. meliloti 2011(R2)و  Sinorhizobium meliloti 1021 (R1)استخدام سلالات بوكان التلقيح المشترك 

 Arthrobacter sp (MS1, MS2) )ذات الصلة بـ المحددةActinobacteria سلالاتكل واحدة من 

 متنوعة. PGP القادرة على تحمل الجفاف والملوحة وذات خصائص ((Nocardiopsis (Ag1)و

كميات ووزيادة ملحوظة في خصائص النمو  Medicago sativa  بينت النتائج تحسن في كمية العقد الجذرية عند 

لملح من خلال اكما أن التلقيح المشترك يوفر استجابة أفضل للإجهاد  ٠ند النبات المضيفالتركيب الضوئى عأصباغ 

يوية مناسبة حالمكتشفة في هذه الدراسة أسمدة  Actinobacteriaيمكن أن تكون ولذلك  تحسين استراتيجيات التكيف

وري بديل ضر جات الزراعية التي تحسن تنمية وصحة وإنتاجية النباتات في التربة المالحة، وهيالمنتتركيب   في

                                                                                               ٠للزراعة الحديثة والتنمية المستدامة

 PGPR, Medicago sativa, Actinobacteria, ، Rhizobium تكافل، تلقيح مشترك ح:يالكلمات المفات
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Résumé 

Les légumineuses, considérées comme des aliments très nutritifs pour les humains et 

fournissant des nutriments essentiels aux écosystèmes, sont un élément fondamental de 

l'agriculture durable. Ils peuvent restaurer la santé du sol par leur capacité à fixer l'azote 

dans une interaction symbiotique avec les Rhizobia du sol. Cependant, le stress salin limite 

sévèrement la productivité et la capacité de fixation de l'azote chez les légumineuses. Afin, 

d’améliorer la réponse des légumineuses à l'inoculation de Rhizobium, la co-inoculation 

avec d'autres PGPR est une stratégie efficace et synergique pour une meilleure productivité 

par rapport à une simple inoculation. Dans cette étude, des Actinobacteria isolées de 

différentes niches et ayant des activités PGP ont été utilisées dans des expériences de co-

inoculation avec des Rhizobia dans la rhizosphère de plantes Medicago sativa soumises à un 

stress salin. La co-inoculation a été suivie par l’utilisation des souches de Sinorhizobium 

meliloti 1021 (R1) et S. meliloti 2011(R2) avec chacune des souches d’Actinobacteria 

sélectionnées (apparentées à Arthrobacter sp (MS1, MS2) et Nocardiopsis (Ag1)) tolérantes 

à la sécheresse et à la salinité et ayant de multiples caractères PGP. Les résultats montrent 

une meilleure nodulation sur les racines de Medicago sativa et une augmentation 

significative des paramètres de croissance et des teneurs en pigments chlorophylliens de la 

plante hôte. La co-inoculation a permis également d’avoir une meilleure réponse au stress 

salin en améliorant les stratégies d’adaptation. Les actinobactéries découvertes dans cette 

étude peuvent donc être des biofertilisants appropriés dans la formulation de produits 

agricoles améliorant le développement, la santé et la productivité des plantes dans les sols 

salins, une alternative nécessaire à l'agriculture moderne et au développement durable. 

Mots-clé: Rhizobium, symbiose, Actinobacteria, co- inoculation, salinité, PGPR, Medicago 

sativa. 
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Abstract  

Legumes, considered very nutritious foods for people and providing essential nutrients for 

ecosystems are a fundamental element of sustainable agriculture. They can restore soil 

health by their ability to fix nitrogen in a symbiotic interaction with the Rhizobia of the 

soil. However, salt stress is severely limiting productivity and nitrogen fixation ability in 

legumes.  In order to improve the response of legumes to inoculation of Rhizobium, co-

inoculation with other PGPR is an effective and synergistic strategy for better productivity 

compared to a simple inoculation. 

In this study, Actinobacteria isolated from different niches and having PGP activities were 

used in co-inoculation experiments with Rhizobia in Medicago sativa plants rhizosphere 

submitted to salt stress. Co-inoculation was followed by the use of Sinorhizobium meliloti 

1021 (R1) and S. meliloti 2011(R2) strains with each of the selected Actinobacteria strains 

(related to Arthrobacter sp (MS1, MS2) and Nocardiopsis (Ag1)) tolerant to drought and 

salinity and having multiple PGP characteristics. 

The results show better nodulation on Medicago sativa roots and a significant increase in 

growth parameters and the chlorophyll pigment content of the host plant. Co-inoculation 

also allowed for a better response to saline stress improving coping strategies. 

Actinobacteria discovered in this study can, therefore, be suitable biofertilizers in the 

formulation of agricultural products improving plant development, health and productivity 

in saline soils, a necessary alternative for modern agriculture and sustainable development. 

Key words: Rhizobium, symbiosis, Actinobacteria, co- inoculation, salinity, PGPR, 

Medicago sativa. 
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INTRODUCTION 

      L'azote est un élément présent en grande quantité chez les êtres vivants. Dans les 

sols, les quantités d'azote assimilable par les plantes sont faibles, ce qui constitue souvent 

un des principaux facteurs limitant la croissance des végétaux. L'azote est cependant très 

abondant dans l'atmosphère qui contient 78% de diazote, mais les seuls organismes 

capables de l'utiliser sont les bactéries diazotrophes qui possèdent le complexe 

enzymatique nitrogénase capable de réduire le diazote moléculaire en ammonium. Cet 

azote fixé est acquis par les plantes par le biais d'une interaction symbiotique avec les 

bactéries du sol.  

Les légumineuses sont un groupe de végétaux impliqué dans une relation symbiotique avec 

des bactéries du sol, communément appelées Rhizobia. Cette association aboutit à la 

formation d’un petit organe particulier au niveau des racines, le nodule, au sein duquel les 

bactéries, grâce à leur activité nitrogénase, fixent l’azote atmosphérique et le transfèrent à 

la plante sous une forme combinée assimilable. En contrepartie, la plante fournit les 

éléments nutritifs assurant le développement de la bactérie (Giraud et al., 2007). 

Les légumineuses sont un élément clé de l'agriculture durable et peuvent offrir de 

nombreux avantages économiques et environnementaux. Elles représentent en effet des 

aliments très nutritifs pour l’homme et l’animal et des nutriments essentiels aux 

écosystèmes (Prospero et al., 2013). L’intégration des légumineuses dans des techniques 

agricoles telles que les cultures intercalaires, les cultures de couverture et la rotation des 

cultures peut contribuer à restaurer la santé des sols en raison de leur capacité à fixer 

l'azote et à pousser sur des sols pauvres en azote. Elles peuvent être utilisées efficacement 

pour améliorer la fertilité des sols salins et contribuer à la réintroduction de l'agriculture sur 

ces terres (Fernandez et al., 2017). La fertilisation chimique à l'azote est extrêmement 

coûteuse et génère des risques écologiques tels que l'eutrophisation de l'eau et l'émission de 

gaz à effet de serre qui contribuent au réchauffement planétaire. La fixation biologique de 

l'azote est une alternative écologique sans danger (Clúa et al., 2018). 

Toutefois, on assiste souvent à une nodulation inefficace chez les légumineuses en raison 

de la concurrence de souches rhizobiennes avec la population rhizosphérique et /ou les 

facteurs environnementaux stressants. Les conditions défavorables dues à des stress 

biotiques et abiotiques sont les principaux facteurs limitant la production agricole et la 

productivité. La salinité est un facteur majeur affectant la fertilité des sols et limitant la 
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croissance et la survie des plantes dans diverses régions du monde particulièrement dans 

les zones arides et semi-arides (Wang et al., 2019).  

 Chez les légumineuses, le stress salin impose une limitation importante de la productivité 

liée aux effets néfastes sur la croissance de la plante hôte et de la capacité de fixation de 

l'azote. La salinité affecte le processus d'infection en inhibant la croissance des poils 

absorbants, en diminuant le nombre de nodules par plante et la quantité d'azote fixée par 

unité de poids des nodules. Ainsi, dans les sols salins, le rendement des légumineuses est 

réduit en raison du manque de symbiose réussie. L'excès de sel dans le sol nuit à la survie, 

à la croissance, à la nodulation, à la fixation de l'azote et à la symbiose légumineuse-

Rhizobium (Mathew et al., 2020). En d’autres termes, ce processus dépend de l’efficacité 

et de la compétitivité de la souche rhizobienne pour la nodulation. 

Les plantes font souvent face aux fluctuations rapides et l'adversité des conditions 

environnementales grâce à leurs capacités métaboliques intrinsèques (Simontacchi et 

al.,2013). De nombreuses fois, les plantes ont la possibilité de réduire l’impact des stress 

environnementaux grâce au microbiome qu'elles abritent (Prospero et al., 2013 ; Slama et 

al., 2019b). Son interaction avec les plantes évoque divers types de réponses locales et 

systémiques qui améliorent la capacité métabolique des plantes à lutter contre les stress 

abiotiques (Prospero et al., 2013 ; Mefteh et al., 2018 ; Slama et al., 2019a). 

L’exploitation des Rhizobia en combinaison avec des PGPR (Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria) constitue une alternative intéressante pour améliorer leur performance et 

leur association avec des plantes cultivées dans des conditions normales et stressantes. De 

plus, elle a été considérée comme un moyen prometteur d’optimiser la croissance des 

plantes via la gestion des interactions entre PGPR, les champignons mycorhiziens 

arbusculaires (AMF) et la symbiose Rhizobium-légumineuse.  

Les Actinobacteria sont largement présentes dans la rhizosphère des plantes et produisent 

divers composés agroactifs. Au cours des dernières années, ce groupe de bactéries, en 

raison de son potentiel antimicrobien élevé et de sa nature saprophyte dominante dans le 

sol, a attiré beaucoup d'attention en tant que facteurs de croissance des plantes (Frikha et 

al., 2017). Les Actinobacteria ont longtemps été considérées simplement, comme des 

habitants du sol vivant librement, mais récemment, l'importance de leurs interactions 

complexes avec les plantes et d'autres organismes est en train d'être découverte (El-

Tarabily et al., 2020).  Des comparaisons des profils bactériens totaux dans le sol avec 

ceux spécifiques aux Actinobacteria indiquent leur abondance dans la rhizosphère des 

légumineuses. Des études ultérieures ont montré les effets bénéfiques de ces bactéries sur 
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la croissance des légumineuses et ont suscité l'intérêt pour leur utilisation potentielle en 

tant que co inoculants avec les Rhizobia lors de l'établissement de cultures de 

légumineuses. Les Actinobacteria ont des effets bénéfiques sur la nodulation et la 

croissance des légumineuses (Liu et al., 2019). 

          Pour concevoir une stratégie permettant de répondre à cet objectif et vérifier ces 

acquis, l’étude consiste dans une première partie à isoler et caractériser des souches 

rhizobiennes à partir des nodules de Medicago sativa cultivant sur divers sites arides et 

semi arides, puis d’évaluer leur performance et leur efficacité dans le processus de 

nodulation et l’amélioration de la croissance végétale. 

Outre la préoccupation de réussir la colonisation et la nodulation, on préconise dans une 

deuxième partie la co-inoculation de la rhizosphère de la plante Medicago sativa par les 

souches de Sinorhizobium meliloti et des Actinobacteria symbiotiques et non symbiotiques 

et ayant des activités PGP. Cet effet est exprimé par l’établissement de la symbiose 

fixatrice d’azote notamment la formation de nodules et les variations morphologiques et 

biochimiques de la plante hôte en présence et en absence de stress salin.    
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

I- Symbiose Rhizobium-légumineuses 

La symbiose rhizobienne est une association entre les plantes de la famille des 

légumineuses et des bactéries du genre Rhizobium permettant de réduire l'azote 

atmosphérique en des formes assimilables par les plantes. A bénéfice réciproque, cette 

association donne lieu à des interactions multiples entre les deux partenaires (Nelson et 

Sadowsky, 2015 ; Clua et al., 2018).  

La relation symbiotique entre les légumineuses et les bactéries fixatrices d’azote est 

essentielle pour l’agriculture, car elle peut avoir de profondes répercussions sur la 

durabilité de la terre, la qualité des sols, la réduction des émissions de gaz à effet de serre 

et la réduction des coûts pour les agriculteurs. L’importance majeure des symbioses est 

généralement attribuée à la diminution de l’utilisation d’engrais couteux à base d’azote, il 

convient également de souligner la réhabilitation des sols stériles soumis à des contraintes 

environnementales. Compte tenu de la demande mondiale croissante en matière de 

production alimentaire et de la nécessité de réduire les émissions de carbone, il est prévu le 

recours à la fixation biologique de l’azote comme solution de remplacement des engrais 

azotés (Black et al., 2012 ; Gopalakrishnan et al., 2015). La plus grande exploitation de la 

fixation biologique de l’azote peut réduire l’utilisation de combustibles fossiles et peut être 

utile pour le reboisement et la restauration des terres mal exploitées afin qu’elles 

redeviennent productives (Reeve et al., 2010). 

1- Les légumineuses 

Les légumineuses (Fabaceae) constituent la troisième plus grande famille d’Angiospermes 

en nombre d’espèces (après les Orchidaceae et les Asteraceae) avec environ 750 genres et 

près de 20 000 espèces (Cronk et al. 2006 ; Laamari et al., 2016). Elles sont groupées en 

trois sous familles : les Mimosoideae, les Caesalpinoideae et les Papillionoideae (Guignard 

et Dupont, 2005). 

Cette famille présente une importance économique majeure ; de nombreuses espèces 

constituent des ressources en fourrage (luzerne, trèfle, sainfoin), bois (palissandres), 

aliments (soja, haricot, arachides), ou présentent des propriétés médicinales, horticoles 

(mimosas) ou de colorants (indigo). Les légumineuses sont cultivées à travers le monde 

dans presque tous les pays. La culture des légumineuses occupe une place primordiale au 

niveau des agrosystèmes vu leurs intérêts agronomiques, économiques et nutritionnels. La 
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présence de légumineuses dans les systèmes de production agricoles concourt à 

l’augmentation de la diversité fonctionnelle des agroécosystèmes. Elles contribuent, ainsi à 

plusieurs titres, à l’équilibre des systèmes agroécologiques (Farissi et al., 2014 ; Sobti et 

al., 2015). 

Outre leur rôle dans le cycle de l’azote, la production de légumineuses interagit avec 

d’autres cycles biogéochimiques. En effet, cette symbiose fournit l'azote nécessaire pour la 

croissance et le développement des plantes et permet, à la fois d’enrichir le sol en matière 

organique et d’épargner les engrais azotés par l’exploitation d’un processus naturel (Farissi 

et al., 2014 ; Sobti et al., 2015). 

1-1- La luzerne (Medicago sativa)  

1-1-1- Caractères généraux 

La luzerne ou Alfalfa (Medicago sativa L.) est une espèce cosmopolite pérenne originaire 

du bassin Méditerranéen, d’Arménie et de l’Asie centrale (Greene et al., 2012). La luzerne 

est l’une des plantes fourragères les plus répandues dans nombreux pays à travers le monde 

(Sajkovic-Srbinovici et al., 2017).  

La luzerne est une plante herbacée vivace pouvant atteindre près d'un mètre de hauteur. 

Elle présente des tiges plus ou moins ligneuses et très ramifiées avec des feuilles ovoïdes et 

oblongues ayant trois folioles et finement dentées au sommet, d’une couleur verte. Cette 

plante se caractérise par des fleurs violettes groupées en grappes denses sur un pédoncule 

et des fruits sous forme de gousses plus ou moins enroulées en forme spiralée contenant 

plusieurs graines (Bora et Sharma, 2011). A maturité, la plante possède de longues racines 

pivotantes pouvant atteindre six mètres et un réseau de racines secondaires très ramifié 

(Quan et al., 2016 ; Zhang et Shi 2018) (Fig.1). 

Taxonomiquement, l’espèce Medicago sativa L. appartient au genre Medicago L. de la 

famille des Fabaceae (Leguminosae) (Singh, 2009). Le genre est composé de 60 espèces 

dont la majorité sont annuelles, mais environ un tiers est composé de plantes vivaces, dont 

la luzerne, quatorze espèces cultivées appartiennent au genre Medicago. Le 

complexe Medicago sativa se compose de trois sous-espèces M. sativa ssp, sativa ; M. 

sativa ssp. falcata et M. sativa ssp. glutinosa (Laamari et al., 2016). 
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Fig. 1 : Medicago sativa 

1-1-2- Importance de la luzerne 

1-1-2-1- Importance agronomique 

La luzerne est une légumineuse fourragère largement cultivée à l’échelle mondiale ayant 

d'excellentes caractéristiques agricoles et une valeur économique importante (Zhang et Shi, 

2018). Son attrait majeur réside dans sa capacité à fixer l'azote atmosphérique via une 

symbiose avec l’espèce Sinorhizobium meliloti qui en fait une plante très utile à 

l'amélioration des sols (Sajkovic-Srbinovici et al., 2017). Ainsi, cette plante peut jouer un 

rôle crucial dans la protection des sols agricoles contre l’érosion, le maintien de leur 

fertilité et surtout dans l’amélioration des ressources fourragères et pastorales dans les 

zones marginales et difficiles (Sobti et al., 2015).  

1-1-2-2- Importance nutritionnelle 

La luzerne est la plus importante légumineuse fourragère du monde en raison d’un 

rendement élevé en biomasse, d'une excellente valeur nutritive, d'une digestibilité élevée et 

de son adaptation à un large éventail de conditions climatiques et pédologiques (Moawed, 

2016). Elle fournit des fourrages de haute qualité pour le pâturage du bétail, l'ensilage et la 

production de foin (Lei et al., 2018). De plus, la luzerne déshydratée est une bonne source 

de xanthophylles et de bêta-carotène pour les volailles (Radovic et al., 2009). 

Bien que principalement cultivée et utilisée pour l'alimentation animale, mais ces dernières 

années, elle a commencé à être utilisée plus souvent dans l'alimentation humaine en raison 

de sa richesse en protéines facilement assimilables, minéraux, vitamines, β-carotène, fibres 

et acides aminés essentiels (Striker et Colmer, 2017). Actuellement, la luzerne est vendue 

comme complément alimentaire dans les magasins de produits naturels dans certains pays 

particulièrement en Europe et en Amérique du Nord permettant ainsi de lutter efficacement 

contre la malnutrition (Apostol et al., 2017). 
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 1-1-2-3- Importance pharmaceutique 

Traditionnellement, en dehors du fourrage, la luzerne était cultivée pour ses propriétés 

médicinales depuis longtemps. Dotée d’une excellente composition en acides aminés et 

riche en minéraux, vitamines et oligo-éléments, elle était utilisée pour soigner le rhume, les 

troubles digestifs et les abcès. Elle est appréciée aussi pour ses propriétés anti-infectieuses, 

antidiabétiques, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et antioxydantes (Sadeghi et al., 

2016). 

2- Les Rhizobia 

2-1-Définition 

Les Rhizobia sont définis comme des bactéries capables de former des nodules sur les 

légumineuses. Ce terme décrit le phénotype (formation des nodules racinaires), mais n’a 

aucune pertinence taxonomique et ne doit pas être confondu avec le nom du genre  

Rhizobium bien que ‘Rhizobia’ ait été utilisé pour désigner la forme plurielle de 

Rhizobium. Le genre Rhizobium a fait l’objet de multiples redéfinitions et englobe à 

présent une variété de fixateurs d’azote à croissance rapide. Ces bactéries peuvent infecter 

les racines des légumineuses, entraînant la formation de grumeaux ou de nodules où la 

fixation de l'azote a lieu. Le système enzymatique de la bactérie fournit une source 

constante d’azote réduit à la plante hôte et la plante fournit les nutriments et l’énergie 

nécessaires aux activités de la bactérie (Black et al., 2012). 

2-2- Classification des Rhizobia 

Les premières classifications ont été basées sur des tests d’inoculation croisée entre 

Rhizobia et leurs plantes hôtes. La plante hôte n’était pas le seul critère pris en compte 

pour la classification des Rhizobia pour lesquelles les espèces ont été séparées en deux 

groupes: les souches à croissance rapide (le genre Rhizobium) et les souches à croissance 

lente (le genre Bradyrhizobium), en fonction de leur temps de génération et de leur taux de 

croissance sur milieu de culture. Cependant, des observations discordantes entre la notion 

de vitesse de croissance bactérienne et celle de la gamme d’hôtes ont laissé beaucoup de 

doutes sur la validité de cette classification. Cela a fait place à des méthodes comparatives 

telles que : le coefficient de Chargaff, l’hybridation ARN/ADN ou ADN/ADN, l’analyse 

du gène de l’ARNr 16S, l’analyse de plasmides, etc. Cette période a marqué le début d’une 

nouvelle étude taxonomique basée sur les résultats de différentes analyses phénotypiques 

et biochimiques pour l’identification des bactéries symbiotiques. Depuis lors, l’isolement 

des Rhizobia d’un nombre croissant d’espèces végétales dans le monde et leur 
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caractérisation par la taxonomie polyphasique moderne a conduit à la description d’autres 

nouveaux genres et espèces (Berrada et Fikri-Benbrahim, 2014). 

L'isolement et la caractérisation de nouvelles bactéries nodulantes de légumineuses, 

souvent inhabituelles, sur des plantes hôtes diversifiées ont conduit à la désignation de 

nombreuses nouvelles espèces rhizobiennes. Sur la base de la séquence d’ADNr 16S, les 

symbiotes de légumineuses actuellement décrits appartiennent à deux sous-classes 

phylogénétiques distinctes: les Protéobactéries α, β. 238 espèces ont été regroupées en 18 

genres. Ces espèces se répartissent également en sept familles (Rhizobiaceae, 

Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobaceae, Hyphomicrobiaceae, Methylobacteriaceae, 

Brucellaceae et Burkholderiaceae) et deux ordres, à savoir les Rhizobiales et les 

Burkholderiales. L’ordre des Rhizobiales renferme les six premières familles. Par 

conséquent, il apparait clairement que la taxonomie actuelle des Rhizobia nodulants 

progresse rapidement en raison des dernières avancées en matière de technologie omique 

basée sur la biologie moléculaire, par exemple, génomique, protéomique, transcriptomique 

et métabolomique (Tab. 1) (Rao et al., 2018).  

La taxonomie des Rhizobia a changé avec le développement de nouvelles techniques 

d'études. Toutefois, cette taxonomie restera toujours dynamique car bien que les Rhizobia 

soient étudiés depuis plus de 100 ans, des symbiotes ont été identifiés pour moins de 10 % 

des 720 genres de légumineuses. Ainsi, il est probable qu'avec ces nouveaux outils d'étude, 

de nouveaux genres de Rhizobia soient découverts parmi les sous-classes α, β des 

Protéobactéries et peut-être même parmi d'autres taxons (Berrada et Fikri-Benbrahim, 

2014). 

L’innovation la plus récente dans la taxonomie rhizobienne est la génomotaxonomie basée 

sur le séquençage du génome entier qui modifiera à nouveau les concepts actuels de cet 

important groupe de bactéries. La séquence complète du génome est actuellement 

disponible pour les souches de plusieurs espèces rhizobiennes anciennes et récentes. 

Indépendamment de cela, l'augmentation des explorations de légumineuses ainsi que des 

études avancées sur de nouvelles espèces de légumineuses dans différentes régions 

géographiques offrent encore plus d'opportunités pour isoler et caractériser davantage 

d'espèces rhizobiennes. De plus, de nombreuses souches isolées à partir de nodules de 

légumineuses différentes dans différents écosystèmes sont en projet pour l’analyse du 

génome qui conduira à des changements dans la taxonomie des bactéries nodulantes 

(Velázquez et al.,2017). La combinaison d'études polyphasiques et phylogénétiques a 
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permis de modifier considérablement la taxonomie des Rhizobia ces dernières années. Le 

tableau 1 présente la diversité des Rhizobia identifiés à partir de cette nouvelle approche. 

  

Tab. 1 : Taxonomie des Rhizobia (Rao et al., 2018) 
 

           Souches de Rhizobium                   Plantes hôtes 

       Classe α-Proteobacteria  

       I Ordre Rhizobiales 

       I Famillle Rhizobiaceae 

          Genre Rhizobium (98) 

 

 

 Lotus, Phaseolus, Astragalus, Sesbania, 

Medicago, Mimosa, Indigofera, Hedysarum, 

Medicago, Populus, Vicia, Lespedeza, Oryza, 

Albizzia, Kummerowia, Dalbergia, Caragana, 

Trigonella, Sphaerophysa, Oxytropis, Mung 

bean, Vigna, Rosa, Leucaena, Dalea, Clitoria, 

Siratro, Cowpea, Lemna, Calliandra, Pongamia, 

Arachis, Pueraria 

        Genre Ensifer  

(anciennement Sinorhizobium) (18) 

 

Glycine, Sesbania, Acacia, Medicago, Prosopis, 

Kummerowia, Leucaena, Abrus, Lotus, 

Argyrolobium, Psoralea 

       Genre Allorhizobium (1) Neptunia 

       Genre Shinella (1) Kummerowia 

      Genre Pararhizobium (1) Tumeur des fruits (non-symbiotique) 

      II Famille Phyllobacteriaceae  

     Genre Mesorhizobium (40) 

 

Lotus, Astragalus, Leucaena, Sesbania, 

Amorpha, Prosopis, Albizzia, Biserrula, 

Caragana, Anthyliis, Robinia, Alhagi, Anagyris, 

Acacia, Sophora 

      Genre Phyllobacterium (8) Lathyrus, Argyrolobium, Astragalus, Brassica, 

Phaseolus, Lotus, Sophora 

     Genre Aminobacter (1)  Anthyllis 

     III Famillle Bradyrhizobiaceae  

     Genre Bradyrhizobium (36) 

 

Glycine, Vigna, Lespedeza, Beta, Entada, 

Pachyrhizus, Lablab, Arachis, Cytisus, Retama, 

Aeshynomene, Acacia, Inga, Lupin, Phaesolus, 

Cowpea, Centrolobium, Erythrophleum, 

Neonotonia, Desmodium, Lupinus 

     Genre Blastobacter (1) Aeschynomene 

     Genre Photorhizobium (1) Aeschynomene 

     IV Famille Hyphomicrobiaceae  

     Genre Devosia (1) Neptunia 

     Genre Azorhizobium (3) Sesbania 

    V Famille Methylobacteriaceae  

     Genre Methylobacterium (3) Crotalaria, Trifolium phyllosphere 

     Genre Microvirga (4) Lupinus, Listia, Cowpea 
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     VI Famille Brucellaceae  

     Genre Ochrobacterium (2) Lupinus, Cytisi 

      II Ordre Burkholderiales  

     Famille Burkholderiales  

     Genre Burkholderia (17) 

 

Dalbergia, Machaerium, Mimosa, Lebeckia, 

Aspalathus, Papilionoid legumes 

    Genre Cupriavidus (ancien Ralstonia) (2) 

 

Mimosa, Phaselous, Leucaena 

 

     (  ) : Nombre des espèces 
 

2-3-Caractéristiques des Rhizobia 

2-3-1- Caractères morphologiques 

 Les Rhizobia sont des bactéries capables d'établir des associations symbiotiques avec 

beaucoup de légumineuses et quelques espèces non légumineuses. Ayant la capacité 

d'envahir et de former des nodules sur les racines (ou parfois sur les tiges) de ces dernières, 

dans lesquelles la fixation d'azote (N2) a lieu (Mehboob et al., 2013). Les Rhizobia sont 

des bactéries à Gram négatif, non sporulantes (Holt et al., 1994) se présentant sous deux 

formes :  

      -La forme végétative : Les bactéries apparaissent sous forme de bâtonnets réguliers de 

0,6 à 0,9 µm de largeur sur 1,2 à 3µm de longueur et sont mobiles par un flagelle polaire 

ou un flagelle subpolaire pour les Rhizobia à croissance lente ou par deux à six flagelles 

péritriches pour les Rhizobia à croissance rapide (Holt et al., 1994). 

