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RÉSUMÉ 

 

De nombreux travaux, en microbiologie du sol, ont mis en évidence des 
potentialités effectives chez des rhizobactéries, en phytostimulation de la croissance des 
plantes, l’induction systémique de leur résistance et le biocontrôle de leurs agents 
phytopathogènes. Les interactions phytobénéfiques sont, principalement, de deux types: 
symbiotiques et non symbiotiques. Notre étude s’intéresse à la présence simultanée des 
deux types (coinoculation) dans la rhizosphère de la fève, en conditions semi-contrôlées 
sous serre en verre et en conditions naturelles de plein champ. Le premier représenté par 
deux souches (R1 et R2) de Rhizobium fabae, alors que le second est représenté par 
trois souches (S20, CHAO et P64) de Pseudomonas fluorescens. 

Pour tester la compétence rhizosphérique des souches de Pseudomonas, nous 
avons effectué des essais en microcosmes, avec trois espèces végétales : blé dur 
(Triticum durum var. waha), la tomate (Lycopersicum esculentum var. Heinz 1370) et la 
fève (Vicia faba L. var. Histal). La bactérisation des plantules dans les différents 
microcosmes, a montré que les souches de Pseudomonas fluorescens appliquées se 
caractérisent par des compétences rhizosphériques appréciables, avec des seuils de 
colonisation atteignant 1011 CFU / g de sol, montrant ainsi, le potentiel rhizosphérique des 
souches sélectionnées.  En dépit de l’origine végétale initiale, nous avons constaté des 
seuils de colonisation élevés au niveau des rhizosphères des différentes plantes étudiées. 
La phytostimulation a été perceptible sur les plants de fève étudiés. Ceci dénote, 
globalement la non spécificité des effets bénéfiques par rapport aux origines des souches 
bactériennes, de leur origine végétale et aussi par rapport aux différents génotypes 
végétaux quant au niveau de perception des effets phytostimulateurs. Nous avons noté 
des gains dépassant parfois le taux de 90 % dans quelques interactions. 

La bactérisation, inoculation simultanée, a induit une phytostimulation et 
l’amélioration de la nodulation sur les plants de fève. Selon les combinaisons des cinq 
souches appliquées, les meilleures performances ont été enregistrées avec les 
coinoculations (P64-R1 et P64-R2),  où les effets bénéfiques sont plus perceptibles en 
plein champs par rapport à la serre, en induisant des gains plus élevés en nombre de 
nodules (plus de 128 %), en azote total (plus de 80 %), et en matières sèches et fraiches 
allant de 55,17 % à 92,29 %.                              

Les coinoculations Rhizobium fabea R1 et R2 avec Pseudomonas fluorescens 
P64 semblent les plus performantes en plein champ, ceci peut expliquer que ces souches 
ont eu un effet plus stimulant sur la croissance des plantes, notamment en conditions 
défavorables. La bactérisation combinée entre ces deux groupes de rhizobactéries, grâce 
à la diversité de leurs mécanismes d’action, peut induire des effets phytobénéifiques 
meilleurs par rapport à des actions séparées.  

La phylogénie moléculaire (in silico) de souches de Rhizobium et de 
Pseudomonas sur l’ADNr 16S et les gènes de ménages, a apporté un complément 
d’informations sur la taxonomie des souches étudiées. Les gènes nifH et nodC chez 
Rhizobium ont montré une forte homologie entre R. fabae, R. leguminosarum et R. pisi. 
La souche CHAO de Pseudomonas protegens présente beaucoup de similarité avec 
Pseudomonas fluorescens pour les séquences protéiques d’HCN et de TonB. Ces deux 
genres bactériens ont présenté des topologies différentes pour les séquences d’ARNr 
16S. La compréhension d’une telle interaction (association, coopération, synergie…etc), 
ne peut être élucidée qu’avec l’investigation des aspects moléculaires, modulant les 

métabolismes bactériens en interaction avec la plante. 

Mots-clés : Pseudomonas fluorescens; Rhizobium fabae ; coinoculation ; nodulation ; 
Vicia fabae ;  phytostimulation; phylogénie. 
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ABSTRACT 
 
 

Numerous soil microbiology studies have demonstrated effective 
rhizobacteria potentials in phytostimulation of plant growth, systemic induction of 
their resistance and biocontrol of their phytpathogenic agents. Phytobeneficial 
interactions are mainly of two types: symbiotic and non-symbiotic. Our study 
investigates the simultaneous presence of both types (coinoculation) in the 
rhizosphere of the bean, under semi-controlled conditions under glass greenhouse 
and in natural field conditions. The first represented by two strains (R1 and R2) of 
Rhizobium fabae, while the second is represented by three strains (S20, CHAO 
and P64) of Pseudomonas fluorescens. 

To experiment the rhizosphere competence of Pseudomonas strains, we 
carried out microcosms trials with three plant species: durum wheat (Triticum 
durum var waha), tomato (Lycopersicum esculentum var Heinz 1370) and bean 
(Vicia faba L Histal). The bacterization of the seedlings in the different microcosms 
showed that the strains of Pseudomonas fluorescens applied are characterized by 
appreciable rhizospheric competency, with thresholds of colonization reaching 
1011 UFC/g of soil, thus showing the rhizospheric potential of the selected strains. 
Despite the initial plant origin, we found high colonization thresholds in the 
rhizosphere of the various plants studied. Phytostimulation was noticeable on the 
studied bean plants. This denotes, globally, the non-specificity of the beneficial 
effects with respect to the origins of the bacterial strains, their plant origin and also 
with respect to the different plant genotypes as to the level of perception of the 
phytostimulatory effects. We have noted gains exceeding the 90 % rate in some 
interactions. 