       -La forme bactéroïde : A l’intérieur des cellules du cortex racinaire, les Rhizobia se 

transforment en bactéroïdes de forme branchée, sphérique ou en massue. Il existe des 

bactéroïdes réguliers et des bactéroïdes irréguliers. Chez Rhizobium trifoli, R. 

leguminosarum et S. meliloti, les individus sont irréguliers ayant une taille à peu près dix 

fois plus grande que celle de la forme végétative (Somasegaran et Hoben, 1994). 

2-3-2- Caractères biochimiques  

Les Rhizobia sont des bactéries chimioorganotrophes, utilisent des carbohydrates 

relativement simples comme le glucose, le mannitol, le saccharose et des composés 

aminés. Certaines espèces exigent des vitamines pour leur croissance. Les Rhizobia à 

croissance rapide peuvent croître dans une large gamme de carbohydrates, mais ont une 

croissance meilleure en présence de glucose, de mannitol ou de saccharose. La majorité 

des souches à croissance lente préfère le pentose (Somasegaran et Hoben, 1994). 

2-3-3- Caractères physiologiques  

Les Rhizobia sont des aérobies ou microaérophiles et peuvent croitre à une faible tension 

en oxygène (pression de 0,01 atm). Le pH optimum de croissance se situe entre 6 et 7, plus 
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exactement 6,8, mais certaines souches tolèrent un milieu acide (pH = 4) comme R. 

japonicum. La température idéale se situe entre 25-30ºC (Holt et al., 1994), mais certaines 

souches tolèrent des températures de l’ordre de 40, 42 et 45° C (Ruiz-Diez et al., 2009).  

2-3-4- Caractères culturaux 

Les Rhizobia à croissance rapide produisent une turbidité dans le milieu liquide en 2 à 3 

jours, cependant, ceux à croissance lente produisent une turbidité en 3 à 5 jours. Le Yeast 

Extract Mannitol Agar (YEMA) est un des milieux solides les plus utilisés pour la culture 

des Rhizobia. Sur ce milieu, les colonies apparaissent sous forme circulaire, blanchâtres, 

élevées, opaques ou laiteuses, humides, translucides, mucilagineuses, de 2 à 4 mm de 

diamètre, à contour régulier et elles peuvent être brillantes (Holt et al., 1994). Les colonies 

jaunes pales sont rencontrées surtout dans les cultures âgées (Somasegaran et Hoben, 

1994). 

2-3-5-Caractères génétiques  

Le génome des Rhizobia a une longueur de 6 872 702 pb avec une teneur en GC de 

61,18% et comprend 5 réplicons, un chromosome circulaire de taille 4 537 948 pb et 4 

plasmides circulaires de taille 4 537 948 pb. Parmi 6 643 gènes prévus, 6 581 sont des 

gènes codant pour des protéines et 62 gènes codent pour un ARN. La majorité (72,44%) 

ont reçu une fonction putative, tandis que les autres ont été annotés sous forme de protéines 

hypothétiques (Reeve et al., 2010). 

2-4-Processus de nodulation 

Le processus de nodulation peut se subdiviser en plusieurs étapes. La perception du facteur 

Nod (FN) par la plante va déclencher un enchaînement d’événements aboutissant à la 

formation du nodule: (1) déformation des poils absorbants de la racine permettant 

d’englober la bactérie située à proximité ; (2) formation d’un cordon d’infection conduisant 

la bactérie jusqu’à un primordium nodulaire ; et (3) libération des bactéries par endocytose 

dans les cellules du primordium nodulaire. Au sein de ce primordium nodulaire, les 

bactéries se différencient en bactéroïdes, alors capables de convertir le N2 en NH3 (Giraud 

et al., 2007) (Fig.2). 
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Fig.2 : Signalisation de la symbiose et immunité des plantes impliquées dans la 

spécificité de reconnaissance dans les interactions légumineuses-rhizobiennes (indiquées 

par les étoiles rouges). (A) Le processus d'infection et le développement de nodules. Un nodule mature 

indéterminé contient une zone de méristème (I), une zone d'infection (II), un interzone (IZ), une zone de 

fixation de l'azote (III) et une zone sénescente (IV). (B) L'hôte sécrète des flavonoïdes pour induire 

l'expression du gène de la nodulation bactérienne (nod) par l'activation des protéines NodD. Les enzymes 

codées par les gènes nod conduisent à la synthèse de facteurs Nod (FN) reconnus par les récepteurs de 

facteurs Nod hôtes (NFR). La spécificité de la reconnaissance se produit à la fois entre les flavonoïdes et les 

NodD et entre la NF et les NFR. (C) En plus de la signalisation NF, les bactéries produisent également des 

polysaccharides extracellulaires (EPS) et des effecteurs de type III pour faciliter leur infection lors 

d'interactions compatibles, mais ces molécules peuvent également induire des réponses immunitaires 

provoquant une résistance à l'infection dans des interactions incompatibles. (D) Certaines légumineuses telles 

que Medicago codent des peptides antimicrobiens riches en cystéine (NCR) spécifiques aux nodules pour 

amener leurs partenaires bactériens à la différenciation terminale requise pour la fixation de l'azote. 

Cependant, certaines souches rhizobiennes ne peuvent pas survivre à l'activité antibactérienne de certaines 

isoformes de peptides, ce qui entraîne la formation de nodules défectueux pour la fixation de l'azote 

(Wang et al., 2018). 
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2-4-1-Echange de signal  

L'établissement de la symbiose entre légumineuses et Rhizobia nécessite une 

reconnaissance mutuelle des deux partenaires, qui commence lorsque les flavonoïdes 

(métabolites secondaires de la plante) sont reconnus comme inducteurs spécifiques des 

gènes de nodulation (Nod) chez les Rhizobia (Skorupska et al., 2017). La symbiose 

Rhizobium-légumineuses commence par un échange de signal entre la plante hôte et son 

microsymbiote (Wang et al., 2018). Les racines des légumineuses sécrètent des composés 

phénoliques, principalement (iso) flavonoïdes (Montiel et al., 2018). Ces flavonoïdes, 

synthétisés et sécrétés, agissent comme des molécules de signalisation, attirent les 

Rhizobia vers les plantes hôtes et induisent l'expression des gènes Nod qui déclenchent les 

premières étapes du développement des nodules (Menéndez et al., 2017). 

2-4-1-1-Flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire produits par 

les plantes. Plus de 10 000 variants structuraux de flavonoïdes ont été décrits (Weston et 

Mathesius, 2013). Les flavonoïdes sécrétés sous forme d'aglycones et de glycosides 

constituent une grande partie des exsudats racinaires. Le squelette des flavonoïdes est 

synthétisé par condensation de la 4-coumaryl-CoA fournie par la chalcone synthase, mais 

plusieurs modifications de cette structure produisent différentes classes de flavonoïdes: 

flavanones, flavones, isoflavonoïdes, chalcones et anthocyanidines (Harborne et Williams, 

2000). Les flavonoïdes servent de molécules de signal dans la rhizosphère pour concentrer 

les Rhizobia compatibles et induire la biosynthèse du FN. Ce sont des chimioattractants 

pour les Rhizobia (Cooper, 2007), des inducteurs de l'expression génique des Nods, des 

déterminants de la spécificité de l'hôte et des régulateurs du transport de l'auxine dans les 

racines lors de la formation de nodules (Hassan et Mathesius, 2012).  

2-4-1-2-Facteurs Nod 

En réponse aux flavonoïdes des plantes, les Rhizobia produisent des FN qui induisent la 

déformation des racines, la formation de fils d’infection, la réponse initiale dans la division 

cellulaire corticale des racines et la formation des primordia des nodules. Les FN sont 

structurellement divers et une seule souche rhizobienne peut produire une gamme de ces 

métabolites. Ils sont produits par des Rhizobia appartenant aux α et à la majorité des β-

protéobactéries (Moulin et al., 2001). 

La perception des flavonoïdes attire la bactérie à la racine et active l’expression génique du 

Rhizobium, ce qui conduit à la production et à la sécrétion de lipo-chito-oligosaccharides 

spécifiques à la souche, également appelés FN (Liu et Murray,2016). 
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 Les FN ont un squelette oligosaccharidique d’unités N-acétyl-D-glucosamine avec un 

groupe acyl gras attaché au sucre non réducteur. Un déterminant majeur de la spécificité 

hôte-symbiose est attribué aux différents substituants FN liés au squelette de 

l’oligosaccharide (Streng et al., 2011). 

2-4-2-Infection  

L’infection débute par l'adhésion bactérienne à l’extrémité des racines dans les couches de 

cellules épidermiques (Gage, 2004). Les Rhizobia ont deux voies principales pour pénétrer 

dans la racine de la plante : par les poils radiculaires ou par des fissures dans le tissu 

épidermique des racines. L'infection des poils absorbants est la plus courante (Kondorosi et 

al., 2013). 

La pointe des poils radiculaires émergents est la principale cible d'infection par Rhizobium, 

probablement parce que leurs parois cellulaires plus minces et moins réticulées permettent 

de réorganiser les microtubules sous-jacents, modifiant ainsi le trafic vésiculaire vers la 

pointe en croissance et permettant ainsi une pénétration ultérieure des Rhizobia. La 

fixation des Rhizobia aux poils absorbants stimule la déformation de ces poils et favorise 

également la division des cellules corticales.  

Les Rhizobia pénètrent par la pointe déformée du poil absorbant qui recouvre une petite 

proportion des bactéries qui se divisent continuellement (Gage, 2004). La microcolonie 

incluse a probablement une concentration enrichie en FN ainsi que des enzymes dégradant 

la paroi cellulaire. Des structures spécialisées, appelées fils d'infection, commencent à se 

former et permettent aux bactéries de pénétrer dans la racine. Ces fils d'infection sont 

principalement constitués de composants de la paroi des cellules végétales et permettent à 

la bactérie de continuer à proliférer dans la plante hôte (Clúa et al., 2018). Les étapes 

ultérieures de l’infection sont hautement spécifiques et sont initiées après la croissance des 

bactéries piégées par les poils absorbants. La prolifération bactérienne dans les poils 

absorbants est probablement due à l’accumulation des FN dans le foyer d’infection, ce qui 

peut être important pour activer des événements ultérieurs. Les bactéries se divisent à 

l'extrémité du fil d'infection en croissance, formant une colonne de bactéries. Si plus d'un 

type bactérien est piégé par la boucle du poil absorbant, le processus tend à sélectionner un 

type bactérien, ce qui entraîne une infection clonale. L'initiation de l'infection est une étape 

majeure pour la discrimination des espèces bactériennes appropriées. Elle implique un taux 

élevé de FN et avec un degré de spécificité élevé (Oldroyd et Downie, 2008). 

 

 

https://www.mdpi.com/search?authors=Joaqu%C3%ADn%20Cl%C3%BAa&orcid=
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2-4-3-Organogenèse nodulaire 

L’organogénèse des nodules est initiée dans le cortex, où les Rhizobia envahissants, 

stimulant des taux élevés de FN entrainent une activation mitotique des cellules corticales 

dans la racine. Cela aboutit finalement au développement du primordium du nodule (Xiao 

et al., 2014). Les bactéries sont libérées près du bout du fil d’infection en croissance par un 

processus ressemblant à une endocytose (Ivanov et al., 2012), les bactéries sont entourées 

d’une membrane d’origine végétale appelée membrane péri-bactéroïde (MPB), qui forme 

ce que l’on appelle le symbiosome (Brewin, 2004 ; Mehboob et al., 2013).  

L’organogenèse des nodules nécessite l’intégration du FN et la signalisation hormonale 

(Oldroyd et al., 2011). Les hormones végétales sont des produits chimiques qui influent en 

petites quantités la croissance et le développement du nodule. En général, il est admis qu'il 

existe cinq grandes classes d’hormones végétales, nommées auxines, cytokinines, éthylène, 

gibbérellines et acide abscissique. Chaque hormone a des fonctions positives ou 

inhibitrices. Il est maintenant bien établi qu'il existe deux sources de phytohormones 

naturellement disponibles pour les plantes : production endogène par les tissus végétaux et 

production exogène par les micro-organismes associés (Giraud et al., 2007). En plus de ces 

hormones, d’autres constituants cellulaires des bactéries semblent contribuer au processus 

de l’organogénèse tels que les polysaccharides excrétés par les bactéries. 

2-4-4-Maturation des bactéroïdes 

La formation de symbiosomes ainsi que la différenciation en bactéroïdes sont induites par 

les plantes. La MPB qui entoure les bactéroïdes est une interface active où se produit un 

échange de métabolites entre symbiotes. Les cellules végétales contenant des symbiosomes 

subissent également une différenciation profonde, augmentant la quantité de leurs 

structures membranaires (réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi), qui participent 

au développement des processus biosynthétiques de la MPB. De nombreuses protéines 

associées à la fixation de l'azote apparaissent dans ces cellules de novo (Sulima et al., 

2015). 

 2-4-5- Morphologie des nodules 

Il existe deux types morphologiques majeurs de nodules chez les légumineuses. Le type de 

nodule est déterminé par la plante hôte. Ils peuvent être regroupés en nodules indéterminés 

et déterminés. Les différences entre les deux types de nodules sont le site des premières 

divisions cellulaires internes, le maintien d'une région méristématique et la forme des 

nodules matures. Pour les nodules indéterminés, les premiers événements de division 

cellulaire se produisent de manière anticlinale dans le cortex interne, suivis des divisions 
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périclinales dans l'endoderme et le péricycle. Collectivement, ces divisions mènent à la 

formation des primordia de nodule.  Les nodules indéterminés ont un méristème plus 

persistant, ce qui donne des nodules de forme cylindrique, comme en témoignent les 

nodules de la luzerne (Medicago sativa), de trèfle (Trifolium repens), de pois (Pisum 

sativum) et de Medicago truncatula. Le méristème apical produit continuellement de 

nouvelles cellules infectées par des bactéries. À maturité, les nodules indéterminés 

contiennent une population hétérogène de bactéroïdes fixateurs d’azote en raison de la 

poursuite de la division cellulaire, ce qui entraîne un gradient d’état de développement au 

fur et à mesure de l’allongement du nodule. Ces nodules ont également un système 

vasculaire différent, moins ramifié que les nodules déterminés (Wang et al.,2018). 

Les nodules déterminés, en revanche, sont généralement sphériques, n'ont pas de 

méristème persistant et ne présentent pas de gradient de développement évident.  Les 

premiers événements de division cellulaire d'un nodule déterminé se produisent 

généralement de manière sous-épidermique dans le cortex externe (Haag et al., 2013). À 

maturité, les nodules déterminés contiennent une population relativement homogène de 

bactéroïdes fixateurs d'azote (Maróti et Kondorosi, 2014). La différenciation des cellules 

infectées étant synchrone, suivie d'une sénescence. Ces nodules ont une durée de vie de 

quelques semaines. Lorsque les vieux nodules vieillissent, de nouveaux nodules se forment 

sur des parties de la racine récemment développées (Puppo et al., 2005). Les nodules 

déterminés forment également des lenticelles, qui sont des structures qui renforcent les 

échanges gazeux. Les légumineuses qui forment des nodules déterminés sont 

principalement des espèces tropicales et subtropicales, y compris le soja (Glycine max), la 

pongamia (Pongamia pinnata) et le haricot (Phaseolus vulgaris), mais comprennent 

également d’autres espèces plus tempérées telles que Lotus japonicus (Wang et al., 2018).  
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Fig 3: Morphologies nodulaires à travers les légumineuses (Sprent et al., 2017). 

a) Nodule déterminé, b) Nodule indéterminé  

2-5-Génétique de la nodulation 

2-5-1-Gènes de nodulation des Rhizobia (Gènes nod) 

Les gènes bactériens impliqués dans le processus d'infection sont appelés gènes de 

«nodulation» ou gènes nod qui contrôlent la spécificité de l’hôte, l’infection et la formation 

des nodosités. Ces gènes nod sont impliqués dans un dialogue moléculaire entre les 

partenaires symbiotiques (Dénarié et al., 1996). 

La capacité des Rhizobia à former des nodules repose sur la présence dans leur génome 

d’un ensemble de gènes de nodulation (gènes nod, nol, noe) indispensables à la symbiose. 

Les gènes nod sont impliqués dans la biosynthèse de lipochitooligosaccharides (FN), 

agissant comme molécules signal et induisant la formation des nodules (Boivin-Masson et 

al., 2006). Les gènes nod sont activés par les flavonoïdes des exsudats racinaires émis par 

l’hôte. Ils sont localisés sur un grand fragment d’ADN circulaire (ou plasmide) du 

Rhizobium appelé plasmide Sym (pour symbiose) (Madigan et Martinko, 2007). 

2-5-1-1- Gènes nod communs 

 Les gènes communs nodA, nodB et nodC sont des gènes clés de la nodulation car ils sont 

responsables de la synthèse du squelette commun des FN (Boivin-Masson et al., 2006).  

Ces gènes sont communs à tous les Rhizobia (Duhoux, 2004) et sont réunis en un même 

opéron (Davet, 1996).  

Ces gènes sont physiquement et fonctionnellement conservés chez toutes les espèces de 

Rhizobia et leurs mutations provoquent une perte complète de la capacité à infecter et à 

noduler les plantes hôtes. En effet, ces gènes sont indispensables pour induire le 

recourbement des poils absorbant et inciter la division des cellules corticales (Werner, 

1992 ; Pelmont, 1995). 
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2-5-1-2- Gènes nod spécifiques 

Les gènes hsn (host specific nodulation) sont des gènes spécifiques de la plante à infecter 

(Pelment,1995), présents chez certaines espèces et non chez d’autres. Ces gènes sont 

responsables de la spécificité d'hôte et de la reconnaissance entre la bactérie et la plante, 

étape préalable à l'infection (Davet,1996). 

2-5-1-3- Gènes nodD  

Les gènes nodD sont des gènes de régulation présents en plusieurs exemplaires dans 

certaines souches et sont nécessaires à l’activation des autres gènes nod sous l’action des 

flavonoïdes (Pelmont,1995). Une fois activé, le Nod D se lie aux sites régulateurs des 

opérons porteurs des autres gènes nod et active leur transcription (Geurts et Bisseling, 

2002). 

2-5-2-Gènes nif et fix 

         Gènes nif 

Les bactéries fixatrices d’azote possèdent une vingtaine de gènes nif qui contrôlent la 

synthèse d’un complexe enzymatique (nitrogénase) responsable de la réduction de l’azote 

moléculaire en ammoniac (Dénarié, 2008). Ce complexe enzymatique est constitué de 

deux métalloprotéines de tailles différentes : le site de la réduction du substrat 

correspondant à la MoFe-protéine ou dinitrogénase (245 KDa) et le donneur d'électrons 

correspondant à la Fe-protéine ou dinitrogénase réductase (64 KDa). La Fe-protéine est un 

dimère de deux sous unités polypeptidiques identiques codé par le gène nif H. Quant à la 

Mo-Fe-protéine, elle est un tétramère composée de deux sous unités non identiques codée 

par les gènes nif D et nif K (Werner, 1992 ; Hopkins, 2003). 

          Gènes fix  

Les gènes fix sont des gènes propres aux fixateurs symbiotiques et impliqués dans les 

étapes tardives de développement des nodules lors de la fixation symbiotique azotée (Noel, 

2009). Ces gènes sont tous nécessaires pour la fixation de l'azote : les gènes fixNOQP 

codent pour une cytochrome oxydase, fixGHIS codent pour la pompe cationique et 

fixABCX codent pour une flavoprotéine. Dans l’environnement des nodules racinaires, 

cette oxydase offre l'énergie nécessaire, alors que la flavoprotéine dirige le flux d'électrons 

à l'oxydase (Crossman, 2005). 
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2-6-Biochimie de la nodulation 

2-6-1-Nitrogénase 

La nitrogénase est un complexe enzymatique qui réduit l’azote atmosphérique en 

ammonium dans l’environement microaérophile du nodule. La nitrogénase catalyse la 

réduction de N2 en ammoniac dépendante de Mg ATP. 

                                              Nitrogénase 

N2+ 8eˉ + 16ATP + 8H+                                                           2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi 

Bien qu'il existe plusieurs types de nitrogénases, les Rhizobia ne possèdent que le type 

contenant du molybdène. Les nitrogénases de Mo sont formées de deux composants 

métalliques, la dinitrogénase [protéine de molybdène-fer (MoFe)] et la dinitrogénase 

réductase (protéine de Fe) (Menéndez et al., 2017). 

2-6-2-La léghémoglobine 

La léghémoglobine est une protéine présente uniquement dans les nodosités racinaires. La 

synthèse de la léghémoglobine dépend d’information génétique apportée par la plante et la 

bactérie, aucun des deux partenaires n’étant capable de la produire indépendamment de 

l’autre (Perry et al., 2004). La globine étant codée par le génome de la plante, l’hème étant 

au contraire sous le contrôle du génome de la bactérie symbiotique (Madigan et al.,2007). 

Elle donne une coloration rouge aux nodules racinaires qui constitue un critère de l’activité 

des nodules des légumineuses symbiotes (Tourte et al., 2005). 

 Il a été admis pour longtemps que la seule fonction de cette molécule était de piéger, avec 

une très forte affinité, toute trace d’oxygène qui aurait pu pénétrer dans le nodule, 

protégeant ainsi la nitrogénase bactérienne de son effet toxique. En fait, elle assure 

également l’apport d’oxygène aux oxydases situées enfin de la chaîne d’oxydoréduction 

des bactéroïdes (Wajcman et Kiger, 2002) 

II- Facteurs influençant la fixation symbiotique 

Un environnement favorable est vital pour la production de légumineuses, mais des 

conditions environnementales sévères limitent la croissance et l’activité des bactéries 

fixatrices de N2 chez l’hôte (Naveed et al., 2017). Plusieurs facteurs, dont le stress 

hydrique, la salinité, le pH défavorable du sol, la carence en éléments nutritifs, la toxicité 

minérale, les températures extrêmes, la photosynthèse inadéquate, les maladies des plantes, 

les carences en oligo-éléments, etc., inhibent la nodulation et limitent la vigueur de la 

légumineuse hôte (Brockwell et al., 1995). 
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1- Salinité          

La salinité élevée du sol limite la productivité des légumineuses en affectant négativement 

la croissance de la plante hôte, le développement de bactéries des nodules racinaires et la 

capacité de fixation de N2 (El Sabagh et al., 2015).  Les effets du stress salin sur la 

nodulation et la fixation de l'azote des légumineuses ont été examinés dans plusieurs 

cultures (Nithyakalyani et al., 2016). La salinité réduit de manière significative la hauteur 

des plants, la biomasse, la nodulation, en plus d'autres paramètres physiologiques, par 

exemple, la teneur en eau, la perméabilité de la membrane, la conductance stomatique, etc. 

En outre, une salinité élevée provoque la suppression de la photosynthèse, réduit le 

rendement en masse sèche des tiges, des racines et de nodules, diminue la survie des 

bactéries nodulaires dans le sol et la rhizosphère, augmente le temps de génération et 

perturbe l'ultrastructure cellulaire. La salinité réduit, aussi, la production du FN chez R. 

etli, R. tropici et S. arboris. La stimulation ou la suppression des FN sous les conditions de 

stress peuvent affecter les symbioses légumineuses-Rhizobia. En outre, il a été récemment 

signalé que l'inhibition des molécules à la surface des cellules comme le glucane, les LPS 

et EPS de certaines bactéries nodulantes, sous stress salin, affecte les performances 

symbiotiques des bactéries sensibles. En revanche, les bactéries tolérantes produisent, au 

contraire, toutes les biomolécules actives de surface et ont démontré une activité 

symbiotique de haute qualité même sous conditions de stress salin (Zahran et al., 2017). 

2- Sécheresse 

Le stress hydrique modifie les cellules rhizobiennes et conduit à une réduction de 

l'infection et la nodulation des légumineuses. Il a des effets néfastes sur la croissance des 

plantes et la productivité en créant la déshydratation et le stress osmotique. La sécheresse 

limite les flux de CO2 dans les tissus mésophylles, nuit à la photosynthèse en modifiant les 

pigments photosynthétiques et les glucides, et accélère la production d'espèces réactives de 

l'oxygène (ROS) (Raghavendra et al., 2010).  

3- Température 

La combinaison légumineuse-Rhizobium a une température optimale autour de 30 à 40°C, 

l’exposition des deux partenaires symbiotiques à des températures extrêmes altère 

l'infection, la nodulation, le développement de nodule, le fonctionnement général des 

nodules, la croissance et la productivité des plantes (Mohammadi et al., 2012). La 

température élevée du sol a une influence marquée sur la survie et la persistance des 

souches rhizobiennes. L'influence de la température sur Rhizobium semble dépendre de la 
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souche. Par exemple, Bradyrhizobium sp. (Lupin) est moins sensible que R. 

leguminosarum bv. trifolii à une température élevée du sol (Triplett et Sadowsky, 1992).  

4- pH 

Une faible survie et une croissance médiocre des Rhizobia, ainsi que l'inhibition de 

l'initiation de la formation de nodules, sont les principales réponses qui conduisent à 

l'échec de la symbiose dans les sols acides. L’acidité affecte la croissance des 

légumineuses et le processus d'infection. Cet effet est dû, en partie à une perturbation de 

l’échange de signaux entre macro et microsymbiotes (Gopalakrishnan et al., 2015). 

5- Autres facteurs 

Les produits agrochimiques interagissent également avec les Rhizobia et réduisent le 

nombre de sites racinaires disponibles pour l’infection. En outre, les produits 

agrochimiques bloquent les mécanismes de signalisation entre Rhizobia et légumineuses, 

inhibent l'interaction entre eux et la transformation de l'ammoniac en nitrates. De plus, la 

croissance et l'activité des bactéries fixatrices d'azote endogènes ou endophytes sont 

également affectées.  

De même, les métaux lourds ont des effets néfastes sur la nodulation et la fixation de 

l'azote des légumineuses (Klimek-Kopyra et al., 2015). 

La fertilisation azotée est nécessaire comme azote de départ pour obtenir un rendement 

substantiel de légumineuses au stade où la fixation symbiotique de l'azote est incapable 

d’en fournir suffisamment (Buttery et Dirks, 1987), mais des quantités excessives d'azote 

soluble dans le sol restreignent ou réduisent généralement la nodulation et la fixation 

d'azote chez les légumineuses (Afza et al., 1987) 

III-Interaction synergique des Rhizobia avec des micro-organismes 

bénéfiques  

Récemment, l’accent a été mis sur la co-inoculation dans laquelle les microorganismes 

interagissent en synergie pour améliorer la performance d’autres microorganismes 

bénéfiques. C’est une approche efficace et plus sûre que l’inoculation simple car les 

formulations d’inoculant microbien contenant une seule souche ont souvent montré des 

résultats incohérents (Naveed et al., 2015). 

Les co-inoculants interagissent en synergie ou fonctionnent comme des bactéries « 

auxiliaires » pour améliorer la performance d'autres micro-organismes bénéfiques 

(Mehboob et al., 2013). 
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La combinaison des rhizobactéries améliorant la croissance des plantes (Plant Growth-

Promoting Rhizobacteria) (PGPR) avec les espèces de Rhizobium constitue un outil 

pertinent, efficace, rentable et écologique permettant d’améliorer la fiabilité des inocula, la 

croissance végétale et la productivité dans des conditions diverses (Naveed et al., 2015) 

(Fig. 4). Selon de nombreux auteurs, la co-inoculation des légumineuses avec Rhizobium et 

des PGPR pourrait également être une approche efficace pour induire la tolérance à la 

salinité, améliorer la nodulation, la croissance et le rendement dans des conditions de stress 

salin de plusieurs légumineuses, telles la luzerne, le soja, le trèfle (Younesi et al., 2013), le 

pois chiche (Panwar et al., 2016), le haricot (Egamberdieva et al., 2013) et la fève (Aamir 

et al., 2013). 

La capacité des co-inoculants à favoriser la croissance peut être affectée par divers facteurs 

tels que la spécificité de la souche, la dose optimale de l’inoculum appliqué, l’efficacité de 

la souche, la composition des exsudats racinaires de la plante hôte, la variation de la 

température et l’interaction de l'inoculum avec la microflore rhizosphérique prédominante 

dans un environnement particulier. Par conséquent, diverses bactéries du sol telles que 

Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, les actinomycètes, etc. sont utilisées en 

combinaison avec les Rhizobia pour améliorer la croissance et le rendement des 

légumineuses (Nadeem et al., 2013). Les effets synergiques du Rhizobium lorsqu'il est 

utilisé en combinaison avec des micro-organismes bénéfiques ont été démontrés dans 

plusieurs études (Tab. 2). 
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Fig. 4 : Différentes stratégies améliorant la symbiose légumineuse-Rhizobium (Naveed 

et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

Tab. 2: Inoculation rhizobienne en association avec des rhizobactéries ou des 

champignons mycorhiziens arbusculaires afin d’améliorer la nodulation et la 

biomasse des légumineuses (Naveed et al., 2015).  

 

 

Rhizobia   
 

Co-inoculants                  
 
Plante hôte 

Mécanisme(s)/     

proposé(s) 

réponse de la plante                                                                                                                              
 

Rhizobium spp. 

Souche Mg6                    

 

Souches PGPR 

A1etA2 

 

Phaseolus 

vulgaris 

 

Activité ACC  

désaminase 

 

R.  leguminosarum  

  bv viciae                                           

Champignons 

mycorhiziens 

arbusculaires 

 

Viciae faba                     
Mobilisation du P, Fe, 

K et d’autres minéraux      

 

Rhizobium sp.                      
PGPR fertilisants 

riches en P 

     

Cicer  

arietinum              
Amélioration de la 

croissance et de la 

nodulation par l’ACC 

désaminase 

                                                                                                                        
B. japonicum souches 

MN-S et TAL- 102                

Champignons AM 

Glomus intraradice  
V. radiate                         Amélioration 

significative de la 

biomasse végétale et la 

teneur en N 

Rhizobium sp.  

Souche PK20                   
Pseudomonas sp. 

M9                 
          - Activité ACC  

désaminase de 

Pseudomonas sp. 

M9 
 R. leguminosarum 
PR1         

Pseudomonas sp. 

Souche NARsl   
 Lens culinaris                  augmentation de la 

croissance et de 

l’absorption des 

nutriments         

R. leguminosarum  

           
Pseudomonas spp.       V. faba                              Solubilisation du P et 

production de 

phytohormones et 

sidérophores 

Mesorhizobium sp.  

  BHURCO3     
Pseudomonas 

aeruginosa 

BHUPSB02 

C. arietinum                         Amélioration de 

l’absorption du P et Fe, 

de la nodulation et de la 

production de l’AIA 

                                                                                                                      
R. leguminosarum         PGPR fertilisants 

riches en P 

 

L. culinaris Activité ACC  

désaminase des PGPR 

et compétence 

symbiotique des 

Rhizobia 

 
Rhizobium sp.             Pseudomonas sp. 

LG ou Bacillus 

sp.BX                                                             

P. vulgaris                          Solubilisation du P et 

production d’AIA, NH3 

et sidérophores 
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 1-Azospirillum  

Azospirillum est une PGPR reconnue pour sa capacité à améliorer la nodulation et la 

biomasse des légumineuses en tant que co-inoculant des Rhizobia. Elle améliore l’infection 

rhizobienne, la formation de nodules et la fixation de N2 via l'amélioration de la production 

des hormones des plantes et des sidérophores et l’amélioration de l'absorption totale des 

minéraux (Cassan et al., 2009). De nombreuses études ont démontré l’amélioration de la 

nodulation et de la croissance d'une large gamme des légumineuses en raison de 

l'interaction positive entre les Rhizobia et les bactéries du genre Azospirillum, à savoir le 

trèfle blanc, la féverole, les pois chiches, les pois cajan et le soja (Khan et al., 2017).  

2-Azotobacter  

Azotobacter est une autre PGPR qui a montré une augmentation de la nodulation, de la 

biomasse végétale et du rendement de diverses légumineuses, à savoir, lentilles, haricot, 

soja, trèfle, pois chiches et arachide, à la suite de sa double inoculation avec Rhizobium 

(Akhtar et al., 2012). 

3- Bacillus  

Le genre Bacillus est l’une des bactéries les plus connues du sol. Il s’est avéré efficace 

avec les Rhizobia en tant que promoteur de la nodulation et de la biomasse de diverses 

légumineuses par l’amélioration de la colonisation, l’occupation des nodules, la production 

de phytohormones et sidérophores, la lutte biologique contre les maladies et l’absorption 

efficace de nutriments (Atieno et al., 2012). L’augmentation considérable de l’activité de 

la nitrogénase après co-inoculation peut s’expliquer par l’influence indirecte de 

l’endophyte Bacillus subtilis sur les plantes. La capacité de la bactérie à synthétiser et à 

sécréter des substances bioactives telles que les phytohormones a été signalée. Elles ont 

une influence positive sur la croissance, le développement et la ramification des poils du 

trèfle et de la luzerne (Niewiadomska et al., 2018) 

4- Pseudomonas  

Plusieurs espèces de Pseudomonas, y compris P. fluorescens 2137, Pseudomonas sp. 

PGER 17, P. striata; P. putida; P. trivialis 3Re27; P. maltophilia; et P. jessenii PS06 se 

sont avérées avoir un rôle dans l’amélioration de la nodulation et la biomasse de diverses 

légumineuses lorsqu’elles sont utilisées en association avec les Rhizobia. La longueur 

racine / tige, la surface foliaire, l'activité de la nitrogénase, la fixation de N2, la teneur 

totale en N et le poids de la bimasse végétale sont les caractéristiques des plantes 

améliorées par Pseudomonas en combinaison avec les Rhizobia. De plus, cette co-

inoculation a significativement augmenté le taux de croissance et la tolérance au sel et a 
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supprimé les effets néfastes du stress dans les plantes cultivant dans les sols salins 

(Younesi, 2013). 

5-Champignons mycorhiziens arbusculaires 

Les champignons mycorhiziens arbusculaires (AMF) forment un symbiote bénéfique en 

association avec la majorité des plantes et jouent un rôle central dans la croissance et le 

développement des plantes poussant dans des conditions environnementales variées 

(Navarro et al., 2013). La performance symbiotique légumineuses-Rhizobia a été 

améliorée suite à l’application de l’AMF. La double inoculation avec Rhizobium augmente 

significativement la nodulation, l’activité de la nitrogénase et la tolérance des plantes à la 

salinité. Les légumineuses possédant un taux élevé de colonisation vésiculaire par l’AMF 

(50–70%) avaient des biomasses sèches des racines et des feuilles, une teneur en 

chlorophylle, un nombre de nodules significativement plus élevés et une augmentation des 

concentrations de P, N et Mg++par rapport aux plants non mycorhizés (Naveed et al., 

2015). 

6- Actinobacteria 

De nombreux genres d’Actinobacteria ont été identifiés comme «Aides» du processus 

symbiotique Rhizobia–légumineuses (Solans et Vobis, 2013). Les actinomycètes sont 

attrayants car leurs métabolites secondaires pourraient être des sources prometteuses de 

nouveaux antibiotiques et de régulateurs de croissance pour d'autres organismes. Plusieurs 

auteurs ont signalé une accumulation plus importante d'azote dans les tiges et une 

augmentation du poids des graines de soja en raison de la double inoculation de la souche 

P4 de Streptomyces et B. japonicum (Swarnalakshmi et al., 2016). Plusieurs travaux ont 

affirmé que l'un des mécanismes probables par lequel Streptomyces lydicus WYEC108 

augmentait la taille moyenne des nodules et améliorait la vigueur, la longévité et la 

capacité de fixation de l'azote des bactéroïdes dans les nodules est une amélioration de 

l'assimilation nodulaire du fer et éventuellement d'autres nutriments du sol (Swarnalakshmi 

et al., 2016). 

L’analyse de la cinétique de la nodulation dans les cas de la co-inoculation suggère que 

l'effet des Actinobacteria opérant au début du processus d'infection et de nodulation des 

racines maintient le taux de nodulation initial plus longtemps que lorsque les bactéries 

fixant le N2 sont inoculées seules. De même, Tokala et al. (2002) ont émis l'hypothèse que 

les Rhizobia pourraient utiliser les sites de colonisation racinaire des Streptomyces en tant 

que sites d'infection préférentiels ou opportunistes, où Streptomyces lydicus WYEC108 

colonise simplement les jeunes poils absorbants des plants de pois en germination.  
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La co-inoculation avec ces PGPR peut affecter indirectement le dénombrement et 

augmenter l'activité d'autres microorganismes du sol. Les bactéries qui favorisent la 

croissance peuvent exercer une influence directe sur les plantes, car elles facilitent 

l’absorption des nutriments dans l’environnement et la production de phytohormones. Elles 

peuvent également avoir une influence indirecte en réduisant les effets nocifs et en 

protégeant les plantes contre les organismes pathogènes (Sharma et al., 2016). 

6-1- Caractéristiques générales des Actinobacteria 

Les Actinobacteria encore appelées actinomycètes sont des bactéries à Gram positif, 

filamenteuses, aérobies, hétérotrophes et mésophiles. Elles ont une teneur en GC% 

supérieure à 55% qui les différencie des autres bactéries (Trujillo et al., 2015). Les 

actinobacteries sont capables de former des hyphes ramifiés fragmentés ou non et des 

spores asexuées (Lechevalier et Lechevalier, 1981). La croissance de ces bactéries donne 

naissance à des colonies circulaires constituées de filaments qui irradient par croissance 

centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance. Cela explique leur 

dénomination qui provient de deux substantifs grecs 'aktis' : rayon et 'mykes' : champignon, 

qui signifie « champignons à rayons» ou « champignons rayonnant» (Barka et al., 2016). 

En outre, elles forment phylogénétiquement une branche à part et sont caractérisées par 

une très grande diversité morphologique, pouvant aller de la forme cocci à la forme 

mycélienne parfaite (Goodfellow et al., 2012). 

Les Actinobacteria sont reconnues comme l'une des plus grandes unités taxonomiques dans 

le domaine des bactéries (Chaudhary et al., 2013). Leur taxonomie est basée sur un 

ensemble de caractères morphologiques, physiologiques, chimiotaxonomiques et 

génomiques (Tiwari et Gupta, 2013). Ainsi, le traitement basé essentiellement sur la 

phylogénie de l’ARNr 16S, a considérablement modifié tous les niveaux de leur 

taxonomie. Selon la deuxième édition du « Bergeys Manuel of Systematic Bacteriology, 

2012», le phylum des Actinobacteria est ainsi divisé en six classes, 22 ordres et de 

nombreuses familles (Annexe 1) (Goodfellow et al., 2012). 

La physiologie diversifiée et la flexibilité métabolique des Actinobacteria leur permettent 

de survivre sous des conditions diverses. Ces espèces sont les plus grands producteurs 

d’enzymes extracellulaires comme les amylases, les xylanases, les lipases, les chitinases, 

les cellulases, les protéases… Elles sont responsables de la décomposition et la 

minéralisation des matières organiques (lignine, cellulose...) (Lima et al., 2017). Elles sont 

également responsables de la biosynthèse de nombreux métabolites bioactifs ainsi que la 
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production de pigments et de composés volatils qui donnent au sol son odeur 

caractéristique (Sharma et al., 2014).  

Les Actinobacteria sont des microorganismes très ubiquistes, colonisant des niches 

écologiques très diverses et en particulier le sol (Khasabuli et Kibera, 2014). Les 

Actinobacteria du sol sont surtout présentes en surface, on estime qu’elles sont réparties à 

raison de 106 à 109 cellules par gramme de sol (Barka et al., 2016). Le nombre et le type 

d’Actinobacteria présentes dans le sol sont fortement influencés par la température, le pH, 

le type de sol, la teneur en matière organique, les pratiques culturales, l'aération et la teneur 

en eau (Amule et al., 2018a ; Amule et al., 2018b)  

 La plupart des Actinobacteria sont des organismes saprophytes, qui passent la majeure 

partie de leur cycle de vie sous forme de spores semi dormantes, en particulier dans les 

conditions limitées en nutriments, tandis que d'autres sont des symbiotes bénéfiques (Barka 

et al., 2016). Ces bactéries peuvent être également des épiphytes ou endophytes des tissus 

végétaux de nombreux hôtes, notamment l’orge, le blé, le riz, le soja, le niébé, le pois 

chiche, la banane, la tomate et les plantes médicinales. Parmi elles, Streptomyces est le 

genre prédominant, suivi par Actinomadura, Microbispora, Micromonospora, Nocardia, 

Actinoplanes, Mycobacterium, Saccharopolyspora, Frankia et Verrucosispora (Sathya et 

al., 2017). 

IV- Caractéristiques PGP des Actinobacteria et des Rhizobia    

Dans l’écosystème rhizosphérique, l’interaction hôte-microbiote est un concept établi. 

Cette région est considérée comme vitale pour la vigueur et le développement des plantes. 

Cette relation de symbiose microbienne complexe, affinée et diversifiée est régie par des 

pressions sélectives réciproques. Les bactéries rhizosphériques stimulatrices de la 

croissance des plantes, qualifié de PGPR colonisent la rhizosphère en utilisant les exsudats 

racinaires comme substrats nutritifs, mais à la différence des autres bactéries 

rhizosphériques elles ont, en retour, un effet bénéfique sur la plante via une multitude de 

mécanismes. Son interaction avec les plantes évoque divers types de réponses locales et 

systémiques qui améliorent la capacité métabolique des plantes à lutter contre les stress 

abiotiques 

En se basant sur leurs activités fonctionnelles, les PGPR sont classées comme 

biofertilisants (augmentant la disponibilité des nutriments pour la plante), 

phytostimulateurs (promotion de la croissance des plantes, généralement par la production 

de phytohormones), rhizoremediateurs (dégradation des polluants organiques) et 
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biopesticides (contrôle des maladies, principalement par la production d'antibiotiques et de 

métabolites antifongiques) (Somers et al., 2004). En outre, dans la plupart des cas étudiés, 

une seule PGPR montre souvent des modes d'action multiples (Ahemad et Kibret, 2014) 

(Fig. 5)  

Comme toutes les PGPR les Rhizobia et les Actinobacteria emploient également à la fois 

de mécanismes directs et indirects ayant une influence sur la croissance et la protection des 

plantes soit légumineuses ou non legumineuses.  La diversité et l'interaction entre ces 

bactéries et les plantes seront discutées, en se concentrant sur leurs aspects écologiques et 

leurs applications potentielles en agriculture. 

 

 

 

 

Fig.5 : Mécanismes directs et indirects médiés par les rhizobactéries favorisant la   

croissance des plantes (PGPR) (Figueiredo et al., 2016). 

 
1- Biofertilisation  

1- 1- Fixation d'azote 

L'azote est un nutriment vital pour la croissance et la productivité des plantes. Différents 

microorganismes de la rhizosphère assurent une fixation biologique de l’azote et le 

transforment en ammoniac, forme assimilable par la plante à l’aide d’un système 

enzymatique complexe connu sous le nom de nitrogénase (Sathya et al., 2017). 
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Les PGPR ont la capacité de fixer l'azote atmosphérique et le fournir aux plantes par deux 

mécanismes : symbiotique et non symbiotique (Gouda et al., 2018). La fixation 

symbiotique de l'azote est une relation de mutualisme entre la plante et la bactérie (Gupta 

et al., 2015). Les associations les plus connues sont celles des Rhizobiaceae et des 

Actinobacteria (Sathya et al., 2017). Les Rhizobia, comme décrit précédemment, 

établissent des relations symbiotiques avec des légumineuses caractérisées par la formation 

de nodosités sur les racines hôtes. En plus des rhizobia, le genre Frankia appartenant aux 

Actinobacteria est un fixateur polyvalent d’azote, chez les non légumineuses (arbres et 

arbustes ligneux) dans des conditions de symbiose et de vie libre. Il infecte les cellules 

racinaires des plantes actinorhiziennes soit par une infection intracellulaire des poils 

racinaires ou par une invasion des racines intercellulaires (Nimaichand et al., 2016). 

La fixation de l'azote peut aussi être non symbiotique chez les non légumineuses. Elle peut 

être assurée par plusieurs Actinobacteria endophytes comme Arthrobacter, Agromyces, 

Corynebacterium, Mycobacterium, Micromonospora, et Streptomyces (Sathya et al., 

2017). En effet, la fixation non symbiotique fournit en général un flux d’azote plus faible 

aux plantes associées que la fixation symbiotique (Swarnalakshmi et al., 2016 ; Numan et 

al., 2018). Cependant, elle présente une grande importance agronomique (Gupta et al., 

2015). 

1-2 -Solubilisation du Phosphate 

Le phosphore (P) est un macronutriment essentiel pour la croissance et le développement 

des plantes mais aussi un important élément nutritif limitant cette croissance (Franco-

Correa et Chavarro-Anzola, 2016). Il joue un rôle important dans pratiquement tous les 

processus métaboliques majeurs de la plante, y compris la photosynthèse, le transfert 

d'énergie, la transduction du signal, la biosynthèse de macromolécules et la respiration 

(Gouda et al., 2018). 

Le phosphore est présent dans le sol à la fois sous forme organique (phosphomonoesters et 

phosphotriesters) et inorganique (composés minéraux insolubles) (Oteino et al., 2015). 

Malgré son abondance dans le sol, les plantes ne l'assimilent que sous deux formes 

solubles (les ions monobasiques et diabasiques). La capacité de certains micro-organismes 

à convertir le phosphate insoluble en une forme accessible est une caractéristique 

importante des PGPR pour augmenter leur rendement (Zaidi et al., 2015).  Les principaux 

mécanismes de la solubilisation des phosphates employés par les PGPR comprennent : 

 (1) la solubilisation après libération d’acides organiques de faible poids moléculaire 

(Gouda et al., 2018), comme l’acide citrique, gluconique, lactique, malique, oxalique, 
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propionique, et succinique (Sathya et al., 2017). La libération de ces acides mobilisant le 

phosphore par l'intermédiaire d’interactions ioniques avec les cations du sel de phosphate 

conduit à l'acidification de l’environnement des cellules microbiennes et par conséquent la 

libération du phosphate sous forme ionique (Saharan et Nehra, 2011 ; Nimaichand et al., 

2016). 

(2) La minéralisation du phosphore organique se fait par la libération d'enzymes 

extracellulaires phytases et phosphatases catalysant l'hydrolyse des esters phosphoriques 

(Franco-Correa et Chavarro-Anzola, 2016).  

(3) la libération de phosphate pendant la dégradation du substrat (minéralisation biologique 

des phosphates) est une autre stratégie (Gupta et al., 2015). 

Plusieurs genres bactériens solubilisent le phosphate comme les Rhizobia (R. 

leguminosarum, S. meliloti, M. mediterraneum, Bradyrhizobium sp. et B. japonicum) 

(Gopalakrishnan et al., 2015), Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, 

Microbacterium, Pseudomonas, Erwinia, Flavobacterium et Serratia (Gouda et al., 2018) 

et les Actinobacteria comme Arthrobacter, Rhodococcus , Streptomyces, Micromonospora 

et Nocardia (Sathya  et al., 2017). Ces bactéries pourraient donc constituer une source 

prometteuse comme agents biofertilisants dans l'agriculture (Oteino et al., 2015 ; Zaidi et 

al., 2015). 

1-3 -Solubilisation du potassium 

Le potassium (K) est un macronutriment essentiel pour la croissance des plantes. Les 

concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement très faibles et plus de 

90% existe sous forme de roches insolubles et de minéraux silicatés. En plus d'augmenter 

la résistance des plantes aux maladies, aux parasites et aux stress abiotiques, le potassium 

joue également un rôle important dans l'activation enzymatique, la synthèse protéique et la 

photosynthèse (Amaresan et al., 2018). Sans potassium adéquat, les plantes ont des racines 

mal développées, une faible production de graines, un taux de croissance lent et un 

rendement inférieur. La capacité de quelques micro-organismes à convertir le potassium 

insoluble en forme accessible est un trait important des PGPR (Gouda et al.,2018). Le 

principal mécanisme de solubilisation du potassium de ces bactéries est la production 

d’acides organiques tels que l’oxalate, le succinate et le citrate (Figueiredo et al., 2016). 

Les bactéries les plus impliquées dans la solubilisation du potassium sont notamment 

Arthrobacter sp., Streptomyces spp. (Etesami et al., 2017), Pseudomonas, Bacillus, 

Rhizobium, Agrobacterium, Klebsilla, Erwinia (Wang et al., 2020), Acidothiobacillus spp., 
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Bacillus edaphicus, Bacillus mucilaginosus, Burkholderia spp. et Paenibacillus spp. (Dos 

Santos et al., 2020). 

2 -Phytostimulation  

2-1- Production d’hormones de croissance 

L’un des mécanismes directs de promotion de la croissance des plantes utilisé par les 

PGPR est la production de phytohormones telles les auxines, les cytokinines, les 

gibbérellines, l'éthylène et l'acide abscissique. Ce sont des composés organiques naturels 

qui influencent les processus physiologiques de la plante à de très faibles concentrations 

(Vejan et al.,2016 ; Vargas et al., 2017). Ces phytohormones sont impliquées dans la 

régulation de plusieurs étapes de la croissance et du développement des plantes telles que 

l’élongation et la division cellulaire, la différenciation tissulaire et l’augmentation de 

l'absorption des nutriments et de l'eau (Gouda et al., 2018) (Fig. 6). 

 

 

Fig.6 : Modalités de l’atténuation du stress osmotique par les PGPR (Yang et al., 

2009). ABA : Acide abscissique, AIA : acide indole acétique, ROS : Dérivé réactif 

d’oxygène   
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2-1-1-Acide indole acétique (AIA)  

L’acide indole acétique (AIA) est l’auxine naturelle la plus répandue chez les plantes 

(Franco-Correa et Chavarro-Anzola, 2016) et quantitativement la plus produite par les 

PGPR (Gouda et al., 2018). L’AIA fonctionne comme une molécule de signal importante 

dans la régulation du développement des plantes (Ruzzi et Aroca, 2015). Généralement, il 

affecte la division, l'extension et la différenciation des cellules végétales ; stimule la 

germination des graines des semences et des tubercules; augmente le taux de 

développement du xylème et des racines; contrôle les processus de croissance végétative et 

initie la formation des racines latérales et adventives. Il intervient également dans les 

tropismes en réponse à la gravité (gravitropisme) ou à la lumière (phototropisme), affecte 

la photosynthèse, la formation de pigments, la biosynthèse de divers métabolites et la 

résistance aux conditions de stress (Ahemad et Kibret, 2014 ; Gupta et al., 2015). L’AIA 

est également impliqué dans la fixation d’azote (Sahasrabudhe, 2011) et l'initiation et le 

développement des nodules chez les légumineuses telles que Medicago (Martinez-Hidalgo 

et al., 2014).  

La capacité à produire cette phytohormone est rapportée chez (80%) des bactéries 

rhizosphériques. En effet, le tryptophane est le principal précurseur de la biosynthèse de 

l'AIA chez les bactéries, le récupérant à partir des exsudats racinaires (Gupta et al., 2015). 

Selon Ahemad et Kibret (2014), au moins cinq voies ont été décrites pour la biosynthèse de 

l'AIA chez les microorganismes, dont la plupart présentent une similarité avec celles 

décrites chez les plantes, bien que certains intermédiaires puissent différer. Cependant, la 

formation de l’AIA via la voie de l'acide indole-3-pyruvique et la voie de l'indole-3-

acétaldéhyde est le mécanisme le plus commun chez les bactéries (Gupta et al., 2015). En 

effet, il a été rapporté que parmi les communautés bactériennes du sol, plusieurs genres tels 

que Rhizobium, Bradyrhizobium, Pseudomonas, Agrobacterium, Enterobacter, Klebsiella 

(Gupta et al., 2015), Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus (Ferreira et al., 

2019) Streptomyces, Frankia, Nocardia et Kitasatospora sont capables de produire l’AIA 

participant ainsi à la promotion de la croissance de plusieurs plantes économiquement 

importantes (Numan et al., 2018). 

2-1-2-Cytokinines 

Les cytokinines sont des phytohormones qui jouent un rôle crucial dans pratiquement tous 

les aspects de la croissance et du développement des plantes tels que la division cellulaire 

l'activation de la germination des graines, la régulation de la différenciation vasculaire, la 

promotion de la ramification, la croissance des racines et le développement des fleurs et 
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des fruits. Cependant, l'effet physiologique le plus dominant des cytokinines est 

l'élongation des tiges (Vejan et al.,2016) et le développement des nodules fixateurs d'azote 

chez les légumineuses (Davies, 2018), en particulier pour l’initiation des divisions des 

cellules corticales des racines et l’induction de l’expression des gènes dans la voie de 

signalisation des facteurs Nod (Wang et al., 2018). 

En effet, ce type de molécules peut être produit par plusieurs PGPR comme Azotobacter 

sp., Rhizobium sp., Pantoea agglomerans, Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas 

fluorescens et Bacillus subtilis (Gupta et al., 2015) et divers genres d’Actinobacteria (Van 

der Meij et al., 2017) tels que Streptomyces (Sharma et al., 2014) et Arthrobacter (Gouda 

et al., 2018). Cependant, les souches de Rhizobium sont signalées comme les bactéries les 

plus productrices des cytokinines (Patil et al., 2017) et en particulier Rhizobium 

leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum et Sinorhizobium meliloti (Goswami et al., 

2016). 

2-1-3-Gibbérellines 

Les gibbérellines sont principalement impliquées dans plusieurs processus de 

développement des plantes tels que la division cellulaire, la germination des graines, 

l'élongation des tiges, la floraison et le développement des fruits (Vejan et al., 2016). Elles 

semblent être nécessaires à différentes étapes de la nodulation des légumineuses (Vargas et 

al., 2017). Leur production est détectée chez diverses PGPR telles Azotobacter sp., 

Pantoea agglomerans, Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas fluorescens, Bacillus 

subtilis, Paenibacillus polymyxa (Gupta et al., 2015), Rhizobium, S. meliloti 

(Gopalakrishnan et al., 2015) et diverses Actinobacteria rhizosphériques et endophytes 

(Van der Meij et al., 2017). 

2-1-4- Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase 

L'éthylène est une hormone végétale synthétisée d’une manière endogène par les plantes 

(Aamir et al., 2013). Elle est impliquée dans beaucoup de processus physiologiques, 

comme la croissance et l’élongation des racines, la germination des graines, la floraison, la 

maturation des fruits, l’abscission des feuilles, la régulation de la sénescence et la 

formation de nodules (Dos Santos et al., 2020). Cependant, dans des conditions de stress 

telles que celles générées par la salinité, la sécheresse, l'exploitation de l'eau, les métaux 

lourds et la pathogénicité, le taux d'éthylène endogène augmente significativement, ce qui 

affecte négativement la croissance globale des plantes (Ahemad et Kibret, 2014). Certaines 

des conséquences de la surproduction de cette molécule comprennent l’induction de la 

défoliation et les processus cellulaires qui conduisent à l'inhibition de la croissance des 
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racines et des tiges en même temps que la sénescence prématurée, ce qui entraîne une plus 

faible performance des cultures (Vejan et al.,2016). De plus, l'éthylène, à forte 

concentration, empêche le développement des nodules (Aamir et al., 2013) et affecte la 

fixation de l'azote chez les légumineuses (Vejan et al.,2016). 

La surproduction de l’éthylène en réponse aux stress biotiques et abiotiques conduit à 

l'inhibition de la croissance de la plante dans son ensemble (Ahemad et Kibret, 2014). 

Certaines PGPR produisent de l’ACC désaminase, une enzyme capable de cliver l’ACC 

(acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique), le précurseur immédiat de l'éthylène en 

ammoniac et en α-cétobutyrate, favorisant ainsi la croissance et le développement des 

plantes en diminuant les niveaux d'éthylène (Ruzzi et Aroca, 2015).  Les PGPR produisant 

cette enzyme soulageraient ainsi la plante de plusieurs stress causés par la salinité élevée, 

la sécheresse, les métaux lourds et les effets des agents pathogènes (Van de Poel et Van 

Der Straeten, 2014). 

L’ACC désaminase est synthétisée par plusieurs genres bactériens tels Acinetobacter, 

Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, 

Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia, Rhizobium (Kenneth et al., 2019), 

Bradyrhizobium (Gopalakrishnan et al., 2015) et de nombreuses Actinobacteria comme 

Streptomyces, Amycolatopsis, Nocardia et Rhodococcus (Sathya et al., 2017).  

De nombreuses souches telles R. leguminosarum bv. viciae, R. hedysari, R. japonicum, R. 

gallicum, B. japonicum, B. elkani, M. loti et S. meliloti peuvent aussi produire l’ACC 

désaminase (Gopalakrishnan et al., 2015).  L'inoculation par ces bactéries favorise 

l'élongation racinaire de la plante, stimule la croissance des tiges, facilite l'absorption de N, 

P et K, améliore la nodulation rhizobienne et induit la tolérance à la salinité et la 

sécheresse chez diverses cultures (Ahemad et Kibret, 2014). Ainsi, l’inoculation des 

semences avec des rhizobactéries productrices de l'ACC désaminase est l’approche la plus 

prometteuse afin d’améliorer la production et le rendement des cultures dans les régions 

touchées par la salinité (Chaudhary et Sindhu, 2017). 

3 - Biocontrôle  

3-1- Compétition pour l´espace et les nutriments 

 Dans la rhizosphère, une réduction de la maladie chez les plantes, peut être associée à une 

colonisation importante des racines ou des sites d’infection par les rhizobactéries 

bénéfiques, ce qui peut se traduire par une réduction de l’espace nécessaire à la croissance 

du pathogène.  Ainsi, la PGPR doit être présente sur les racines en nombre suffisant pour 

avoir un effet bénéfique et être capable d´instaurer une compétition pour les éléments 
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nutritifs indispensables à la survie et au développent des organismes pathogènes (Beneduzi 

et al., 2012). 

Un autre aspect important de la compétitivité d'une PGPR est sa capacité à utiliser 

rapidement et efficacement les éléments nutritifs présents en faibles concentrations et 

persister longtemps dans le sol (Labuschagne et al., 2010). Outre la vitesse de croissance  

intrinsèque, les autres propriétés renforçant la colonisation racinaire sont la mobilité 

(présence d’un flagelle), le chimiotactisme, les lipopolysaccharides (LPS) et la faculté 

d’utilisation des composés excrétés par les racines en tant que sources de carbone et 

d´azote (Kenneth et al., 2019). 

3-2- Antibiose  

L’antibiose est considérée comme l’un des mécanismes les plus puissants utilisés par les 

PGPR contre les phytopathogènes dans le sol (Gupta et al., 2015). Il consiste en une 

inhibition directe de la croissance du pathogène via la production de métabolites ayant des 

propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Saharan et Nehra, 2011). 

 Les Actinobacteria se classent parmi les microorganismes les plus actifs en production 

d'antibiotiques (Agadagba, 2014) dotés d’un large spectre d’activités : antibactérienne, 

antifongique, antivirale et antiparasitaire (Sathya et al., 2017). 

L’antibiose est également l’un des mécanismes efficaces des Rhizobia pour prévenir la 

prolifération des phytopathogènes par le biais de la synthèse de composés antimicrobiens, 

en particulier des bactériocines ayant un spectre d’activité bactéricide plus ou moins large 

sur les germes pathogènes, par exemple : la trifolitoxine secrétée par R. Leguminosarum 

bv. Trifolii et la rhizobiotoxine élaborée par B. Japonicum (Patil et al., 2017). En effet, de 

nombreuses espèces rhizobiennes telles B. japonicum, S. meliloti et R. leguminosarum sont 

antagonistes aux pathogènes fongiques y compris Rhizoctonia solani, Macrophomina 

phaseolina et Fusarium solani. (Gopalakrishnan et al., 2015). Il a été également souligné 

que les Rhizobia ont également la capacité d'inhiber une variété de bactéries 

phytopathgènes comme Clostridium sp., Vibrio sp., Enterobacter sp. et Pseudomonas 

savastanoi (Vargas et al., 2017). 

3-3-Production d’enzymes 

La production d’enzymes est un autre mécanisme de lutte biologique utilisé par les PGPR 

pour limiter la prolifération des agents phytopathogènes. Ces bactéries sont capables de 

synthétiser une grande variété d'enzymes extracellulaires (Martinez-Hidalgo et al., 2014), 

telles que les nucléases, lipases, glucanases, xylanases, amylases, protéinases, peptidases, 

peroxydases, chitinases, cellulases, ligninases, pectinases, hemicellulases et kératinases 
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pouvant lyser les cellules des germes pathogènes (Sathya et al., 2017). Grâce à l’action de 

ces enzymes, ces rhizobactéries jouent un rôle très important dans la promotion de la 

croissance des plantes, en les protégeant contre le stress biotique par la suppression des 

champignons pathogènes (Gupta et al., 2015). En effet, il a été montré que des souches de 

Pseudomonas fluorescens LPK2, Sinorhizobium fredii KCC5 (Gouda et al., 2018) et 

Streptomyces (Nareshkumar et al., 2016) produisent la bêta-glucanase et la chitinase 

inhibant la croissance de Fusarium oxysporum, agent de la fusariose (Vejan et al.,2016). 

3-4- Compétition pour le fer et la production de sidérophores 

Le fer est un micronutriment indispensable pour la majorité des organismes vivants, y 

compris les bactéries, les champignons et les plantes. Le fer participe aux réactions 

d'oxydo-réduction et il constitue un cofacteur fondamental dans un certain nombre 

d'enzymes tels les cytochromes, la catalase, la peroxydase, les ribonucléotides réductases et 

la nitrogénase (Paul et Dubey, 2015). Bien que le fer soit présent sur terre en grande 

quantité, il est inaccessible aux plantes et aux microorganismes. Dans l’environnement 

aérobie, le fer se présente principalement sous forme de Fe3+et est susceptible de former 

des hydroxydes et des oxyhydroxydes insolubles, le rendant ainsi inaccessible aux plantes 

et aux microorganismes (Sathya et al., 2017). 

Sous des conditions limitantes en fer, les PGPR synthétisent des composés à faible poids 

moléculaire (~ 500-1000 Daltons) appelés sidérophores (Gouda et al., 2018) qui se 

caractérisent par une très forte affinité pour le fer ferrique (Fe3 +) (Sathya et al., 2017), 

permettant sa solubilisation et son extraction à partir de complexes minéraux ou organiques 

dans l'environnement (Vejan et al.,2016).  

Il existe une très grande diversité de sidérophores bactériens avec plus de 500 types 

identifiés à ce jour, de structures chimiques différentes. Ils se répartissent en trois grandes 

familles selon le groupe fonctionnel caractéristique : hydroxamates, catécholates et 

carboxylates. (Franco-Correa et Chavarro-Anzola, 2016). 

Les sidérophores libérés par les PGPR chélatent le fer minéral (Fe3+) par la formation d’un 

complexe soluble (sidérophores /Fe3+) et le transportent vers la cellule microbienne où il 

est repris par l'intermédiaire de récepteurs cellulaires spécifiques capables de le reconnaître 

et de le transporter par un mécanisme actif. Une fois dans la cellule, le complexe va donc 

se dissocier, et le fer ferrique (Fe3+) est réduit en fer ferreux (Fe2+). Ainsi, Fe2+ va être 

utilisé par la cellule, tandis que le sidérophore dissocié du fer est alors recyclé vers le 

milieu extracellulaire (Zaidi et al., 2015).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
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Les sidérophores peuvent aussi jouer un rôle crucial dans la protection des plantes contre 

les organismes phytopathogènes (surtout les champignons) en privant ces derniers du fer 

disponible dans la rhizosphère. Bien que les champignons phytopathogènes synthétisent 

également des sidérophores, ceux-ci ont généralement une plus faible affinité pour le fer 

par rapport à ceux produits par les PGPR (Sathya et al., 2017). 

Quoique les sidérophores soient principalement spécifiques du fer, ils peuvent aussi 

complexer d’autres métaux lourds en les rendant solubles. De ce fait, les sidérophores 

bactériens aident à atténuer les contraintes imposées aux plantes par des niveaux élevés de 

métaux lourds dans le sol (Patil et al., 2017 ; Dos Santos et al., 2020) 

Enfin, ils ont d’autres fonctions biologiques telles que l’amélioration de la fixation d'azote 

et l’augmentation de la nodulation. Par conséquent, les souches PGPR productrices de 

sidérophores peuvent être exploitées comme co-inocula avec les Rhizobia pour apporter 

une amélioration de la croissance et du développement des légumineuses (Mehboob et al., 

2013). 

Les bactéries telles Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia (Gupta et al., 

2015), S. meliloti, R. tropici, R. leguminosarum (Naveed et al., 2015), Streptomyces, 

Rhodococcus, Actinomadura et Nocardia produisent des sidérophores (Sathya et al., 2017). 

3-5- Composés volatiles  

Les composés volatiles produits par les rhizobactéries sont suspectées d’inhiber la 

croissance de plusieurs phytopathogènes (Saharan et Nehra, 2011). L’émission de ces 

substances est une caractéristique commune d'une grande variété d’espèces bactériennes 

telles Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Arthrobacter, Stenotrophomonas (Gouda et al., 

2018) et Streptomyces (Wang et al., 2013). 

Le cyanure d’hydrogène (HCN) est un métabolite secondaire produit par certaines 

rhizobactéries dont la glycine est le précurseur immédiat (Kenneth et al., 2019). Bien que 

l’HCN soit un inhibiteur métabolique général, il est synthétisé, excrété et métabolisé par 

plusieurs organismes, dont les bactéries comme un moyen d'éviter la prédation ou la 

compétition (Saharan et Nehra, 2011). L’HCN est un inhibiteur efficace de la cytochrome 

c oxydase de la chaîne respiratoire (Audrain et al., 2015) et d’autres métallo-enzymes 

(Kenneth et al., 2019). En général, il n'y a pas d'effet négatif sur les plantes hôtes par 

inoculation avec des souches bactériennes productrices de HCN (Kundan et al., 2015). 

L’HCN joue un rôle dans la lutte biologique contre les mauvaises herbes (Saharan et 

Nehra, 2011). Il peut être produit par plusieurs genres bactériens tels Rhizobium, 



39 
 

Alcaligenes, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas (Patil et al., 2017) et Streptomyces 

(Anwar et al., 2016). 

D’autres composés volatiles tels le 2,3-butanediol et l’acétoïne libérés par des PGPR 

entraînent une amélioration appréciable de la croissance de la plante en induisant sa 

résistance aux maladies et sa tolérance aux stress abiotiques (Gouda et al., 2018). 

3-6 - Résistance Systémique Induite (RSI) 

La résistance systémique induite (RSI) est caractérisée par une colonisation des racines de 

l’hôte par des rhizobactéries non pathogènes qui sont en mesure de conférer à la plante un 

certain degré de protection à des attaques ultérieures par des phytopathogènes (Zaidi et al., 

2015). Cette « immunité » s’initie suite à la perception par la plante de molécules dites 

«éliciteurs» produites par les microorganismes bénéfiques. Ce phénomène fait appel à la 

reconnaissance par l’hôte d’éliciteurs produits par l’agent inducteur, à la transmission d’un 

signal pour propager l’état induit dans tous les organes de la plante et à l’expression de 

mécanismes de défense sensu stricto qui permettent de limiter la pénétration du pathogène 

dans les tissus de la plante (Jourdan et al., 2008). Cette étape nécessite des changements 

structurels comme la formation de nouveaux obstacles, l’activité accrue des enzymes 

lytiques, la production des métabolites secondaires et des enzymes extracellulaires 

(Labuschagne et al., 2010). En effet, de nombreux composants bactériens 

(lipopolysaccharides, flagelles, sidérophores, lipopeptides cycliques, 2,4-

diacétylphloroglucinol, acétoïne et 2,3-butanediol) activent les défenses de la plante contre 

différentes maladies (Zaidi et al., 2015). 

La résistance systémique induite (RSI) implique différentes voies dont la voie de l’acide 

jasmonique et l’éthylène jouent un rôle crucial dans la stimulation des réponses de défense 

de la plante hôte contre une variété de pathogènes végétaux fongiques, bactériens et viraux, 

et aussi vis-à-vis de maladies causées par certains insectes et nématodes (Gupta et al., 

2015). 

Ce mécanisme se déroule en trois étapes principales (Jourdan et al., 2008). 

1- Elicitation, les PGPR interagissent avec les racines de l’hôte et produisent des éliciteurs 

qui sont perçus par la plante ; 

2- après la reconnaissance des déterminants, un signal est transmis dans l’ensemble de la 

plante afin de l’alerter ; 

3- enfin, l'expression des mécanismes de défense de l'hôte. Ainsi, lors d’une éventuelle 

attaque par un agent phytopathogène, la plante sera en mesure de répondre plus 

efficacement à l’agression, elle devient résistante (Jourdan et al., 2008). 
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Dans le royaume bactérien, la liste des espèces décrites comme inductrices de l’RSI a 

augmenté rapidement au cours des dernières années. Elle inclut plusieurs espèces 

bactériennes comme P. fluorescens, Burkholderia phytofirmans, B. pumilus, Bacillus 

cereus, Rhizobium leguminosarum, P. putida et Serratia marcescens (Dos Santos et al., 

2020). 

En effet, plusieurs Actinobacteria sont également intensivement étudiées dans le contexte 

de la lutte biologique basée sur l’induction de la résistance en particulier les espèces de 

Streptomyces qui selon de nombreuses études, se sont montrées comme inducteurs 

efficaces de la résistance d’une gamme de plantes hôtes, y compris les cultures fourragères, 

les cultures maraîchères et les espèces ligneuses économiquement importantes telles que 

l'Arabidopsis, la pomme de terre, le chêne et l'eucalyptus (Sathya  et al., 2017).  
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PARTIE PRATIQUE 

A- Isolement et caractérisation des Rhizobia 

L’objectif de ce travail est d’isoler des Rhizobia à partir des nodules racinaires de la 

Luzerne (Medicago sativa) et caractériser les isolats sélectionnés du point de vue 

morphologique, biochimique. Leurs effets bénéfiques sur la croissance végétale et leur 

capacité nodulante sont également effectués. 

I- Matériel et Méthodes 

1- Collection des isolats bactériens 

La collecte des nodules des racines de luzerne est effectuée à partir de trois sites 

d’échantillonnage localisés à : 

Site 1 : ITGC (Institut Technologique des Grandes Cultures) Sétif.  

Site 2 : Ferme pilote de Béni Fouda (Sétif)  

Site 3 : Ain Oulmene   

La collecte des nodules est réalisée au stade de floraison-début gousses. La récolte est 

effectuée au printemps pendant les mois de Mars et Avril. A cette période de l’année, les 

nodules sont bien développés et visibles au niveau des racines et de couleur rougeâtre 

indiquant la présence de la léghémoglobine et la fixation active de l’azote. 

La collecte est réalisée selon les techniques préconisées par Vincent (1970) et 

Somasegaran et Hoben (1994). Il s’agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et 

20cm dans le sol pour extraire la plante et son appareil racinaire. Manuellement, on se 

débarrasse de la terre au niveau des racines sans toutefois endommager les nodules. Les 

racines avec leurs nodules sont placées dans des sacs en plastique stériles et transportées 

immédiatement au laboratoire. 

Au laboratoire, les racines sont lavées délicatement à l’eau de robinet, puis à l’aide d’un 

couteau, les nodules sont détachés et séchés dans du papier filtre. Ainsi, les nodules frais 

sont traités immédiatement ou bien conservés au réfrigérateur à 4°C jusqu’à 48h pour une 

utilisation ultérieure. 

2- Isolement des bactéries à partir des nodules 

2-1- Stérilisation des nodules 

Les nodules sont hydratés avec l’eau distillée dans des tubes Eppendorf. Après élimination 

de l’eau, les nodules sont stérilisés par immersion dans une solution d’hypochlorite de 

sodium 2% pendant 10 mn puis dans l’éthanol 75 % pendant 5 mn, ensuite, rincés 

plusieurs fois avec de l’eau distillée stérile.  
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2-2-Isolement  

Les nodules sont enfin écrasés dans 20µl d’eau distillée stérile. Le jus nodulaire obtenu ou 

ses dilutions sont ensemencés sur boite de Pétri contenant le milieu Yeast-Extract-

Mannitol-Agar (YEMA) (Annexe 2) (Vincent, 1970) et incubées à 28±2°C pendant 24 à 

48h. Les colonies sont repiquées jusqu’à obtention de cultures pures.  

Un total de 29 souches est recueilli et réparti comme suit : 11 souches du site 1, 9 souches 

du site 2, 9 souches du site 3. Les isolats sont conservés à 4°C sur milieu YEMA en gélose 

inclinée pour une courte durée (6 mois). Pour une conservation de longue durée, les isolats 

sont conservés dans du bouillon YEM additionné de glycérol à 30% puis gardés à -20°C. 

3- Caractérisation morpho-biochimique des isolats 

3-1- Caractères morphologiques  

 L’aspect des colonies est observé sur milieu YEMA. Une description macroscopique selon 

Somasegaran et Hoben (1994) est faite, relative à la forme, la taille, la couleur et la texture 

des colonies. L’observation microscopique des bactéries est réalisée après une coloration 

de Gram. 

3-2- Test au rouge Congo 

Afin de différencier les Rhizobia des contaminants, les isolats sont ensemencés par spot sur 

le milieu YEMA contenant le rouge Congo (0,0025%) incubé à 28±2°C pendant 24 à 48h. 

Les colonies typiques aux Rhizobia n’absorbent pas le rouge Congo ou l’absorbent 

faiblement par rapport aux contaminants (Somasegaran et Hoben, 1994). 

3-3-Test au bleu de Bromothymol 

Ce test permet de mettre en évidence la vitesse de croissance des Rhizobia. Un milieu 

YEMA additionné de 1% (p / v) de bleu de Bromothymol est ensemencé, par spot à partir 

de cultures bactériennes, incubé pendant 48 h à 28°C (Vincent., 1970). Ce colorant étant un 

indicateur de pH, il met en évidence l’acidification du milieu par un virage au jaune qui  

permet de distinguer les souches à croissance rapide (notamment les genres Rhizobium, 

Mesorhizobium, Sinorhizobium, etc.) en 24h d’incubation des autres souches à croissance 

lente (notamment Bradyrhizobium) dont l’acidification du milieu est tardive (après 5 à 

6jours) (Pagano, 2008). 

3-4- Test au 3-Cétolactose (Recherche de l’enzyme 3-cétoglucosidase) 

 Le test du 3-Cétolactose permet de distinguer entre Rhizobium et Agrobacterium 

(Bernaerts et De Ley, 1963). Ce dernier est le seul genre capable de produire l’enzyme 3-

cétoglucosidase.  Les souches sont mises en culture à 28°C pendant trois jours sur le milieu 

yeast-lactose-agar (Annexe 3). La révélation est mise en évidence par l’inondation des 



43 
 

boites avec le réactif de Benedict (Annexe 4) à température ambiante. La présence de 

l’enzyme 3-cétoglucosidase se manifeste par la formation d’un halo jaune de 2 à 3 cm de 

diamètre autour des colonies sur un fond bleu dû au réactif de Benedict, alors que 

l’absence d’un halo jaune signifie un résultat négatif. 

3-5-Test au bleu de Méthylène et au violet de Gentiane 

Le test consiste à cultiver les souches isolées sur le milieu YEMA contenant le bleu de 

Méthylène (0,1%) ou le violet de Gentiane (0,1%). Après incubation à 28°C pendant 2 à 7 

jour, l’absence de croissance traduit leur appartenance aux Rhizobia qui sont incapables de 

croitre sur ces milieux (Wei et al.,2003). 

4- Activités PGP des souches Rhizobium 

Les souches sélectionnées (n=6) se rapportant aux Rhizobia selon les caractéristiques 

phénotypiques sont testées pour leurs potentialités PGP.  

4-1- Solubilisation du phosphate sur un milieu liquide 

La capacité de solubilisation des phosphates est testée sur milieu Pikovskaya (PVK) 

contenant du phosphate tricalcique (Ca3HPO4) (Annexe 5) comme seule source de 

phosphate. Ce milieu est ensemencé par un volume (1% v/v) de chaque culture bactérienne 

et incubé à 28±2 °C/7jours. Les cultures sont ensuite centrifugées à 12000 rpm / 5mn. La 

quantité du phosphate soluble est mesuré par un dosage colorimétrique.  

Dans un tube à essai contenant 0.5 ml du surnageant sont ajoutés 0.5 ml d’acide 

trichloracétique (TCA) à 10% et 4ml du réactif coloré (rapport 1 :1 :1 :2 de H2 SO4 3M, 

molybdate d’ammonium à 2.5%, acide ascorbique à 10% et eau distillée stérile). Le 

mélange est incubé à une température ambiante pendant 15 mn. La production du 

phosphate soluble se traduit par une couleur bleue plus ou moins intense selon le taux du 

phosphate produit. La concentration du phosphate est déterminé par la mesure de la densité 

optique à 630 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée pour déterminer la concentration 

du phosphate (Olsen et Sommers, 1982). 

4-2 Production d’Acide Indole Acétique (AIA) 

La production de l’acide indole acétique (AIA) est testée sur milieu (DF) Dworkin et 

Foster (Annexe 6) additionné de tryptophane (1g /l) (Dworkin et Foster, 1958). Le milieu 

est ensemencé par 100 µl des cultures bactériennes. Après incubation à 28±2 °C/7jours, les 

cultures sont centrifugées à 12000 rpm/ 5mn et l’estimation de la quantité d’AIA dans le 

surnageant est réalisée par dosage colorimétrique selon la méthode de Loper et Scroth 

(1986). Un volume de 1ml du surnageant est mélangé à 2ml du réactif de Salkowski (50ml 

d’acide perchlorhydrique 35% et 1ml de FeCl3 0.5 M). La DO est mesurée à 530 nm. Les 
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concentrations de l’AIA sont déterminées à l’aide d’une courbe d’étalonnage obtenue dans 

un intervalle de 0 à10-5 M d’AIA (Sigma). 

4-3- Production de sidérophores 

Le milieu King B liquide (Annexe 7), étant donné sa composition exempte de fer, est 

préconisé pour mettre en évidence la production de sidérophores. Ce milieu est ensemencé 

par 100 µl de chaque culture et incubé à 28±2°C /72 h. Les cultures sont centrifugées à 

5000 rpm pendant 30mn. 500 µl du surnageant sont mélangés à 500 µl de la solution CAS 

(Shwyn et Neilands, 1987) (Annexe 8) et la DO est mesurée à 630nm après 20mn 

d’incubation.  

Le pourcentage des sidérophores est calculé selon la formule suivante :             

St-Se/St ×100            

St : DO de la solution CAS de couleur bleue intense (témoin).             

Se :DO de la solution de l’échantillon de couleur moins bleue à orange selon l’intensité de 

production. 

5- Inoculations bactériennes, croissance végétale et test de nodulation  

La capacité d’induire la formation de nodosités sur les racines de la légumineuse hôte est 

un critère de base pour la caractérisation des Rhizobia (Vincent, 1970 ; Somasegaran et 

Hoben, 1985). De ce fait, des essais de nodulation sont effectués afin d’évaluer la capacité 

symbiotique des isolats et de déterminer leur infectivité et leur efficience. L’infectivité de 

chaque souche est appréciée par le nombre de nodules formés sur la racine de chaque 

plante et l’efficience est estimée par l’observation de la couleur des nodules et la 

détermination de gain en matière sèche (partie aérienne) des plantes inoculées.  

5-1- Germination aseptique des graines 

Les graines de luzerne sont désinfectées à l’éthanol absolu pendant 5 à 10 s puis à 

l’hypochlorite de sodium (12°) pendant 3 mn. Ensuite, elles sont rincées abondamment à 

l’eau distillée stérile et mises à germer dans des boites de Pétri stériles contenant de l’eau 

gélosée (0,8%) et placées à l’obscurité à 28±2°C/ 48h.  

5-2- Culture et inoculation des plantules 

Les bactéries sont cultivées sur milieu YEM incubées à 28±2°C/ 48h, centrifugées à 

(12000rpm/10mn) et rincées deux fois avec l’eau distillée stérile puis ajustées à une densité 

voisine de 108 bactéries/ml. Les graines bien germées sont transférées dans des pots 

contenant 200g de sable tamisé et préalablement lavé puis stérilisé une heure à 121°C en 

trois cycles séparés par 24h. Trois graines sont semées aseptiquement dans chaque pot, 
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puis inoculées avec 1 ml de la suspension bactérienne de chaque isolat. Cette opération est 

répétée deux fois durant l’expérimentation. Trois pots sont utilisés pour chaque souche. 

Les plantes non inoculées sont utilisées comme témoins négatif (non azoté) et témoins 

positif (ayant reçu de l’azote : KNO3 0,5g/L). Enfin, les pots sont placés dans une chambre 

de croissance à température ambiante avec une photopériode lumière (16h)/obscurité (8h). 

Les plantules sont arrosées deux fois par semaine avec la solution nutritive dépourvue 

d’azote (solution de Fähreus) (Annexes 9) et de l’eau distillée stérile pour éviter toute 

contamination extérieure. Après 45 jours de culture, les plantes sont déterrées et inspectées 

pour la présence ou l’absence de nodules.  

6- Analyse des paramètres morpho- biochimiques des plantes 

6-1-Paramètres morphologiques 

Les racines et les feuilles sont séparées. Leurs tailles et leurs poids frais et secs (après 72h 

à 65°C) sont déterminés. 

6-2-Paramètres biochimiques 

Les teneurs en chlorophylle sont déterminées selon la méthode de Arnon (Arnon, 1949). 

Pour cela, 0.5g de feuilles de chaque échantillon sont découpées en petits segments 

(1mm2), homogénéisées dans 10 ml d’acétone à 80% et conservées à -10°C pendant une 

nuit.  L’extrait est ensuite centrifugé à 14000rpm/5mn et l’absorbance du surnageant est 

lue à 663, 645 et 470 nm. Les teneurs en chlorophylle a (Ch a), b (Ch b), totale (Ch t) et 

caroténoïdes exprimées en mg/g sont déterminées selon les équations suivantes : 

Ch a (mg/g) = 12, 41 DO (663) – 2, 59 DO (645) 

Ch b (mg/g) = 22, 9 DO (645) – 4, 68 DO (663) 

Ch t = Ch a + Ch b 

Caroténoïdes (mg/g) = [(1000 × DO (470)) – 1, 82 Ch a – 85,02 Ch b)] / 198 

7- Analyses statistiques 

Les résultats sont réalisés en duplicate et exprimés en moyennes ± écart type (SD). 

L'analyse statistique des données est réalisée à l'aide du GraphPadPrism 8, une ANOVA 

unidirectionnelle est utilisée pour identifier la variance entre les différents traitements. Les 

résultats ont été considérés comme significatifs lorsque les   valeurs de p  0,05.  
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II- Résultats  

1- Caractérisation morpho-biochimique des isolats 

1-1- Caractérisation des isolats 

Les souches isolées à partir des nodules de la luzerne provenant des trois sites sont au 

nombre de 29 et sont désignées comme suit : 

    -11 souches du site 1     

    -9 souches du site 2  

    -9 souches du site 3  

1-2- Caractérisation morphologique et culturale 

Au bout de 24 à 48 heures, une croissance très importante est détectable sur milieu YEMA. 

Les colonies sont d’une couleur blanchâtre, d’un diamètre qui varie entre 2 et 4 mm, sous 

forme ronde avec un contour régulier, une surface semi bombée et lisse. Elles sont 

translucides, visqueuses et brillantes, avec une texture homogène (Fig. 7).  L’observation 

microscopique de tous les isolats révèle des bâtonnets courts à Gram négatif (Fig. 8).  

                                

 

Fig. 7 : Aspect des colonies sur milieu YEMA.  

                           

               
     

             Fig. 8: Observation microscopique de bacilles courts à Gram négatif (Gx100) 
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1-3-Test au rouge Congo 

Tous les isolats n’absorbent pas le rouge Congo et apparaissent de couleur roses à 

blanchâtres. En général, les Rhizobium produisent des colonies blanches ou absorbent 

faiblement le rouge Congo. Ce dernier est souvent rajouté au milieu de culture pour isoler 

les Rhizobium ou pour tester la purification des cultures rhizobiales, (Fig. 9). 

 

                               
                   

Fig. 9 : Aspect des colonies sur milieu YEMA+ RC 

    

1-4-Test au bleu de Bromothymol 

Le Bleu de Bromothymol est un indicateur coloré qui permet de mettre en évidence une 

réaction acide ou basique dans une gamme de pH qui s’étend de 6 à 7,6. Les souches à 

croissance rapide sont considérées comme des bactéries acidifiantes (virage de la couleur 

du BBT vers le jaune) (Fig. 10), contrairement aux souches à croissance lente qui sont 

considérées comme des bactéries alcalinisantes qui donnent un virage de couleur au bleu. 

Pratiquement tous les isolats modifient le pH sur milieu YEMA+BBT après 48 heures 

d’incubation, et cela s’est produit par acidification totale du milieu dans les boites, ce qui 

indique que nos souches présentent une croissance rapide.  

                     

 

              Fig. 10: Aspect des colonies sur milieu YEMA+ BBT (acidification) 
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1-5-Test du bleu de Méthylène et du violet de Gentiane 

La croissance de tous les isolats sur milieu YEMA supplémenté du bleu de Méthylène ou 

du violet de Gentiane a été inhibée par ces deux colorants. 

1-6-Test du 3-Cétolactose  

Après incubation, toutes les souches isolées ont montré un résultat négatif après l'addition 

du réactif de Benedict (aucun halo n’est observé autour des colonies). De ce fait les isolats 

ne produisent pas l’enzyme 3- cétoglucosidase (Fig. 11). 

Le test céto-lactose est largement utilisé pour différencier les Rhizobium des autres 

bactéries contaminantes. L’absence de zones jaunâtres autour des colonies de Rhizobium 

indique que l’enzyme 3-cétoglucosidase n’existe pas et que les souches sont probablement 

des Rhizobium et non des Agrobacterium 

                                             

                           Fig. 11 : Aspect des colonies sur milieu yeast-lactose-agar : 

                                           Absence d’halo autour des colonies 

2. Activités PGP des souches Rhizobium isolées 

Les souches rhizobiennes sélectionnées en plus de leur faculté endogène fixatrice d’azote, 

elles produisent des sidérophores, de l’AIA et solubilisent les phosphates (Figures 12 A, B, 

C).  

La majorité des souches produisent des sidérophores à des taux relativement bas, seule la 

souche C2 libère un pourcentage supérieur à 20%. La production d'AIA varie de 9.75 à 

26.31 µg/ml. Les souches C1 et C3 sont les meilleures productrices et libèrent 26.31 et 

21.02 µg/ml respectivement.   Les autres souches (A1, B1, et C2) produisent des quantités 

appréciables d’AIA et supérieures à 13 µg/ml. La solubilisation du phosphate a été 

observée pour l’ensemble des souches, les meilleurs taux sont obtenus pour les souches 

A1, B1 et C3, qui solubilisent une quantité supérieure à 60µg/ml. 
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Figure 12 : Activités PGP des souches Rhizobium 

A : production de sidérophores ; B : production de AIA ; C : solubilisation de phosphate 

 

3-Test de nodulation (Authentification des isolats) 

La capacité des souches isolées à former des nodules sur les racines de luzerne demeure le 

critère de base pour les caractériser comme étant des Rhizobia. Ainsi, le pouvoir infectieux 

a été examiné pour leur capacité à induire la formation de nodules sur les racines des 

plantes hôtes cultivées sur sable stérile sous conditions contrôlées. Après 45 jours de 

culture, aucun nodule n’a été observé sur les racines de la luzerne (Fig. 13). 
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Figure 13 : Effet de l’inoculation par Rhizobium sur la croissance végétale de  

                           la luzerne. 

 

 4 - Paramètres morphologiques de croissance  

L’analyse de la variance de l’effet de l’inoculation sur les paramètres morphologiques de 

croissance de la luzerne par les six souches de Rhizobia (Fig. 13) révèle une augmentation 

significative (p ≤ 0.05) de l’allongement racinaire, de la hauteur de la plante ainsi que du 

poids frais et sec (Fig. 14 A, B, C, D, E et F). Toutefois, cet effet bénéfique sur les poids 

frais et sec des tiges est constaté seulement avec les souches B1, C1, C2 et C3 (Fig. 14 D et 

F). 
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Figure 14 : Effet de l’inoculation par les souches de Rhizobium sur les paramètres 

morphologiques de croissance végétale.  

(A) longueur des tiges, (B) longueur des racines, (C) Poids frais des racines, (D)Poids frais 

des tiges, (E) Poids sec des racines, (F) Poids sec des tiges.  

Les données présentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un 

astérisque sont significativement différentes parmi les traitements à P < 0,05 en utilisant 

l'analyse ANOVA. 

 

5- Paramètres biochimiques  

L’analyse de la variance des chlorophylles a, b, (a+b) et les caroténoïdes   montre que 

l’inoculation par les différentes souches de Rhizobium augmente significativement ces 

différents paramètres biochimiques (p ≤ 0,0001) et que l’effet de l’inoculation par 

l’ensemble des souches utilisées est bénéfique (Fig. 15 A, B, C et D). Ceci confirme que 

les Rhizobia ont, en plus de leur pouvoir de fixer l’azote, la capacité d’améliorer la 

croissance végétale. 
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Fig. 15 : Effet de l’inoculation par les souches de Rhizobium sur le contenu foliaire en 

chlorophylles a, b, totale et caroténoïdes (mg /g MF) de Luzerne.   

A : chl a, B : chl b, C : chl (a+b), D : caroténoïde.  

Les données présentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un 

astérisque sont significativement différentes parmi les traitements à P < 0,05 en utilisant 

l'analyse ANOVA.  
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III-Discussion 

La caractérisation phénotypique traditionnelle est toujours admise comme étape 

primordiale pour l’identification et la séparation des bactéries nouvellement isolées. Elle 

constitue chez les Rhizobia les mieux étudiés, la base de la description formelle de taxon, 

depuis les espèces et les sous-espèces jusqu’aux genres et familles (Vandamme et al., 

1996). Par ailleurs, elle a été beaucoup exploitée chez les bactéries endophytes associatives 

pour la séparation des espèces (Baldani et Baldani, 2005). En dehors de ces informations 

utiles et utilisables dans l’étude de la biodiversité et la taxonomie, notamment 

polyphasique, les caractères phénotypiques offrent des opportunités pour sélectionner des 

souches efficientes et compétentes. 

Dans le cadre de cette étude, la totalité des isolats cultivés sur gélose YEMA ont présenté 

au bout de 2 à 3 jours des colonies dont la morphologie, la taille, l’aspect et la texture sont 

comparables aux caractéristiques morphologiques et culturales des Rhizobia décrites par 

Vincent (1970) et Holt et al. (1994). Selon Holt et al. (1994), la viscosité des colonies est 

due à la production massive d’exopolysaccharides caractéristique importante chez les 

Rhizobia. L’observation microscopique de tous les isolats a permis la visualisation de 

bâtonnets courts à Gram négatif. Il ressort que les résultats obtenus pour l’ensemble des 

isolats répondent aux caractéristiques des Rhizobia (Vincent, 1970 ; Holt et al., 1994 ; 

Duhoux et Nicole, 2004). 

Par ailleurs, les souches isolées absorbent très peu ou pas le rouge Congo et les colonies 

restent ainsi roses claires à blanchâtre. Selon Vincent (1970) et Jordan (1984), ceci est 

observé chez la majorité des Rhizobium et cette propriété est aussi commune pour le genre 

Bradyrhizobium. Par contre, le genre Agrobacterium et les formes contaminantes absorbent 

fortement ce colorant et apparaissent rouges. Cultivés sur milieu YEMA supplémenté du 

bleu de Bromothymol, tous les isolats ont acidifié le milieu, certains ont produit une 

acidification nette (6 isolats), les autres souches ont donné une légère modification. Selon 

Jordan (1984) et Somasegaran et Hoben (1994), les souches à croissance rapide sont 

généralement des bactéries acidifiantes. Par conséquent, elles devraient changer la 

coloration du bleu de Bromothymol vers le jaune contrairement aux souches à croissance 

lente qui sont considérées comme des bactéries alcalinisant le milieu de culture, de ce fait, 

les 6 isolats sont considérés comme des bactéries à croissance rapide. Cependant, le reste 

des isolats pourraient être des souches Bradyrhizobium ou bien des contaminants. Ces 

résultats concordent aussi avec ceux trouvés par Menna et al. (2006) ayant rapporté dans 
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une étude faite sur des Rhizobia que les souches testées de Rhizobium, Sinorhozobium et 

Mesorhizobium ont acidifié le milieu YEMA + BBT après 24h d’incubation, alors que les 

souches de Bradyrhizobium ont toutes donné des réactions négatives sur le même milieu. 

D’après les résultats obtenus, il y a eu absence totale de la croissance de tous les isolats 

ensemencés sur milieu YEMA contenant le bleu de Méthylène (0,1%) ou le violet de 

Gentiane (0,1%). Ces résultats concordent avec ceux trouvés dans plusieurs travaux où les 

Rhizobia isolés ne peuvent pas croitre sur le milieu YEMA contenant le bleu de Méthylène 

ou le violet de Gentiane (Wei et al., 2003). Des résultats qui vont dans le même sens font 

état de l’isolement de souches de Rhizobia dont la croissance a été inhibée par ces deux 

colorants (Singh et al., 2008 ; Gauri et al., 2013). 

La recherche de l’enzyme 3- cétoglucosidase est un test spécifique pour la distinction entre 

Rhizobium et Agrobacterium. La présence de cette enzyme (résultat positif) est indiquée 

par l’apparition d'un halo jaune autour de la colonie bactérienne après l’addition du réactif 

de Benedict, alors que l’absence d’un halo jaune signifie un résultat négatif. Les résultats 

ont révélé l’absence d’un halo jaune autour des colonies de tous les isolats. De ce fait ces 

isolats n'oxydent pas le C3 du glycosyl du lactose et ne produisent pas l’enzyme 3- 

cétoglucosidase (Bernaerts et De Ley, 1963), ce qui les distinguent du genre 

Agrobacterium ayant la capacité de produire cette enzyme (Kersters et Deley., 1984) qui se 

manifeste par la formation d’un halo jaune autour des colonies (Lindström et Lehtomaki., 

1988). 

Le criblage des souches isolées pour leur activités PGP montre que la synthèse des 

hormones de croissance des plantes, dont l’AIA, est une faculté très commune chez les 

Rhizobia. Environ 80% des bactéries rhizosphériques sont capables d’en produire. Le L-

tryptophane est considéré comme le précurseur parce que son adjonction est nécessaire à la 

production. Les exsudats racinaires sont une source naturelle de L-tryptophane pour la 

microflore de la rhizosphère (Dastager et al., 2010). L’AIA est synthétisé par les souches 

sélectionnées à des taux variables.  Les bactéries secrétant une grande quantité d’auxine 

(soit l’AIA) dans le sol causent une augmentation maximale de la croissance et le 

rendement des récoltes (Khalid et al., 2004). La production de ce composé est variable 

entre les souches de différentes espèces. Cette variation est aussi influencée par les 

conditions de culture, la phase de croissance et la disponibilité du substrat (Miraza et al., 

2001). 

La production des sidérophores influence la croissance des plantes en liant le fer sous sa 

forme disponible : Fe3+ (Whipps, 2001). Par ces fonctions les sidérophores procurent une 
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protection des plantes contre plusieurs maladies fongiques ou bactériennes (Siddiqui, 

2006). Ces composés inhibent la croissance des champignons phytopathogènes (Ramette et 

al., 2003). Toutes les souches isolées produisent les sidérophores avec des taux 

relativement faibles à cause de leurs potentialités intrinsèques ou des conditions 

environnementales (Valdebinito et al., 2006). 

La solubilisation du phosphate a été observée pour l’ensemble des souches. Les meilleurs 

taux sont obtenus pour les souches A1, B1 et C3, qui solubilisent une quantité supérieure à 

60µg/ml. Ces espèces améliorent la croissance des plantes en augmentant la disponibilité 

en phosphore assimilable. Plusieurs espèces du genre Rhizobium solubilisent les 

phosphates et pourraient constituer une source prometteuse comme biofertilisant en plus de 

leur capacité endogène de la fixation d’azote (Li et al., 2020). 

Un des caractères importants pour identifier les isolats nodulaires comme étant des 

Rhizobia est de prouver leur capacité à réinfecter et former des nodosités sur leur plante 

hôte en conditions bactériologiquement contrôlées (Vincent, 1970 ; Somasegaran et 

Hoben, 1994).  De ce fait, l’inoculation par les isolats en pots sous conditions contrôlées a 

échoué. Aucun nodule n’a été observé sur les racines des plantes cultivées.  Des résultats 

comparables ont été obtenus par Muresu et al. (2008) dont le travail a porté sur des 

bactéries isolées des nodules de huit légumineuses qui n’ont pas pu réinfecter leur plante 

hôte sur plusieurs supports. Ces résultats sont similaires également avec ceux rapportés par 

Zakhia et al. (2006) sur des légumineuses sauvages en Tunisie. Ces résultats concordent 

aussi avec ceux trouvés par Brundu et al. (2004) ayant rapporté que parmi 125 souches 

isolées à partir des nodules de 15 espèces de Medicago, 29 isolats seulement ont pu 

renoduler leur plante hôte. 

Cette incapacité des souches isolées à réinfecter leur plante hôte peut avoir plusieurs 

explications. Elle peut être due à une insuffisance dans leur compétence d’invasion, la 

spécificité entre les deux partenaires (bactérie- hôte), la dose optimale de la densité 

cellulaire de l’inoculum appliqué et la composition des exsudats racinaires de la plante 

hôte (Nadeem et al., 2013). En effet, il est rapporté dans de nombreux travaux que la 

symbiose légumineuse-Rhizobia exige la présence de souches bactériennes rhizosphériques 

compatibles, compétitives et infectives. Ces souches doivent être en nombre suffisant pour 

maximiser la nodulation et présenter une forte effectivité pour la fixation d’azote (Tian et 

al., 2010 ; Saidi et al., 2014). En outre, la relation symbiotique Rhizobia-légumineuse peut 

également être limitée par l’acidité du sol qui peut affecter tous les aspects de la symbiose, 

depuis la survie des souches dans le sol jusqu’aux processus d’infection, de nodulation et 
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de fixation d’azote. L’acidité perturbe également l’adhésion bactérienne à la surface des 

poils racinaires, lors de la phase d’infection (Richardson et al., 2009).  De plus, selon 

Zahran (2001), les Rhizobia qui survivent dans des conditions défavorables peuvent perdre 

leur infectivité, à la suite de la perte du plasmide (qui porte les gènes responsables de la 

symbiose) ou à une modification dans la composition des polysaccharides cellulaires 

nécessaires pour l’infection. Donc, les facteurs environnementaux affectant la plante hôte 

ainsi que les Rhizobia doivent être optimaux pour l’établissement d’une symbiose effective 

(Somasegaran et Hoben., 1994). La nature du substrat utilisé (sable) est un autre facteur 

qui peut expliquer la faible infectivité observée chez nos isolats. En effet, des recherches 

ont montré que dans la culture en sols sablonneux, la productivité des plantes et l'efficacité 

symbiotique étaient de 5 à 8 fois inférieures que dans la culture hydroaéroponique. De ce 

fait, la culture en sable ne peut être adéquate pour sélectionner les partenaires symbiotiques 

les plus efficaces (Jebara et al., 2001). D’après Slattery et Pearce (2002), l’inoculation des 

plantes avec des Rhizobia sélectionnés ne donne pas toujours l’effet positif sur les 

légumineuses fixatrices d’azote sur lesquelles elle a été appliquée. La réponse positive ou 

l’absence de réponse à l’inoculation peuvent dépendre soit de la qualité de l’inoculum lui-

même, soit des caractéristiques symbiotiques de la plante ou des propriétés du sol, soit 

encore d’une ou de plusieurs composantes du système sol-plante-microorganismes.  

En dépit d’une nodulation défectueuse, l’effet PGP est largement visible sur la croissance 

végétale de la luzerne. Les résultats de l’analyse statistique montrent que l’effet de 

l’inoculation a amélioré significativement tous les paramètres de la croissance de la luzerne 

(la hauteur et le poids sec et frais des parties aériennes et racinaires). Les analyses de la 

variance montrent des effets très significatifs sur le poids sec et frais de la partie aérienne 

des plantes inoculées. Ce qui montre que les plantes inoculées sont significativement plus 

développées par rapport aux témoins (Li et al., 2020).  

La chlorophylle est le principal pigment photosynthétique des plantes et sa teneur affecte 

directement la capacité de photosynthèse des plantes (Su et al., 2017). Il est bien connu 

que la croissance des plantes nécessite l'accumulation de produits photochimiques et que 

la croissance des plantes est étroitement liée au taux de photosynthèse. Une diminution de 

la teneur en chlorophylle entraîne une réduction de la capacité d'absorption et d'utilisation 

de l'énergie lumineuse des plantes, ce qui entraîne une diminution de la photosynthèse 

(Ansari et Ahmad, 2019, Del Rosario Cappellari et al., 2015). Les résultats montrent que 

l’effet de l’inoculation a amélioré significativement tous les paramètres biochimiques de 

la luzerne, (chl a, chl b , (chla+chlb), caroténoïdes ). L’effet de l’inoculation sur les 
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teneurs de la chl a, chlb et la (chla+chlb) est hautement significatif (P<0,05), ce qui 

signifie que les plantes inoculées ont un meilleur résultat que les plantes non inoculées. 

Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par Li et al. (2020).  
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B: Amélioration de la productivité des cultures de Medicago 

sativa par la co-inoculation de Sinorhizobium meliloti–

Actinobactéria sous stress salin 
 

Divers facteurs environnementaux limitent la fixation de l'azote, tels que le manque 

d'humidité du sol, le stress osmotique, les températures extrêmes, la salinité du sol, la 

carence en éléments nutritifs. Tous ces facteurs pédologiques et environnementaux 

affectent la survie et le taux d'infectiosité des Rhizobia, un facteur important pour la 

fixation biologique de l’azote. Les recherches récentes visent à identifier des souches 

rhizobiennes résistantes à ces stress et à explorer leur potentiel dans des conditions de 

terrain.  

Les PGPR constituent une approche prometteuse et respectueuse de l’environnement pour 

accroître les rendements des cultures et réduisent ainsi les stress biotiques et abiotiques car 

elles présentent des potentialités particulières comme la compétence, la colonisation des 

racines et/ou la sécrétion de phytohormones, pour stimuler la croissance des cultures.  

Les Actinobacteria peuvent coloniser activement les systèmes racinaires des plantes, 

dégrader un large éventail de biopolymères en sécrétant plusieurs enzymes hydrolytiques 

et tolérer des conditions hostiles en formant des spores. De plus les Actinobacteria ont 

également des effets bénéfiques sur la nodulation et la croissance des légumineuses.  

Selon les résultats obtenus dans la première partie, la stratégie de recherche consiste à 

fournir la meilleure façon d’améliorer la performance des bactéries symbiotiques sous 

différentes conditions environnementales, en cherchant un signal, ou une molécule 

effectrice existant dans la rhizosphère qu’elle soit symbiotique ou non. 

Ainsi, l’objectif de cette partie est de réussir la colonisation de la rhizosphère de la plante 

hôte Medicago sativa par les souches de Sinorhizobium meliloti sous stress salin apres co-

inoculation par des Actinobacteria symbiotiques et non symbiotiques et ayant des activités 

PGP. Cet effet est exprimé par l’établissement de la symbiose fixatrice d’azote notamment 

la formation de nodules et les variations morphologiques et biochimiques de la plante hôte.  

I-Isolement et caractérisation des PGPR 

1- Provenance des souches 

1-1- Les souches de Rhizobia  

Les souches rhizobiennes utilisées dans cette étude sont Sinorhizobium meliloti 1021 (R1) 

et S. meliloti 2011(R2) (Galibert et al., 2001). Elles ont été fournies par le professeur 

Boncompagni Eric, Université Nice Sophia Antipolis-France. Sinorhizobium meliloti 1021 
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et son association au symbiote la luzerne Medicago sativa est un système modèle mondial  

leader pour les études de symbiose et de fixation d'azote. Les Rhizobia ont été cultivées sur 

milieu YEMA et incubées à 28±2°C pendant 48h. Les cultures ont été stockées à 4°C pour 

une utilisation ultérieure. 

1-2- Les souches d’Actinobacteria 

Les souches d’Actinobacteria (n=5) sont collectées à partir de deux sites 

géographiquement distincts : 

Site 1 : La Sebkha Melghir située au Sud-Est de la ville de Biskra aux coordonnées 34° 17′ 

56.6″ Nord, 6° 21′ 54.56″ Est, ayant une superficie de 551.500 ha. Elle est limitée au Nord 

par la Daïra de Zeribet El Oued et Sidi Okba, à l’Est par les Wilaya d’El Oued et de 

Khenchela et à l’Ouest par la Commune d’El Haouch. Au point de vue administratif, elle 

fait partie de la wilaya d’El Oued. La Sebkha Melghir constitue le point le plus bas du 

Sahara (moins 35m d’altitude) et représente une zone saline et aride. Le sol de cette 

Sebkha se caractérise par un pH 7.56±0.35 et une conductivité électrique (CE)=54.2±2.7 

mS/cm (Fig. 16 et 17) (Anonyme, 2005). 

 

Fig. 16: Localisation géographique de la Sebkha Melghir 
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Fig. 17: Sebkha Melghir 

Site 2 : Le complexe de zones humides de la plaine de Guerbes-Senhadja se situe au Nord- 

Est de l’Algérie, dans la Wilaya de Skikda aux coordonnées 36° 55′ Nord et 7° 16′ Est, 

avec une superficie de 42100 ha. Il est limité au Nord-Est par le massif de l'Edough, au 

Nord-Ouest par le massif du Filfila, au Sud-Ouest par le massif de Boumaïza et il s'étend 

au Sud-Est jusqu'à proximité du lac Fetzara (Fig. 18 et 19) (Anonyme, 2019).   

 

 

Fig. 18: Localisation géographique de la station de Guerbes-Senhadja 
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Fig. 19 : Station de Guerbes-Senhadja 

1-3- Isolement et culture des Actinobacteria 

Deux méthodes sont employées pour l’isolement de ces bactéries : 

-L’isolement des Actinobacteria à partir du sol de la Sebkha Melghir est effectué en diluant 

10 g de sol dans 90 ml d’eau physiologique stérile. L’ensemble est agité vigoureusement 

pendant 1h. Des dilutions décimales (10-1 à 10-5) sont réalisées à partir de cette suspension 

dans une solution d’eau physiologique. 100 µl de chaque dilution serviront à ensemencer 

deux milieux de culture différents, le milieu International Streptomyces Program 2 (ISP2) 

(Shirling et Gottlieb, 1966) (Annexe 10) et le milieu Luedemann (Luedemann, 1968) 

(Annexe 11), supplémentés de cycloheximide (50 µg/ml). L’incubation est effectuée à 

28±2 °C pendant deux semaines. De chaque boite incubée, des colonies bien isolées ayant 

des aspects différents sont repiquées sur de nouvelles géloses en boites de Pétri. Cette 

opération est renouvelée jusqu’à l’obtention de cultures pures.  

Vingt souches ont été collectées et testées pour l’évaluation de leur potential PGP par la 

détermination de différentes activités améliorant la croissance des végétaux en vue de 

sélectionner les souches les plus performantes. Parmi cette collection bactérienne, 4 

souches désignées MS1, MS2, MS3 et MS4 ont été sélectionnées pour les expériences 

ultérieures de caractérisation et d’inoculation des plantes. 

-Le second isolement est réalisé à partir des nodules d’Alnus glutinosa provenant de la 

région de Guerbes-Senhadja. Les racines avec leurs nodules ont subi une série de lavage à 

l’eau distillée stérile afin d’éliminer le sol rhizosphérique, puis à l’aide d’un couteau, les 

nodules sont détachés, stérilisés en surface par immersion dans H2O2 (30% v/v) pendant 10 

mn ensuite, rincés à l’eau distillée stérile. 
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Chaque lobe nodulaire stérilisé est ensemencé dans un tube à essai contenant 5 ml du 

milieu BAP (Annexe 12) et incubé à 28±2 °C pendant plusieurs semaines en éliminant à 

chaque fois les tubes de culture contaminés généralement par des bactéries à croissance 

rapide (Louati et al., 2019). Après incubation, 13 cultures bactériennes sont obtenues et 

repiquées sur milieu ISP2 solide puis incubées à 28±2 °C pendant 2 semaines. Ainsi, toutes 

les cultures bactériennes sont examinées pour leurs activités PGP et la souche Ag-1 est 

sélectionnée pour les expériences ultérieures de caractérisation et d’inoculation des plantes 

(Tab. 3). Tous les isolats ont été maintenus sur des géloses inclinées pour le stockage à 

court terme et dans le milieu additionné de glycérol 30% (v/v) à −20 °C pour une 

conservation plus longue. 

 

 

Tab. 3: Origine de l’isolement des souches bactériennes utilisées  

Groupes 

bactériens  

Code  Méthode 

d’isolement 

Type 

d’échantillon 

Nombre d’isolats 

sélectionnés/ 

Isolats totaux 

Localisation 

géographique  

Groupe 

Actinobacteria 

MS1 

MS2 

MS3 

MS4 

 

Milieu 

ISP2((28±2°C/ 

2à15J) 

Sable 

 

4/20 Sebkha Melghir de la 

région Biskra 

(34°17′56.6″N  

6°21′54.56″E)                                                            

Zone saline et aride 

CE=54.2±2.7 mS/cm,  

pH 7.56±0.35  

 

 Ag1 Milieu BAP 

(28±2°C/ 7 à 

30 j)   

Nodules 

d’Alnus 

glutinosa 

1/13 

 

Guerbes Senhadja de la 

région de Skikda 

(36° 55′ N 7° 16′ E) 

Zone humide 

Groupe de 

Rhizobia 

R1 

R2 

Milieu YEM  

(28±2°C/2 j) 

Symbiote de 

Alfalfa 

2 - 

 

 

2- Caractérisation biochimique des souches d’Actinobacteria et de Rhizobia 

Outre les études micro et macroscopique, l’identification des isolats a porté sur la 

détermination de certains caractères biochimiques. 

 2-1-Sources de carbone 

Pour réaliser un screening phénotypique de l’ensemble des souches bactériennes, plusieurs 

sources de carbone sont utilisées selon les méthodes standards (Cappucinno and Sherman, 
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1992). Ainsi la dégradation des sucres et des acides aminés utilisés au cours de l’étude est 

évaluée sur milieu minimum au sel (Annexe 13) (Brown et Dilworth,1975).  

2-2- Activités enzymatiques 

2-2-1- Production de protéase 

La capacité des isolats à produire une protéase est évaluée sur gélose au lait écrémé (25%) 

(Annexe 14). Après inoculation du milieu avec 10µl de chaque isolat, les boites de Pétri 

sont incubées à 28±2 °C / 7 jours. L'activité protéolytique est détectée par la présence 

d’une zone claire autour des colonies bactériennes (Mohanasrinivasan et al., 2012). 

2-2-2- Production d’amylase 

La mise en évidence de la production de l’amylase est réalisée sur la gélose GYP (Glucose 

Yeast extract Peptone) additionnée de 1% d’amidon soluble (Annexe 15). Les boites de 

Pétri sont ensemencées par des spots (10µl) de chaque culture bactérienne. Après 

incubation à 28±2 °C/7 jours. L’activité amylolytique est détectée par la révélation d’un 

halo clair autour de la colonie après inondation du milieu avec une solution d’iode (1% 

d’iode dans 2% d’iodure de potassium) (Mefteh et al., 2017). 

2-2-3- Production de chitinase 

La production de la chitinase est effectuée sur un milieu gélosé à base de chitine (Annexe 

16). Le milieu est inoculé par des spots (10µl) de cultures fraiches de chaque isolat puis 

incubé à 28±2 °C /7 jours. L’activité chitinasique est détectée par la révélation d’un halo 

clair autour de la colonie (Slama et al., 2019a). 

2-2-4 - Production de cellulase 

La capacité des isolats à dégrader la cellulose est effectuée sur la gélose contenant 1% de 

carboxyméthylcellulose (CMC) (Annexe 17). Un volume de 10µl de la culture de chaque 

isolat est déposé à la surface du milieu sous forme de spot. Après incubation à 28±2 °C /7 

jours, la surface de la gélose est recouverte d’une solution du rouge Congo (0,1%), puis 

rincée par une solution de NaCl (1M). La présence d’une zone claire autour des colonies 

indique la production de l’enzyme (Slama et al., 2019b). 

2-2-5- Production de gélatinase 

La production de la gélatinase est mise en évidence sur le milieu gélatine (Annexe18).  Les 

tubes de gélatine solidifiée (en culot) ayant séjourné préalablement dans l’eau froide, sont 

ensemencés par piqûre centrale avec les souches bactériennes et incubés à 28±2 °C /7 

jours. La gélatine étant une protéine liquide à la température d’incubation, il est donc 

nécessaire de mettre les tubes au froid (4°C/24 h) avant de les observer. Ainsi, les tubes où 
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la gélatine n'est pas dégradée se solidifient, alors que ceux qui restent liquides révèlent une 

activité hydrolytique des souches (Ekpenyong et al., 2016). 

3- Étude de la tolérance au stress 

L’étude de l’effet de la salinité, du pH, de l’activité d’eau (aw) et de la température sur la 

croissance de toutes les souches est évaluée sur le bouillon ISP2 pour les Actinobacteria et 

le bouillon YEM pour les Rhizobia répartis dans des microplaques stériles de 96 puits. Les 

milieux sont répartis à raison de 180 μl par puits en triplicata. Ces derniers sont inoculés 

par 20 μl de chaque suspension bactérienne.  

3-1-Effet de la salinité 

L’effet du stress salin sur la croissance bactérienne est déterminé dans le milieu ISP2 ou 

YEM supplémenté de NaCl (0, 200, 400, 600, 800, 1000 et 1200 mM). L’incubation est 

effectuée à 28±2 °C pendant 7 jours. 

3-2-Effet du pH 

La réponse des souches bactériennes testées à la variation du pH du milieu de culture est 

évaluée aux différentes valeurs du pH (4, 7, 9 et 11). Les microplaques sont incubées à 

28±2 °C/7jours. 

3-3-Effet de l’activité d’eau (aw)  

L’effet de l’aw  est évalué en ajoutant au milieu de culture du polyéthylène glycérol (PEG 

8000) à des concentration de 10, 20, 30 et 40%. L’incubation des microplaques est 

effectuée à 28±2 °C/7jours. 

3-4-Effet de la température d’incubation 

L’étude de l’effet des stress hypothermique et hyperthermique sur la croissance des 

souches examinées a pour but de déterminer et évaluer la température optimale de chaque 

souche. L’incubation des microplaques est réalisée à 4, 30, 37, 45 et 55 °C pendant 7 jours. 

La lecture des microplaques est réalisée en utilisant le lecteur des microplaques (Bio Tek 

ELx800)  pour mesurer l’absorbance à 600 nm. 

4-Mesure des activités PGP des souches d’Actinobacteria 

4-1- Fixation d’azote 

La fixation d’azote moléculaire est testée sur milieu solide exempt d’azote. Le milieu au 

sel de Winogradsky (WS) (Annexe 19) (Holt et al., 1994) est ensemencé par stries à partir 

des cultures bactériennes et incubé à 28±2 °C /7 jours. Toute croissance sur ce milieu 

traduit la capacité des bactéries à fixer l’azote. 
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4-2- Production d’ammoniac (NH3)  

La production d’ammoniac (NH3) par les souches isolées est testée sur eau peptonée selon 

la méthode de Capuccino et Sherman (1992) (Annexe 20). Ce test consiste à inoculer 100μl 

de la suspension bactérienne dans 10ml d’eau peptonée. Après incubation à 28±2 °C /7 

jours, l’addition de 500μl du réactif de Nessler donnant une couleur jaune à marron indique 

la production de NH3. 

4-3- Production d’acide cyanhydrique (HCN) 

La production d’acide cyanhydrique (HCN) est évaluée sur gélose nutritive additionnée de 

glycine (4,4g/l) (Lorck, 1948). Les cultures bactériennes sont ensemencées par stries sur la 

gélose en boites de Pétri. Du papier Whatman imprégné d’une solution de picrate de 

sodium (5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de sodium) est déposé à l’intérieur du 

couvercle de la boite. Celle-ci est scellée avec du papier parafilm et incubée à 28±2°C /7 

jours. Le résultat positif se traduit par le virage du papier Whatman du jaune vers une 

couleur orange à marron indiquant la production d’HCN. 

4-4- Solubilisation des phosphates 

La capacité de solubilisation des phosphates est testée sur milieu Pikovskaya (PVK) 

contenant du phosphate tricalcique (Ca3HPO4) (Annexe 5) comme seule source de 

phosphate. Un volume de 10μl de chaque culture bactérienne est déposé en spot à la 

surface de la gélose PVK selon la méthode décrite par Gaur (1990). 

 Après incubation à 28±2 °C/7 jours, un halo transparent apparaît autour des colonies ayant 

la capacité de solubiliser les précipités de phosphates. Les résultats sont exprimés par la 

mesure du diamètre de la zone transparente autour de la colonie (diamètre total moins le 

diamètre de la colonie) permettant ainsi d’évaluer l’intensité de la solubilisation. 

4-5- Production de sidérophores 

La production de sidérophores des souches d’Actinobacteria est effectuée comme décrit 

précédemment. (ChapitreI). 

4-6- Production d’Acide Indole Acétique (AIA) 

La production d’AIA des souches d’Actinobacteria est suivie selon la méthode décrite au 

chapitreI. 

5-Identification moléculaire des isolats d’Actinobacteria 

L’identification moléculaire des souches a été réalisée au Laboratoire de Microbiologie et 

Molécules Bioactives, Université El-Manar Tunis-Tunisie. Elle se base sur l’amplification 

et le séquençage des gènes de l’ARNr 16S.  
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Avant toute manipulation, les isolats sont purifiés sur milieu ISP2. Les cultures pures et 

jeunes feront l’objet des étapes d’identification moléculaire suivantes : 

5-1-Extraction de l’ADN génomique 

L’extraction de l’ADN bactérien est une étape primordiale avant toute manipulation 

génétique. L’ADN bactérien chromosomique est extrait par chauffage à 100°C dans un 

tampon Tris-EDTA (TE) (1mM de Tris-HCl et EDTA 10mM pH 7,4). Quelques colonies 

d’une culture pure sont introduites dans un tube Eppendorf stérile contenant 180 µl de 

tampon TE stérile. La suspension est agitée puis chauffée à 100°C dans un bain sec 

pendant 10mn, elle est ensuite placée dans un bain de glace pendant 10mn ; le choc 

thermique permet la lyse cellulaire. La suspension est centrifugée à 12000 rpm à 

4°C/10mn. Le surnageant est récupéré stérilement dans un autre tube Eppendorf. Les 

surnageants sont gardés à 4°C pendant une nuit pour permettre l’élimination de l’ARN par 

lyse. 

5-2- Dosage de l’ADN  

Un dosage est nécessaire pour déterminer la qualité, la quantité et la pureté de l’ADN dans 

les échantillons. Il est effectué à l’aide d’un Spectrophotomètre UV (Nanodrop 

Thermoscientifique Applied Biosystem). 1µl de chaque surnageant est déposé dans une 

cellule de l’appareil et la lecture de la DO se fait par un balayage de 230 à 280nm. Le 

rapport 260/280 (indiquant la contamination par les protéines) doit être compris entre 1,7 et 

1,9 et le rapport 260/230 (indiquant la contamination par les ARN) doit être ≤1. La 

quantité d’ADN doit être supérieure ou égale à 300 ng / µl. 

5-3- Amplification par PCR  

La PCR permet l´amplification spécifique d´un fragment de l’ADN cible en présence 

d´oligonucléotides codant cette région d´intérêt. Le principe de la PCR consiste en la 

répétition d´un cycle triphasique : 

 -dénaturation de l’ADN à amplifier, hybridation de deux amorces de part et d´autre de la 

séquence cible et enfin, élongation des amorces par l´activité d´une ADN polymérase en 

présence de dNTP. La Taq ADN polymérase possède une activité terminal-transférase qui 

a pour effet l´ajout d´une désoxyadénosine aux extrémités 3’ des fragments amplifiés. La 

PCR est réalisée dans un thermocycleur Gene Amp PCR System 9700 (Applied 

Biosystem) dans un mélange réactionnel de 25µl (volume final par échantillon) de H2O 

(eau ultra pure stérile), contenant les réactifs suivants :  0,25µl de dNTP (Fermentas), 4µl 

de tampon MgCl2 tampon (Fermentas), 0,22µl de la Taq-polymérase (Fermentas), 1µl de 

l’ADN de l’échantillon et les amorces spécifiques (0,3µl chacune) du gène de l’ARNr 16S 
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à amplifier ; dont les séquences sont comme suit: 27F (5’-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) et 1496R (5’ CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’) 

(In vitro Gen). 

L’amplication de l’ADN se déroule après une première phase de dénaturation (5mn à 

94°C) selon 35 cycles comprenant chacun trois étapes de variation de température : 

- dénaturation de 45 s à 94°C  

- hybridation de 1mn à 55°C  

- élongation de 2mn à 72°C. 

A la fin du dernier cycle, une incubation de 7 mn à 72°C permet d´achever les synthèses de 

l’ADN en cours. Un refroidissement de 10 mn est réalisé à 14°C. La réaction PCR 

nécessite un témoin positif (ADN d’une souche de collection de référence amplifiée selon 

le même protocole), un témoin négatif (réactifs sans ADN). 

5-4- Electrophorèse sur gel d’agarose 

 Les produits d’amplification sont analysés sur gel d’agarose à 1.5% (p/v) coloré au 

bromure d’éthidium (0,5 mg/l). La migration se fait pendant 20mn à 100V. Le gel est 

visualisé sous lumière UV et photographié avec un système de capture digital (Gel Doc, 

Bio-Rad).  

5-5- Séquençage  

 Le produit de l’amplification du gène de l’ARNr 16S est séquencé. Une purification des 

fragments d’ADN amplifiés est effectuée au préalable par un traitement enzymatique 

(exonuclease I et Shrimp phosphatase alcaline SAP) dégradant les amorces et les dNTP 

restants. Par la suite, les échantillons sont réamplifiés et marqués en utilisant un kit de 

marquage «Big Dye Terminator Cycle Sequencing » (Applied Biosystems). Le milieu 

réactionnel est composé : de Taq polymérase, dNTP, ddNTP marqués par un composé 

fluorescent « dye », d’une amorce reverse fraichement préparée à une concentration de 

25µM, d’un tampon de dilution (200mM Tris pH9, 5mM MgCl2) et de l’eau ultrapure. 

L’amplification s'effectue dans un thermocycleur selon le programme suivant : 1mn à 

96°C, puis 25 cycles de: 10 s à 96°C, 5 s à 50°C, 4 mn à 60°C (amplification) et un cycle à 

4°C (refroidissement). L’ADN obtenu est ensuite précipité par 1µl de l’acétate de sodium 

3M pH 5.2 dans 50µl d’éthanol à 95%, centrifugé 4000 rpm/40min, puis lavé dans 

l’éthanol à 70% et centrifugé une deuxième fois à 4000 rpm/ 30°C. Le culot est séché par 

centrifugation à 1000 rpm dans une centrifugeuse plaque inversée (Soft Start). Le culot sec 

est suspendu dans une solution de formamide, puis introduit dans un séquenceur (ABI 

Prism 3130 DNA séquencer, Applied Biosystems). 
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5-6- Analyse phylogénétique  

 Les séquences partielles de l’ARNr 16S des souches sont comparées avec les séquences 

des ARNr 16S disponibles, par la recherche des BLAST (Saitou and Nei, 1987), dans le 

National Center of Biotechnologie Information- USA (NCBI) data-base 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). L’alignement de la séquence de l’ADNr 16S actinobactérien 

et l’analyse phylogénétique sont effectués selon la procédure standard détaillée dans Mlaik 

et al., (2015). 

II-Effets de la co-inoculation Rhizobium-Actinobacteria sur la nodulation 

de Medicago sativa L.  

1-Matériel végétal 

Les graines de Medicago sativa L. sont obtenues auprès de l’Institut Technique des 

Grandes Cultures (I.T.G.C.) de Sétif. Les graines sont désinfectées à l’éthanol à 70% 

pendant 30 secondes puis à l’hypochlorite de sodium à 4% pendant 3 mn (Vincent, 1970 ; 

Somasegaran et Hoben, 1994). Elles sont ensuite rincées abondamment à l’eau distillée 

stérile et mises à germer à l’obscurité dans des boites de Pétri contenant de l’eau gélosée 

(Agar 0,8%) à 28°C pendant 48 h.  

2-Préparation des inocula bactériens 

Les Actinobacteria sont cultivés sur le milieu ISP2 liquide alors que celles des Rhizobia 

sont cultivés sur le milieu YEM liquide incubés à 28±2°C pendant 2 à 7 jours.  Une 

relation entre le nombre de cellules et la DO 600 nm a été développée pour chaque souche 

afin de permettre l’application d’un nombre standard de 108cellules / ml à toutes les 

expériences (Cherif-Silini et al., 2019). 

3-Inoculation bactérienne et conditions de croissance 

Les graines stérilisées et germées sont semées dans des pots en plastique dont la surface 

interne est désinfectée avec de l’éthanol à 70% et sont remplis de quantités égales de sable 

lavé abondamment à l’eau et stérilisé (121°C/ 1h en 3 cycles séparés par 24h). Les graines 

sont semées aseptiquement à une profondeur de 1cm de la surface à raison de trois graines 

par pot. Après une semaine, les plantes ont été inoculées avec 1ml de la suspension 

bactérienne de chaque isolat en phase exponentielle de croissance à une concentration de 

108 cellules/ml.  

 L’inoculation et la co-inoculation ont été suivies par l’utilisation des souches de Rhizobia 

R1 et R2 séparément ou conjointement avec chacune des souches d’Actinobacteria 

sélectionnées (Tab.4). Les pots sont ensuite placés dans une chambre de croissance avec 
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une photopériode lumière/ obscurité de 16h/8h et un cycle de température jour et nuit de 

26°C/ 18°C. Les pots ont été arrosés deux fois par semaine avec de la solution nutritive 

dépourvue d’azote (Fahraeus, 1957) (Annexe 9) et de l’eau distillée stérile au besoin. 

L’expérience est répétée 6 fois. Après 2 mois de culture, les plantules de M. sativa sont 

récoltées. Leur croissance est appréciée par la présence ou absence de nodules. 

 

Tab.4 : Différents traitements utilisés dans l’expérience    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-Effets de la co-inoculation bactérienne sur la croissance de Medicago  sativa sous 

stress salin 

Sur la base des résultats obtenus précédemment, trois souches d’Actinobacteria (MS1, 

MS2 et Ag1) co-inoculées avec les rhizobia ayant amélioré la nodulation sur les racines de 

Medicago sativa sont choisies pour évaluer l'efficacité de leur co-inoculation avec les 

souches de Sinorhizobium meliloti (R1 et R2) sous stress salin.   

L’expérience est réalisée comme décrit précédemment, les plantes sont inoculées par les 

souches R1 et R2 séparément ou co-inoculées avec chacune des souches d’Actinobacteria 

sélectionnées ou inoculées avec les Actinobacteria seules, en présence et en absence de sel 

(Tab. 5). 

 

 

 

 

 

 

Traitement Souches bactériennes 

T- non inoculé  (contrôle négatif) 

T+ non inoculé additionné de  KNO3 (0,5M) (contrôle positif)  

R1 Sinorhizobium meliloti (R1)  

R1+MS R1+MS1, R1+MS2, R1+ MS3, R1+MS4, R1+Ag1  

R2 Sinorhizobium meliloti (R2)  

R2+MS R2+MS1, R2+MS2, R2+ MS3, R2+MS4, R2+Ag1  
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Tab. 5: Différents traitements utilisés dans l’expérience sous stress salin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5- Inoculation bactérienne et condition de croissance 

Les conditions de croissance et les suspensions bactériennes sont préparées comme décrit 

précédemment. Après une semaine, les plantules sont inoculées avec 1 ml de la suspension 

bactérienne de chaque isolat à 108 cellules/ml. L’inoculation est répétée 3 fois / 3 semaines 

et les pots ont été irrigués deux fois par semaine avec la solution nutritive dépourvue 

d’azote (Fahraeus, 1957) (Annexe 9) et de l’eau distillée stérile au besoin. Deux semaines 

après la co-inoculation, les pots du deuxième groupe (100mM NaCl) sont arrosés avec la 

solution saline une fois par semaine durant un mois (4 fois).  

6-Mesure des paramètres morphologiques 

Après 2 mois de culture, les plantules de M. sativa sont récoltées. Leur croissance est 

appréciée par la mesure des paramètres morphologiques.  Les poids frais (g) des tiges et 

des racines des plantes, la hauteur (cm) de la partie aérienne, la longueur des racines, le 

nombre de feuilles et de nodules par plante sont estimés. 

7-Dosage des pigments photosynthétiques 

La teneur en pigments photosynthétiques est déterminée selon la méthode de Arnon 

(Arnon, 1949). Pour cela, 0.5g de feuilles de chaque échantillon sont découpées en petits 

segments (1mm2), homogénéisées dans 10 ml d’acétone à 80% et conservées à -10°C 

pendant une nuit.  L’extrait est ensuite centrifugé à 14000rpm/5mn et l’absorbance du 

Traitement 

sans NaCl 

Traitement 

avec 100mM 

de NaCl 

Souches bactériennes 

T- T- non inoculé  (Control négatif) 

T+ T+ non inoculé additionné de  KNO3 (0,5M) 

(control positif)  

R1 R1 Sinorhizobium meliloti (R1)  

R1+MS R1+MS R1+MS1, R1+MS2, R1+ Ag1  

R2 R2 Sinorhizobium meliloti (R2)  

R2+MS R2+MS R2+MS1, R2+MS2, R2+ Ag1 

Act Act MS1, MS2, Ag1 
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surnageant est lue à 663, 645 et 470 nm. Les teneurs en chlorophylle a (Ch a), b (Ch b), 

totale (Ch t) et caroténoïdes exprimées en mg/g sont déterminées selon les équations 

suivantes : 

Ch a (mg/g) = 12, 41 DO (663) – 2, 59 DO (645) 

Ch b (mg/g) = 22, 9 DO (645) – 4, 68 DO (663) 

Ch t = Ch a + Ch b 

Caroténoïdes (mg/g) = [(1000 × DO (470)) – 1, 82 Ch a – 85, 02 Ch b)] / 198 

8-Dosage des acides aminés solubles et de la proline 

Les échantillons des feuilles et des racines fraîches sont conservés au dessous de -15°C 

avant analyse. L’extraction est réalisée selon la méthode décrite par Naidu (1998) : 500mg 

de feuilles sont placés dans des tubes de centrifugation contenant 5ml d’un mélange 

méthanol: chloroforme : eau (60:25: 15). Les tubes scellés sont chauffés dans un bain 

marie (60°C) pendant 2 h et centrifugés à 10000 rpm/10 mn. Le surnageant servira ensuite 

aux dosages des acides amines solubles et de la proline. 

Acides aminés solubles  

Un ml de tampon acide acétique /acétate de sodium (pH= 4, 3) et 1ml de réactif de 

ninhydrine (5% dans l’éthanol) sont additionnés à 1ml de surnageant. Les échantillons sont 

agités puis chauffés au bain marie (95°C) pendant 15mn. L’absorbance des échantillons est 

déterminée à 570nm. La concentration en acides aminés solubles est obtenue en utilisant la 

glycine comme étalon. 

Proline 

La proline est déterminée par une méthode rapide développée par Singh et al., (1973) : 1ml 

de surnageant, 4ml de solution de ninhydrine, 4ml d’acide acétique glacial et 1ml d’eau 

distillée sont mis dans des tubes de centrifugation de 10 ml. Ce mélange est chauffé au 

bain marie (90°C) pendant 45mn et refroidi à la température ambiante. L’absorbance est 

lue à 520 nm et la concentration de proline est déterminée à l’aide d’une courbe 

d’étalonnage. 

9-Analyse statistique 

Toutes les expériences sont réalisées en triplicata et les résultats sont exprimés comme la 

moyenne ± écart type (SD). L’analyse statistique des données est effectuée à l’aide du 

logiciel Graph Pad Prism 8. Toutes les données sont soumises à l’analyse de la variance 

(ANOVA) one-way et two-way. Les résultats sont considérés comme significatifs lorsque 

les valeurs de P sont inférieures à 0,05. Le test de Tukey (post hoc HSD) est utilisé pour 
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comparer les moyennes pour ces expériences lorsqu’une différence significative est 

rencontrée. 

III-Résultats 

1-Caractérisation des isolats 

1-1- Caractérisation morphologique et culturale 

La croissance des souches de S. meliloti R1 et R2 sur milieu YEMA à 28°C/ 48h révèle de 

petites colonies (1mm de diamètre) et les cellules se présentent sous forme de bacilles 

courts. Les Actinobacteria sélectionnées isolées sur milieu ISP2 à 28°C/ 2à 7 jours 

présentent des colonies lisses ayant un pigment non diffusible de couleur orange pour MS1 

et rouge pour MS2 par contre les colonies des souches Ag1, MS3 et MS4 sont rugueuses et 

présentent un mycélium aérien et un mycélium de substrat de couleur blanche ou grise. La 

morphologie microscopique de ces souches est filamenteuse (Fig. 20, Tab 6).  

 

 

Fig. 20 : Examen microscopique (partie supérieure) et morphologie des colonies 

(partie inférieure) des souches actinobactériennes MS1, MS2, Ag1, MS3 et MS4. 

 

1-2- Caractérisation biochimique 

        - Sources de carbone 

La majorité des souches catabolisent plusieurs sources de carbone et les résultats sont 

répertoriés au niveau des tableaux 6 et 7 (Tab.6 et 7). 

           - Activités enzymatiques 

Les activités enzymatiques sont détectées par l’apparition d’une zone claire autour des 

colonies révélées avec une solution d’iode pour la chitinase (Fig.21) et le rouge de Congo 
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pour la cellulase (Fig. 22). Après 7 jours d’incubation sur un milieu spécifique pour chaque 

enzyme, l’ensemble de souches rhizobiennes ou actinobacteriennes produisent différentes 

enzymes telles que : amylase, protéase, chitinase et cellulase. Alors que la gélatinase, n’est 

présente que chez cinq souches (MS1, MS2, MS3, MS4 et R1), les deux autres souches 

(Ag1 et R2) sont incapables de produire la gélatinase (Tab. 7). 

             

 

Fig. 21 : Activité chitinolytique : Halo autour des colonies productrices de chitinase 
 

 

Fig.22: Activité cellulosique : Halo autour des colonies productrices de cellulase 
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Tab.6: Caractérisation biochimique des souches actinobactériennes et rhizobiales 

utilisées dans l’étude. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

MS1 MS2 Ag1 MS3 MS4 R1 R2 

Diamètre des 

Colonies (mm) 

3 4 5 3 4 1 1 

Couleur des colonies 

ou mycélium aérien 

Orange Rouge Grise Blanche Grise Blanche Blanche 

Couleur du mycélium 

du substrat  

- - Blanche Beige Blanche - - 

Morphologie 

microscopique  

Coco-

bacille 

Coco-

bacille 
filamenteuse filamenteuse filamenteuse 

Coco-

bacille 

Coco-

bacille 

Coloration de Gram 
+ + + + + - - 

Pigments diffusibles 
- - - - - - - 

Adonitol 
- - + - - + - 

Amygdaline 
+ - + + - - - 

Arabinose 
- - - - - - - 

Cellobiose  
- + - - - - - 

Fructose  
+ + - + + + + 

Glucose 
+ + + + + + + 

Inositol 
+ - - - - - - 

Maltose 
+ + - - - + + 

Mannose 
+ + + + - + + 

Melibiose 
- - - + - - - 

Raffinose  
- - + - - + + 

Rhamnose 
+ + - - - - - 

Sorbitol 
- - - + - - - 

Sorbose  
- - + - - - - 

Sucrose 
+ - - + - + + 

Xylose  
- - - + - + - 
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Tab.7: Caractérisation biochimique des souches actinobactériennes et rhizobiales 

utilisées dans l’étude (suite). 

 
 MS1 MS2 Ag1 MS3 MS4 R1 R2 

Citrate 
+ + + + + + + 

β-

galactosidase 

+ - + + + - - 

Lysine 

decarboxylase 

+ + + + + + + 

Ornithine 

decarboxylase 

+ + + + + + + 

Arginine 

dihydrolase 

+ + + + + + + 

Butanediol 
+ + - + + - - 

Urease 
+ - + + + + + 

Amylase 
+ + + + + + + 

Protéase 
+ + + + + + + 

Chitinase 
+ + + + + + + 

Cellulase 
+ + + + + + + 

Gélatinase 
+ + - + + + - 

 

1-3- Caractérisation physiologique 

Toutes les souches ont été caractérisées du point de vue physiologique afin de déterminer 

les conditions optimales de leur croissance (Fig. 23A). 

       -Effet du pH 

L’ensemble des souches se développe à pH 7 et ne tolère pas les valeurs extrêmes à 

l’exception de MS2 et MS3 qui sont capables de se développer à pH 9. 

      -Effet du PEG 

Parmi les souches testées pour leur tolérance à différentes concentrations de PEG, les 

souches rhizobiennes sont sensibles au stress hydrique où S. meliloti R1 ne peut pas croitre 

à une concentration supérieure à 10% de PEG par rapport à la souche S. meliloti R2 qui 

tolère jusqu’à 20%. Les actinobactéries semblent plus adaptées au stress hydrique ce qui 

est montré par leur capacité de croissance à des concentrations élevées de PEG. Les 

souches MS2 et MS3 tolèrent jusqu’à 60%. 
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 -Effet de la température 

Toutes les bactéries testées sont sensibles aux températures extrêmes (4 et 55°C). La 

température optimale de croissance des souches actinobactériennes est 30°C. Toutefois, les 

souches Ag1 et MS3 sont capables de croitre jusqu’à 45°C.  

      -Effet du sel 

La croissance des souches à des concentrations de sel allant de 0 à 1200 mM révèle une 

bonne capacité de tolérance des souches MS2 et MS4 se développant à des taux élevés 

jusqu’à 800mM de NaCl. Une sensibilité au sel est notée pour la souche S. meliloti R1 qui 

ne tolère aucune concentration de sel. Cependant, les souches S. meliloti R2 et MS1 sont 

capables de croitre à 400 mM et la souche Ag1 peut tolérer une concentration de sel de 600 

mM, par contre la souche MS3 ne tolére que 200mM de NaCl.  

 

 

 

 

Fig. 23 (A) : Activités PGP et tolérance au stress des souches rhizobiennes et 

actinobactériennes utilisées dans l’étude.  

Les données représentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un 

astérisque sont significativement différentes à P < 0,05 en utilisant l'analyse ANOVA. 
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2-Activités PGP des Actinobacteria 

Les réponses des actinobactéries sélectionnées aux différents tests PGP permettent la mise 

en évidence des potentialités de chaque souche (Fig.23A et B). 

2-1- Fixation d’azote  

La fixation d’azote est évaluée qualitativement par la croissance des bactéries sur milieu 

minimum au sel (DF) exempt d’azote à 28±2 °C /7 jours. Cette capacité est trouvée chez 

toutes les souches (Fig.23A). 

2-2-Production d’ammoniac (NH3) 

Après incubation à 28±2 °C /7 jours de l’eau peptonée inoculée avec les suspensions 

bactériennes des isolats, la production d’ammoniac est mise en évidence par addition du 

réactif de Nessler. L’apparition d’une couleur jaune-marron traduit une production intense 

du NH3. Toutes les souches testées ont la capacité de produire du NH3 à des taux variables 

(Fig.23A). 

2-3- Production d’acide cyanidrique (HCN) 

Après 7 jours d’incubation à 28±2 °C, aucune souche n’est capable de produire l’HCN, la 

couleur jaune du papier Whatman reste inchangée(Fig.23A). 

2-4-Production des sidérophores 

La production de sidérophores est effectuée sur milieu King B connu par sa composition 

exempte de fer permettant ainsi la libération des sidérophores dans le milieu. L’estimation 

quantitative de la production des sidérophores (après addition de la solution CAS) 

déterminée après 7 jours d’incubation à 28°C existe chez toutes les souches mais à des taux 

variables. Elle atteint des taux élevés notamment pour les souches MS2, MS3 et MS4 

produisant respectivement 63.13, 80.9 et 74.62% (Fig.23B). 

2-5-Solubilisation des phosphates 

La solubilisation des phosphates sur milieu gélosé PVK, révélée par un halo de 

transparence autour de la colonie est appréciable pour seulement deux souches MS1 et 

MS4 où les diamètres atteignent 18mm et 13mm respectivement. Par contre, les autres 

souches solubilisent faiblement les phosphates (Fig.23B). 

2-6- Production d’AIA 

La capacité des souches à produire l’AIA est testée sur milieu (DF) Dworkin et Foster 

additionné de tryptophane (1g /l). Après incubation 7jours à 28°C, il ressort que l’activité 

de production de l’AIA est présente chez toutes les souches mais à des taux variables. Le  
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taux de production de l’AIA varie de 7.3 à 31.18 µg/ml. Les souches les plus productrices 

sont MS1 et MS4 produisant des taux de 20.15 et 31.18µg/ml respectivement. 

 

 

                    Fig. 23 (B) : Activités PGP des souches actinobactériennes.  

 Les données représentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un    

astérisque sont significativement différentes à P < 0,05 en utilisant l'analyse ANOVA. 

               

  3-Identification moléculaire des isolats d’actinobactéries 

Selon l’analyse de la séquence partielle de l’ADNr 16S, les souches MS1 et MS2 

appartiennent au genre Arthrobacter : MS1 (MK894856) et MS2 (MK894855). Par contre, 

les souches MS3 et MS4 sont apparentées au genre Streptomyces (MN005930) et 

Umezawaea (MK894857), respectivement. Tandis que, la souche Ag1 appartient au genre 

Nocardiopsis (MN420819) (Fig. 24). 
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Fig. 24 : Arbre phylogénétique des souches actinobactériennes (Ag1, MS1, MS2, MS3  

                   et MS4). 
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4-Mesure des paramètres morphologiques 

  La capacité de nodulation des actinobacteries testées en co-inoculation avec les souches 

de S. meliloti montrent que trois souches MS1, MS2 et Ag1 ont amélioré la nodulation sur 

les racines de Medicago sativa (Fig. 23A), (Fig. 25). 

 

      

                           

 

 

Fig. 25 : Aspect des nodules de Medicago sativa inoculés ou co-inoculés. 

 

L’analyse de la variance des poids frais des racines et des feuilles, de l’allongement 

racinaire et de la hauteur de la plante, du nombre de nodules et de feuilles montre que 

l’inoculation est bénéfique et que la salinité réduit significativement ces différents 

paramètres de croissance (P<0.05). Dans les deux conditions de traitements sans sel et en 

présence de sel, les paramètres morphologiques des plantes de M. sativa inoculées avec les 

Rhizobia seuls et en présence d’Actinobacteria montrent une augmentation significative de 

ces paramètres lorsqu’il s’agit de la co-inoculation des souches S. meliloti R1 et R2 avec 

MS1, MS2 et Ag1 (Fig. 26) 

Les résultats montrent que la salinité affecte tous les paramètres morphologiques des 

plantes. Cependant, la co-inoculation montre une amélioration significative (P < 0,0001) 

de la longueur des tiges (131-256%) et des racines (56-135%) des plantes inoculées par S. 

meliloti R1 ou R2 associées aux actinobacteries par rapport au contrôle négatif. En effet, la 

longueur optimale est atteinte dans le cas de la co-inoculation des souches S. meliloti R1 et 

R2 avec MS1, MS2 et Ag1(Fig. 26 A, B). 
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Fig. 26 (A, B) : Effets de la co-inoculation bactérienne sur les paramètres 

morphologiques de Medicago sativa avant et après exposition à 0 et 100 mM de NaCl. 

Les données représentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un    

astérisque sont significativement différentes à P < 0,05 en utilisant l'analyse ANOVA. 

 

Les parties aériennes des plantes et le poids frais des racines sont considérablement 

améliorés chez les plantes de luzerne co-inoculées avec les souches S. meliloti R1 et R2.  

Les souches actinobactériennes MS1, MS2 et Ag1 ont montré une augmentation 

significative de 2 à 3 fois du poids frais des tiges et des racines en l’absence et en présence 

de stress salin par rapport au contrôle négatif (Fig. 26 C, D).  
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Fig. 26(C, D) : Effets de la co-inoculation bactérienne sur les paramètres 

morphologiques de Medicago sativa avant et après exposition à 0 et 100 mM de NaCl. 

Les données représentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un    

astérisque sont significativement différentes à P < 0,05 en utilisant l'analyse ANOVA. 

 

L’aspect positif de cette coinoculation se manifeste également par l’augmentation des 

nombres de feuilles et de nodules. En effet, le nombre de nodules a augmenté de 61 et 51% 

pour les souches S.meliloti R1 et R2 associées aux actinobactéries, respectivement par 

rapport aux plantes inoculées avec les souches S.meliloti R1 et R2 seules.  
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Cependant, en présence de sel, le nombre de nodules est sensiblement plus élevé avec les 

souches S.meliloti R1 (36%) et R2 (80%) que les inoculations de contrôle sous stress salin 

(Fig. 26 E,F)).           

             

 

         

            

 

 

Fig. 26(E, F) : Effets de la co-inoculation bactérienne sur les paramètres 

morphologiques de Medicago sativa avant et après exposition à 0 et 100 mM de NaCl. 

Les données représentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un    

astérisque sont significativement différentes à P < 0,05 en utilisant l'analyse ANOVA. 

 



85 
 

La capacité de nodulation des souches actinobactériennes dans les expériences de co-

inoculation avec S. meliloti R1 et R2, a clairement montré que trois souches MS1, MS2 et 

Ag1 étaient capables de permettre la formation de nodules sur les racines de M. sativa.  

5- Mesure des paramètres biochimiques  

Les teneurs en chlorophylles a, b (Fig. 27A, B), totale (Fig. 27 C) et caroténoïdes 

(Fig. 27D) sont significativement élevées chez les plantes coinoculées en absence et en 

présence de sel.  

Pour ce qui est des autres paramètres biochimiques, l’accumulation de proline et d’acides 

aminés dans les feuilles de M. sativa co-inoculées est nettement inférieure ce qui signifie 

que les actinobactéries atténuent le stress salin se traduisant par une diminution du taux de 

la proline et des acides aminés dans les feuilles des plantes inoculées et coinoculées 

(Fig.28 A, B). 
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Fig. 27 (A, B): Effets de la co-inoculation bactérienne sur le contenu foliaire en 

chlorophylles a, b (mg /g de matière fraîche) de Medicago sativa avant et après 

exposition à 0 et 100 mM de NaCl. (A) Chlorophylle a, (B) Chlorophylle b.  

Les données représentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un    

astérisque sont significativement différentes à P < 0,05 en utilisant l'analyse ANOVA. 
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Fig. 27 (C, D): Effets de la co-inoculation bactérienne sur le contenu foliaire en 

chlorophylles a+b et caroténoïdes (mg /g de matière fraîche) de Medicago sativa avant 

et après exposition à 0 et 100 mM de NaCl. (C) Chlorophylle a+b, (D) Carotenoides.  

Les données représentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées d'un    

astérisque sont significativement différentes à P < 0,05 en utilisant l'analyse ANOVA. 
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Fig.28 (A, B) :  Effets de la co-inoculation bactérienne sur le contenu foliaire en acides 

aminés et proline (µg/g de matière fraîche) de Medicago sativa avant et après 

exposition à 0 et 100 mM de NaCl. (A): Contenu en acides aminés et (B) : Contenu en 

proline. Les données représentent une moyenne ± erreur standard. Les barres marquées 

d'un    astérisque sont significativement différentes à P < 0,05 en utilisant l'analyse 

ANOVA. 
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IV-Discussion 

La fixation biologique de l'azote joue un rôle important dans l'amélioration de la 

productivité des sols (Thilakarathna et al., 2019). Par conséquent, la carence en azote 

limite fortement la croissance des plantes (Wang et al., 2019). La symbiose légumineuses – 

Rhizobia est une source d'azote peu couteuse et une pratique agronomique efficace 

fournissant un apport suffisant d'azote par rapport à l'application d'engrais chimiques 

(Cherrad et al., 2018 ; Sachs et al., 2019). Cependant, divers facteurs environnementaux 

limitent la fixation de l'azote, affectent la survie et le taux d'infectivité des Rhizobia 

(Andrews et Andrews, 2019 ; Ferguson et al., 2019). La meilleure option pour développer 

des cultures tolérantes au stress peut être l'utilisation de microorganismes PGP en tant que 

moyens d’améliorer la fixation biologique de l’azote (Htwe et al., 2019).  

Dans cette étude, trois souches bactériennes sélectionnées affiliées au phylum des 

actinobacteries sont capables d’établir une relation améliorant l’association symbiotique de 

S. meliloti et la légumineuse M. sativa. La promotion de la symbiose fixatrice d'azote par 

les actinobactéries a été largement documentée (Solans et al., 2015). Les études récentes se 

concentrent plutôt sur les actinobactéries PGP par rapport aux autres bactéries en raison de 

leur abondance relative dans le sol et de leur capacité à produire une variété de métabolites. 

Ceci est le cas des souches sélectionnées qui dégradent diverses substances carbonées. Ces 

caractéristiques permettent non seulement d’étudier leur profil métabolique mais 

également de comprendre leur capacité de compétition et de survie (Goodfellow et 

Williams, 1983). De plus, il a été rapporté qu’une grande partie de leur génome (~ 5-10%) 

est consacrée à la production de métabolites secondaires. Ceux-ci les aident à croitre même 

dans des conditions extrêmes. Les actinobactéries sont largement répandues dans les 

habitats aquatiques et terrestres, y compris les habitats extrêmes et les sols désertiques 

hyperarides (Fernandez, et al., 2017). Ce qui est clairement montré par la tolérance de ces 

souches aux stress abiotiques notamment l’aridité et la salinité. Etant donné l’origine de 

leur isolement, certaines souches peuvent tolérer des concentrations de sel allant jusqu’à 

800mM, un pH alcalin de 9, une température de 45°C et une pression osmotique de PEG 

de 60%. Les caractéristiques des sols jouent un rôle proéminent dans le processus de 

sélection microbienne. Les bactéries isolées des environnements extrêmes sont capables de 

survivre à des paramètres inhibiteurs par rapport à celles isolées d’habitats non stressants 

(Okoro et al., 2009). 
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Comme les autres PGPR, les actinobactéries utilisent également des mécanismes directs et 

indirects pour améliorer la croissance et la protection des plantes. Dans le cadre de cette 

étude, tous les isolats produisent l’AIA à des taux variables. La capacité de production de 

phytohormones de plusieurs actinobactéries rhizosphériques et endophytes a été démontrée 

par divers chercheurs sur l'acide indole acétique (AIA), les cytokinines et les gibbérellines 

(El-Tarabily et Sivasithamparam,2006 ; El-Tarabily et al., 2020). L'AIA est la 

phytohormone principale qui accélère la croissance et le développement des plantes en 

améliorant la croissance des racines, des tiges et la vigueur des plantules. L’AIA est 

impliqué dans la division cellulaire, la différenciation et la formation de faisceaux 

vasculaires et est une hormone essentielle à la formation de nodules (Choudhury et al., 

2019). 

Il ressort des résultats obtenus dans cette étude que toutes les souches testées présentent 

l’activité de solubilisation du phosphate. En effet, la disponibilité du phosphate dans les 

plantes par le biais de divers mécanismes des PGPR est soulignée par divers chercheurs 

dans diverses conditions de sol. Dans ce contexte, des actinobactéries : Arthrobacter, 

Rhodococcus, Gordonia, Streptomyces et Micromonospora ont été décrites dans des 

conditions de solubilisation du P in vitro et dans des conditions sous serre (Hamdali et al., 

2008; Jog et al., 2014). Aussi, Fernandez et al. (2007) ont signalé des effets favorables des 

bactéries solubilisant les phosphates sur la croissance du soja, ce qui a permis d'améliorer 

l'apport en nutriments des symbiotes de Rhizobium et la réduction de la nodulation.   

De plus, de nombreuses études ont montré que les souches d'actinobactéries sont 

productrices de sidérophores (Wang et al., 2014). Le genre Streptomyces est bien connu 

pour ses sidérophores, de types caractéristiques, tels que les desferrioxamines et 

coelicheline (Barona-Gomez et al., 2006) ainsi que d’autres sidérophores des autres 

membres des actinobacteries: l'hétérobactine, un sidérophore de Rhodococcus et Nocardia 

(Lee et al., 2012). Outre le contexte de la nutrition des plantes, les sidérophores offrent 

également une protection des plantes grâce au contrôle des phytopathogènes. Streptomyces 

produisant des sidérophores s’est également avéré efficace contre Fusarium oxysporum f. 

sp. ciceri dans des conditions de champ sur du pois chiche infecté (Gopalakrishnan et al., 

2011). 

En outre, plusieurs Actinobacteria ont démontré une capacité de fixation de l'azote, 

notamment Arthrobacter, Agromyces, Corynebacterium, Mycobacterium, 

Micromonospora, Propionibacteria et Streptomyces. Cela a été démontré par leur capacité 



91 
 

à se développer sur un milieu sans azote et une activité de réduction de l'acétylène 

(Sellstedt et Richau, 2013). Des études utilisant l'identification de gènes nif confirment ce 

phénomène (Valdes et al., 2005). 

Les PGP Actinobacteria influencent indirectement la croissance de la plante en contrôlant 

et en minimisant les effets néfastes des stress externes de sources biotiques ou abiotiques 

via les modes suivants: compétition pour les nutriments, production de substances 

inhibitrices de faible masse moléculaire telles que l’ammoniac, les enzymes dégradant les 

parois cellulaires (chitinase, cellulase, protéase) et d’autres métabolites secondaires, 

propriétés que devrait posséder un fertilisant efficace (Jog et al., 2016 ; Mathew et al., 

2020). Dans la présente étude, toutes les souches sélectionnées ont montré plusieurs traits 

de PGP, indépendamment de leur origine d’isolement. À l’exception de la souche Ag1, 

toutes les autres souches étaient des bactéries non rhizosphériques ou endophytiques et à 

notre connaissance, c’est la première étude montrant que ce type de bactéries peut être 

utilisé comme promoteur de la croissance végétale. 

Dans le cadre de cette expérience, nos résultats ont clairement montré l’importance des 

inoculants actinobactériens dans la stimulation de la croissance des plantes de M. sativa. 

L’amélioration de la nodulation et de la fixation de l'azote chez les cultivars de luzerne 

était liée au traitement de co-inoculation. Il a été noté que les plantes co-inoculées avec des 

actinobacteries et Sinorhizobium présentaient une nodulation et une croissance de plantes 

accrues par rapport aux plantes avec une seule inoculation. Conformément à ce résultat, la 

combinaison de Streptomyces kanamyceticus et Bradyrhizobium japonicum a augmenté la 

nodulation et la composition en azote des tiges de soja de 55% et 41% respectivement 

(Gregor et al., 2003). Soe et Yamakawa (2013) ont examiné l'effet de la co-inoculation de 

Bradyrhizobium yuanmingense MAS34 et de Streptomyces griseoflavus P4 sur 

l'amélioration de la nodulation, la fixation d’azote et le rendement en semences de 

différentes variétés de soja. La preuve d'un effet plus direct sur la nodulation a été décrite 

par Volpin et al., (1996). Ils ont montré qu'Azospirillum brasilense augmentait l'exsudation 

de flavonoïdes, molécules de signalisation végétales essentielles à l'établissement de la 

symbiose Rhizobia-légumineuses, dans la rhizosphère de la luzerne et du haricot commun. 

Les nodules de légumineuses sont souvent occupés par un microbiome bactérien 

phylogénétiquement divers. Ces bactéries peuvent avoir un impact sur la croissance et la 

santé des plantes, voire sur la formation de nodules et la fixation d’azote, mais leurs rôles 

écologiques restent inconnus (Peix et al., 2015). Cependant, des études récentes ont montré 

que les bactéries non rhizobiennes dans les nodules ne sont pas des acteurs passifs. Elles 
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peuvent même contrôler dans une certaine mesure la plante hôte (Gano-Cohen et al., 

2016). En outre, certaines bactéries non rhizobiennes aident Rhizobium à élargir sa gamme 

d'hôtes (Martinez-Hidalgo et al., 2014) et améliorent la nodulation et la fixation d’azote 

des symbiotes légumineuses – Rhizobia. Elles régulent sélectivement l’entrée et la survie 

des bactéries dans cette niche spécifique, le nodule racinaire (Mus et al., 2016). 

Des études moléculaires ont montré que de nombreuses actinobactéries peuvent se 

présenter sous forme d’endophytes dans diverses plantes légumineuses (Slama et al., 

2019b). L'application d'inoculants de Streptomyces améliorant la nodulation et le contenu 

en azote du sol indique leur effet promotionnel et l'influence de la symbiose Rhizobia-

légumineuse de manière non spécifique (Mlaik et al., 2015). Toutefois, contrairement à ce 

qui a été rapporté, dans notre cas Streptomyces ne semble pas contribuer à la nodulation 

par rapport au genre Arthrobacter qui améliore la nodulation ainsi que tous les paramètres 

de la croissance végétale, en présence de souches S. meliloti R1 ou R2 (Aragunde et al., 

2018).  

L’analyse de la variance indique que les paramètres de croissance de la luzerne étudiés 

sont négativement affectés par la salinité. Il a été rapporté que l'inoculation bactérienne a 

atténué les effets indésirables du stress sur la croissance des plantes (Prospero et al., 2013). 

 Nos résultats sont en concordance de conclusions antérieures selon lesquelles les plantes 

inoculées poussaient mieux et avaient une biomasse plus élevée que les plantes non 

inoculées dans des conditions de stress salin (Al-Karaki, 2001; Cantrell et Linderman, 

2001; Diouf et al., 2005; Lukiwatid et Simanungalid, 2002). Ainsi, sur la base des résultats 

obtenus, la symbiose légumineuse-Rhizobia et le processus d'initiation des nodules sur les 

légumineuses sont tous deux sensibles au stress salin (Elsheikh et Wood, 1990). Le stress 

salin inhibe les premières étapes de la symbiose Rhizobia-légumineuses. Les effets 

néfastes de la salinité sur la symbiose peuvent également résulter de la suppression de la 

fonction des nodules et de la réduction de la capacité des plantes à la croissance (Elsheikh 

et Wood, 1990). 

L’augmentation de la croissance des plantes inoculées avec des souches non rhizobiennes 

comparés à celles des plantes inoculées avec la souche rhizobienne S. meliloti peuvent être 

attribués à la tolérance plus élevée des souches d’actinobacteries à la salinité et à la 

sécheresse et à leur plus grande capacité à produire l’hormone AIA.  

Le stress salin a aussi un effet délétère sur les paramètres biochimiques se traduisant par 

une diminution de la concentration en chlorophylle suite à l’affaiblissement des complexes 

protéines-lipides (Rosa-Ibarra et Maiti,1995) et par conséquent à la réduction de 
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l'interception de la lumière, à une augmentation de l'activité de la chlorophyllase et à la 

synthèse de composés azotés qui consomme une grande quantité d’azote (Levitt, 1980). 

On sait également que des concentrations plus élevées d'ions dans les sols salins 

s'accumulent dans les cellules végétales, inactivent les enzymes et inhibent la synthèse des 

protéines et la photosynthèse (Rekik et al., 2017). 

L’analyse de la teneur en proline foliaire révèle que la salinité stimule sa synthèse 

intracellulaire. Celle-ci est maximale à 100 mM de NaCl. L’inoculation entraine une 

diminution de sa teneur foliaire sous l’effet du stress salin. La proline est évidemment 

l’acide aminé le plus largement accumulé par les plantes dans un sol salin (Prospero et al., 

2013). Les plantes inoculées peuvent améliorer leur taux de croissance et leur tolérance au 

sel et supprimer les effets néfastes du stress permettant ainsi leur adaptation aux conditions 

salines (Prospero et al., 2013). 

Les résultats de cette étude indiquent clairement que les bactéries tolérantes à la sécheresse 

et à la salinité présentant de multiples traits PGP peuvent potentiellement augmenter la 

croissance de la luzerne dans des conditions de salinité, en présence ou en absence de 

bactéries rhizobiennes symbiotiques. Ces connaissances seront utiles pour définir des 

stratégies d'application de ces bactéries en tant que bio-inoculants, seules ou associées à 

des bactéries rhizobiennes. Une telle approche améliorera les performances ou la 

persistance des Rhizobia et diminuera l'utilisation des engrais chimiques (Sachs et al., 

2019).  

Selon les résultats de cette étude, les bactéries MS1 et MS2 peuvent être des biofertilisants 

appropriés dans la formulation de produits agricoles améliorant le développement des 

plantes, la santé et la productivité dans des sols salins, alternative nécessaire pour 

l'agriculture moderne et le développement durable. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES  

La symbiose Rhizobium–légumineuse est une source importante d’azote fixé sous forme 

d’ammoniac dans la biosphère. Elle est par conséquent un mécanisme alternative utilisé 

pour réduire l'application d'engrais azoté chimique, coûteux en production agronomique. 

Le Rhizobium ayant la capacité de noduler les légumineuses, peut être utilisé en toute 

sécurité dans les pratiques agricoles pour augmenter la productivité des plantes. 

Dans cette étude, la stratégie visant l’isolement des Rhizobia à partir de nodules de la 

luzerne a permis de sélectionner six souches présentant les critères morphologiques, 

physiologiques et biochimiques confirmant le genre Rhizobium. Ces souches testées pour 

leur capacité de production d’AIA, de sidérophores et de solubilisation des phosphates 

confirme leurs potentialités d’amélioration de la croissance des plantes.     

Les expériences en pots ont montré que l’inoculation bactérienne de la plante hôte Medicago 

sativa  pouvait favoriser la croissance des plantes et augmenter leurs paramètres 

morphologiques et biochimiques. Quoique la nodulation était défectueuse, l’effet PGP est 

visiblement clair supporté par la capacité phytostimulatrice et fertilisante des isolats. 

Dans un souci d’améliorer la réponse des légumineuses à l'inoculation de Rhizobium 

notamment en conditions stressantes, la co-inoculation avec d'autres PGPR est une stratégie 

efficace qui aurait de meilleures chances d'agir en synergie avec Rhizobium pour une 

meilleure productivité par rapport à une simple inoculation. 

La co-inoculation a été suivie par l’utilisation des souches de S. meliloti R1 et R2 avec 

chacune des souches d’Actinobacteria sélectionnées (MS1, MS2 et Ag1). Les résultats 

montrent une meilleure nodulation sur les racines de Medicago sativa et une augmentation 

significative des paramètres de croissance et des teneurs en pigments chlorophylliens de la 

plante hôte. La co-inoculation a permis également d’avoir une meilleure réponse au stress 

salin en améliorant les stratégies d’adaptation.  

En effet, ces bactéries recherchées et caractérisées ont montré des aptitudes intéressantes 

pour rétablir la symbiose en augmentant le nombre de nodules et rééquilibrer les 

perturbations physiologiques des plantes engendrées par le stress salin. De ce fait ces 

bactéries peuvent être associées aux Rhizobia pour l’application dans la bioinoculation des 

légumineuses des sols affectés par la salinité. 
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      Pour compléter ce travail, il nécessaire d’optimiser les conditions de croissance pour 

améliorer le processus de nodulation et considérer comme un moyen prometteur les 

interactions entre PGPR, les champignons mycorhiziens arbusculaires (AMF) et la 

symbiose Rhizobium-légumineuse. Les effets interactifs des Rhizobia avec d'autres PGPR 

dans des conditions normales et stressantes pourraient améliorer la production agricole. 

Des études moléculaires des génomes entiers ou de gènes particuliers notamment ceux 

responsables de la nodulation seraient sans doute utiles dans la compréhension de 

l’établissement de la symbiose rhizobienne.   

De nombreux travaux sur l'amélioration des propriétés symbiotiques de divers groupes de 

Rhizobium ont été publiés ces dernières années. Des efforts considérables ont été déployés 

pour comprendre l'efficacité de la régulation de l'endosymbiose hôte-microorganismes. La 

variabilité de la nodulation et de la fixation d'azote a suggéré que l’isolat prédominant 

pourrait être le plus efficace pour un hôte particulier. Certains déterminants génétiques de 

Rhizobium impliqués dans l'infectiosité pourraient être élaborés et conduiront à l'extension 

de leur infectiosité et de leur efficacité en termes de fixation d'azote chez une large gamme 

d'hôte. Par ce processus La disponibilité de biofertilisants multilégumineuses efficaces 

pourrait éviter le problème de compétitivité et fournir les meilleurs inoculants pour 

améliorer la croissance et la fixation de l'azote des légumineuses en zones arides. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1:  

Tab. 2 : Classes, ordres et familles du phylum des actinobactéries (Goodfellow et al., 

2012) 

 

Classes Ordres Familles 

Actinobacteria Actinomycetales Actinomycetaceae 

Actinopolysporales Actinopolysporaceae 

Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae 

Catenulisporales Catenulisporaceae, Actinospicaceae 

Corynebacteriales Corynebacteriaceae, Dietziaceae, 

Mycobacteriaceae, Nocardiaceae, 

Segniliparaceae, Tsukamerullaceae 

Frankiales Frankiaceae, Acidothermaceae, 

Cryptosporangiaceae 

Geodermatophilaceae, Nokamurellaceae 

Glycomycetales Glycomycetaceae 

Jiangellales Glycomycetaceae 

Kineosporales Kineosporaceae 

Micrococcales Micrococcaceae, Beutenbergiaceae, 

Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae, 

Cellulomonadaceae, Dermabacteriaceae, 

Dermacoccaceae, Dermatophilaceae, 

Intrasporangiaceae, Jonesiaceae, 

Microbacteriaceae, Promicomonosporaceae, 

Rarobacteriaceae, Ruaniaceae, 

Sanguibacteraceae 

Micromonosporales Micromonosporaceae 

Propionibacteriales Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae 

 

Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae 

Streptomycetales Streptomycetaceae 

Streptosporangiales Streptosporangiaceae, Nocardiopcaceae, 

Thermomonosporaceae 

 

Acidimicrobiia Acidimicrobiales Actinomicrobiaceae 

Coriobacteriia Coriobacteriales Coriobacteriaceae 

Thermoleophilia Thermoleophilales Thermoleophilaceae 

Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae, Conexibacteraceae, 

Patulibacteraceae 

 



 
 

Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteraceae 

Nitriliruptoria Nitriliruptorales Nitriliruptoraceae 

Euzebyales Euzebyaceae 

 

 

Annexe 2: Milieu YEMA (Yeast-Extract-Mannitol) (g /l) 

Mannitol                                           10.00 

K2HPO4                                              0.50 

MgSO4 7H2O                                    0.20 

NaCl                               0.10 

Extrait de levure                                0.50 

Eau distillée                                       1000ml 

Agar                                                   15 

pH 6.8  

 

Annexe 3: Milieu Yeast-Lactose-Agar (g /l) 

Extrait de levure                              1 

Lactose                                                10 

Agar                                                    15 

Eau distillée                                        1000ml 

 

Annexe 4 : Réactif de Benedict (g /l) 

Citrate de sodium                               173 

Carbonate de sodium anhydre           100 

CuSO4 5H2O                                      17.3 

Eau distillée                                       1000 ml 

 

Annexe 5 : Milieu Pikovskaya (PVK) (g /l) 

D –Glucose                                        10 

(NH4 )2 SO4                                      0.5 

NaCl                                                  0.2 

MgSO4.7H2O                                    0.1 

KCl                                                    0.2 

Extrait de levure                                0,5 

MnSO4 5H2O                                    0.002 

FeSO4.7H2O                                      0.002 

Ca3 (PO4)2                                         5 

Eau distillée                                       1000ml 

 

Annexe 6 : Milieu Dworkin et Foster (DF)  

KH2 PO4                                            4 g 

Na2HPO4                                          6 g  



 
 

MgSO4.7H2 O                                0.2 g  

FeSO4.7H2 O                                  1 mg  

H3 BO3                                           10 μg  

MnSO4                                           10 μg  

ZnSO4                                            70 μg  

CuSO4                                            50 μg  

MoO3                                             10 μg  

Glucose                                          2 g  

Acide gluconique                           2 g  

Acide citrique                                2 g  

Eau distillée                                   1000ml 

 

Annexe 7 : Milieu King B (g /l) 

Peptone de caséine                        10  

Peptone de viande                         10  

MgSO4.7H2O                                1,5  

K2HPO4                                        1,5  

Eau distillée                                  1000 ml 

 

Annexe 8 : Solution Chrome Azurol S (CAS) 

- Mettre 6 ml de HDTMA (Hexamethylammoniumbromure) l0mM dans une éprouvette de 

100 ml et diluer à 50 ml avec de l'eau désionisée. (1) 

 -Mélanger 1,5 ml de FeCL3+ (1mM FeCL3+ .6 H20;10 mM HCL) et 7,5 ml de CAS 

2mM. (2)  

- Ajouter (2) à (1). 

 - Dissoudre 4,307 g de piperazine anhydre dans de 1 'eau et ajouter 6,25 ml de HCL 12 M 

(Solution tampon pH = pKa = 5.6).  

- Ajouter la solution tampon et continuer avec de l'eau jusqu'à 100 ml. 

 

Annexe 9 : Solution nutritive (g /l) (Fähreus, 1957) 

-Macro éléments 

CaCl2                                                  0.10  

MgSO4 7H2O                                     0.12  

KH2 PO4                                            0.10  

Na2 HPO42H2O                                  0.15  

Citrate de fer                                      0.005 

 Solution stock de Micro éléments    1 ml 

-Micro éléments (g /l) 

H3 BO3                                               2.86  

MnSO4 4H2O                                     2.03  

ZnSO4 5H2O                                      0.22  

CuSO4 5H2O                                      0.08  

Na2 MoO4 2H2O                                0.14  

Eau distillée                                       1000ml             



 
 

Annexe 10 : Milieu International Streptomyces Program (ISP2) (g /l) 

Extrait de levure                               4 g  

Extrait de malt                                 10 g   

Glucose                                            4 g   

Agar                                                 20 g   

Eau distillée                                     1000 ml 

pH7,3 

 

Annexe11 : Milieu Luedemann (g /l) 

Extrait de levure                                  5 g 

Extrait de malt                                    15 g 

Amidon soluble                                  10 g 

Glucose                                               10 g  

CaCO3                                                2 g 

NaCl                                                    5 g  

Agar                                                    15 g 

Eau distillée                                        1000 ml 

 

Annexe 12 : Milieu BAP (g /l) 

Propionate de sodium                             0.5   g  

KH2PO4                                                                           0.95  g  

K2HPO4                                                                           0.60  g  

Mg S04. 7H2O                                        0.025  g  

CaCI2, 2H2O                                          0.003 g  

Biotine                                                   4.50   g  

Solution stock Fe S04. 7H2O/EDTA     1.0 ml  

Solution stock de Hoagland                  1.0 ml  

Eau distillée                                          1000 ml  

pH =6.7 

 

Solution stock de Hoagland’s micro éléments (g /l)  

H3 B04                                                     2.8  

Mn Cl2.4H20                                           1.8                               

Zn S04.7H20                                            0.2  

Cu S04.5H20                                            0.1  

NaMo04·H20                                            0.025 

Eau distillée                                              1000 ml 

 

Annexe 13 : Milieu minimum au sel  

Glucose                                                     2.5 g 

KH2PO4                                                     0.36 g 

 K2HPO4                                                                             1.4 g 

MgSO4.7H20                                             0.25 g 

CaCl2.2H20                                                0.02 g 



 
 

 NaCl                                                 0.2 g  

FeCl3                                                 6.6 mg 

EDTA                                               15 mg   

 ZnSO4.7H20                                    0.16 mg 

Na2MoO4                                         0.2 mg 

H3BO3                                              0.25 mg 

MnSO4.4H2O                                   0.2 mg 

 CuSO4.5H2O                                   0.02 mg 

CoCl2.6H2O                                     1 μg 

thiamine-HCl                                   1 mg 

Calcium pantothenate                      2 mg 

Biotin                                               1 μg 

Eau distillée                                     1000 ml                                              

 

Annexe 14 : Gélose au lait écrémé (25%) (g /l) 

Peptone de caséine                             5  

Extrait de levure                                 3  

Agar                                                    15 

Eau distillée                                        1000ml  

Autoclavage 120°C/20 mn 

Ajouter 250 ml de lait écrémé stérile 

 

Annexe 15 : Gélose GYP (Glucose Yeast Extract Peptone) additionnée de 1% 

d’amidon soluble (g /l) 

Glucose                                               1  

Yeast extract                                       0.5  

Peptone                                               0.5  

Agar                                                    15  

Amidon soluble                                  1% 

Eau distillée                                        1000ml                                           

 

Annexe 16 : Gélose à base de chitine (g /l) 

Chitine colloidale                                 10  

(NH4)2SO4                                            2 

 KH2PO4                                               0.7 

 MgSO4.7H2O                                       0.5  

FeSO4.7H2O                                          0.01  

Agar                                                      15 

Eau distillée                                          1000ml                                           

 

Annexe 17 : Milieu Luria Bertani (LB) additionnée de 1% de Carboxymethylcellulose 

(CMC) (g /l) 

Tryptone                                                10  

 Extrait de levure                                   5   



 
 

NaCl                                                      5   

Agar                                                       15 

Carboxymethylcellulose (CMC)           1% 

Eau distillée                                            1000 ml 

 

Annexe 18 : Milieu gélatine nutritive (g /l) 

Peptone                                     4  

Yeast extract                               1 

Gélatine                                          15  

Agar                                            15 

Eau distillée                                 1000 ml 

 

Annexe 19 : Milieu de Winogradsky exempte d’azote (g /l) 

-Solution stock (g /l)  

KH2 PO4                              50,0  

MgSO4 7H2 O                       25,0  

NaCl                                     25,0   

FeSO4 .7 H2 O                   1,0  

Na 2 MoO4. 2H2 O                    1,0  

MnSO4. 4H2 O                 1,0   

Eau distillée            1000ml  

pH: 7,2 ajusté avec du NaOH  

-Milieu Winogradsky exempte d’azote  

Solution stock         5ml  

D Glucose             0,5g 

CaCO3                0,1g  

Eau distillée qsp :       1000ml  

 

Annexe 20 : Eau peptonée (g /l) 

Peptones                          10 

NaCl                            5  

Na2 HPO4                        3.5 

K2 HPO4                                              1000ml  

pH : 7.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  ملخص

يمكن   .وهي جزء أساسي للزراعة المستدامة البيئية،تعتبر البقوليات من الأطعمة المغذية للإنسان وتوفر العناصر الغذائية الأساسية للنظم 

في تفاعل تكافلي مع الريزوبيا. لكن يحد الإجهاد المالح بشدة من  النيتروجين تثبيت للبقوليات استعادة صحة التربة من خلال قدرتها على

 عالمشترك م التلقيح ، فإنRhizobiumومن أجل تحسين استجابة البقوليات للتلقيح بـ . ه النباتذه الإنتاجية والقدرة على تثبيت النيتروجين عند

PGPR ( البكتيريا المعززة)البسيط التلقيحأخرى، هي استراتيجية فعالة وتآزرية لإنتاجية أفضل مقارنة ب للنمو.  

 Rhizobiumمع  المشترك التلقيحفي تجارب  PGP المعزولة من بيئات مختلفة وذات أنشطة Actinobacteriaفي هذه الدراسة تم استخدام  

 الملح.تحت تأثير إجهاد  Medicago sativa في محيط النبات

 لالاتسمع كل واحدة من  S. meliloti 2011(R2)و  Sinorhizobium meliloti 1021 (R1)استخدام سلالات بوكان التلقيح المشترك 

Actinobacteriaذات الصلة بـ المحددة( Arthrobacter sp (MS1, MS2) وNocardiopsis (Ag1))) القادرة على تحمل الجفاف 

 متنوعة. PGP وذات خصائص والملوحة

كيب الضوئى التروزيادة ملحوظة في خصائص النمو وكميات أصباغ  Medicago sativa  بينت النتائج تحسن في كمية العقد الجذرية عند 

ن أن تكون يمكولذلك  فكما أن التلقيح المشترك يوفر استجابة أفضل للإجهاد الملح من خلال تحسين استراتيجيات التكي ٠ند النبات المضيفع

Actinobacteria ة وإنتاجية النباتات المنتجات الزراعية التي تحسن تنمية وصحتركيب   المكتشفة في هذه الدراسة أسمدة حيوية مناسبة في

                                                                                               ٠في التربة المالحة، وهي بديل ضروري للزراعة الحديثة والتنمية المستدامة

 PGPR, Medicago sativa, Actinobacteria ,، Rhizobium تكافل، تلقيح مشترك ح:يالكلمات المفات

Résumé 

Les légumineuses, considérées comme des aliments très nutritifs pour les humains et fournissant des nutriments essentiels aux 

écosystèmes, sont un élément fondamental de l'agriculture durable. Ils peuvent restaurer la santé du sol par leur capacité à fixer l'azote dans 

une interaction symbiotique avec les Rhizobia du sol. Cependant, le stress salin limite sévèrement la productivité et la capacité de fixation 

de l'azote chez les légumineuses. Afin, d’améliorer la réponse des légumineuses à l'inoculation de Rhizobium, la co-inoculation avec 

d'autres PGPR est une stratégie efficace et synergique pour une meilleure productivité par rapport à une simple inoculation. Dans cette 

étude, des Actinobacteria isolées de différentes niches et ayant des activités PGP ont été utilisées dans des expériences de co-inoculation 

avec des Rhizobiua dans la rhizosphère de plantes Medicago sativa soumises à un stress salin. La co-inoculation a été suivie par 

l’utilisation des souches de Sinorhizobium meliloti 1021 (R1) et S. meliloti 2011(R2) avec chacune des souches d’Actinobacteria 

sélectionnées (apparentées à Arthrobacter sp (MS1, MS2) et Nocardiopsis (Ag1)) tolérantes à la sécheresse et à la salinité et ayant de 

multiples caractères PGP. Les résultats montrent une meilleure nodulation sur les racines de Medicago sativa et une augmentation 

significative des paramètres de croissance et des teneurs en pigments chlorophylliens de la plante hôte. La co-inoculation a permis 

également d’avoir une meilleure réponse au stress salin en améliorant les stratégies d’adaptation. Les actinobactéries découvertes dans 

cette étude peuvent donc être des biofertilisants appropriés dans la formulation de produits agricoles améliorant le développement, la santé 

et la productivité des plantes dans les sols salins, une alternative nécessaire à l'agriculture moderne et au développement durable. 

Mots-clé: Rhizobium, symbiose, Actinobacteria, co- inoculation, salinité, PGPR, Medicago sativa. 

 

Abstract  

Legumes, considered very nutritious foods for people and providing essential nutrients for ecosystems are a fundamental element of 

sustainable agriculture. They can restore soil health by their ability to fix nitrogen in a symbiotic interaction with the Rhizobia of the 

soil. However, salt stress is severely limiting productivity and nitrogen fixation ability in legumes.  In order to improve the response of 

legumes to inoculation of Rhizobium, co-inoculation with other PGPR is an effective and synergistic strategy for better productivity 

compared to a simple inoculation. 

In this study, Actinobacteria isolated from different niches and having PGP activities were used in co-inoculation experiments with 

Rhizobia in Medicago sativa plants rhizosphere submitted to salt stress. Co-inoculation was followed by the use of Sinorhizobium 

meliloti 1021 (R1) and S. meliloti 2011(R2) strains with each of the selected Actinobacteria strains (related to Arthrobacter sp (MS1, 

MS2) and Nocardiopsis (Ag1)) tolerant to drought and salinity and having multiple PGP characteristics. 

The results show better nodulation on Medicago sativa roots and a significant increase in growth parameters and the chlorophyll pigment 

content of the host plant. Co-inoculation also allowed for a better response to saline stress improving coping strategies. Actinobacteria 

discovered in this study can, therefore, be suitable biofertilizers in the formulation of agricultural products improving plant development, 

health and productivity in saline soils, a necessary alternative for modern agriculture and sustainable development. 

Key words: Rhizobium, symbiosis, Actinobacteria, co- inoculation, salinity, PGPR, Medicago sativa. 

 

 

 