The bacterization, simultaneous inoculation, induced a phytostimulation and 
the improvement of the nodulation on the seedlings of bean. According to the 
combinations of the five strains applied, the best performances were recorded with 
the coinoculations (P64-R1 and P64-R2), where the beneficial effects are more 
perceptible in fields compared to the greenhouse, inducing higher gains in number 
of nodules (more than 128%), in total nitrogen (more than 80%), and in dry and 
fresh matter ranging from 55,17% to 92,29%). 

Coinoculation Rhizobium fabea R1 and R2 with Pseudomonas fluorescens 
P64 seem to be the most efficient in the field, this may explain why these strains 
had a more stimulating effect on plant growth, especially under unfavorables 
conditions. The combined bacterization between these two groups of 
rhizobacteria, due to the diversity of their mechanisms of action, can induce better 
phytobeneficial effects compared to separate actions. 
 

Keywords: Pseudomonas fluorescens; Rhizobium fabae; coinoculation; nodulation; Vicia 

fabae;  phytostimulation; phylogeny. 
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 ملخص
 
 
 

 تفاعلات يلد فعالة إمكانات التربة فً المجهرٌة الأحٌاء علم فً عدٌدة دراسات أظهرت         

 والسٌطرة  النباتً ًلمقاومتأ النظام زٌفوتح ، النباتً لنموا تنشٌطفً  ،(Rhizobium) الرٌزوبكتٌرٌا

 جداوتال فً دراستنا تبحث. ٌشٌةعاالت و ٌشٌةعاالت غٌر: نوعٌن من أساسا هً تفاعلاتال. البٌولوجٌة
 زجاجً بٌت زراعً تحت بها متحكم شبه ظروف تحت الجذور، منطقة فً النوعٌن لكلا المتزامن

 حٌن فً ، Rhizobium fabae من( R2 و R1) سلالتٌن ٌمثل الأول. الطبٌعً الحقل ظروف وفً

 Pseudomonas fluorescens .        من( P64 و S20 ، CHAO) سلالات بثلاث الثانً ٌمثل

 اذج تصمٌمٌةمن فً بارجت أجرٌنا ،Pseudomonas fluorescens   سلالات لاختبار        

 فً ةكبٌر كفاءة وأظهرت. والفول  الطماطم ،الصلب القمح: النبات من أنواع ثلاثة مع مصغرة
 إمكانٌة على ٌدل مما تربة، مغ/  بكتٌرٌا خلٌة 1110 إلى تصل الاستٌطان على الجذور عتبات

 منطقة فً عالٌة استٌطان عتبات وجدنا ، الأولً النبات أصل من الرغم على. مختارةال سلالاتال
 المحددة غٌر الشاملة المفٌدة الآثار على ٌدل وهذا .دراستها تمت التً المختلفة النباتات من الجذور

 المختلفة النباتٌة الوراثٌة التراكٌبب ٌتعلق فٌما وأٌضا النباتٌة، البكتٌرٌة، السلالات ؤصولب ٌتعلق فٌما
 الأحٌان بعض فً تتجاوز التً المكاسب لاحظنا لقد. الآثار phytostimulateurs إدراك لمستوى

 .التفاعلات بعض فً٪  00 معدل

 ووفقاً. العقٌدات وتحسن النباتً التحفٌز فً ، للنوعٌن المتزامن التلقٌح مع، البكترٌا تسببت        
 حٌث ،( P64-R2 و P64-R1) مع النتائج أفضل تسجٌل تم ، المطبقة الخمس السلالات لتركٌبات

 إلى أدى مما ، المحمٌة بالبٌوت مقارنةً  المفتوحة الحقول فً وضوحًا أكثر المفٌدة التؤثٌرات تكون
٪(  10 من أكثر) النٌتروجٌن إجمالً فً ،٪(  121 من أكثر) العقٌدات عدد فً أعلى مكاسب تحقٌق

 ٪. 02,20 إلى٪ 55,11  من تتراوح التً والطازجة الجافة لاوزانا وفً ،

 هما Pseudomonas fluorescens P64 مع R2 و Rhizobium fabea  R1 أن ٌبدو         

 فً خاصة ، النباتات نمو على السلالات هذه تؤثٌر سبب ٌفسر قد وهذا ، المجال هذا فً فعالٌة الأكثر
 بسبب وذلك ، المجموعتٌن هاتٌن بٌن المشتركة البكتٌرٌا مقارنة ٌمكن. المواتٌة غٌر الظروف ظل

 .أخرى ومٌزات  إجراءات إلى ، عملها آلٌات تنوع

 S  الـ على Pseudomonas و Rhizobium سلالاتل (in silico) الجزٌئٌة ةدراسال قدمت         
11 rDNA أظهرت. دراستها تمت التً السلالات تصنٌف حول المعلومات من مزٌداً التدبٌر وجٌنات 

 .R و R. leguminosarum و R. fabae بٌن قوي تماثل Rhizobium فً nodC و nifH جٌنات
pisi .من سلالة تظهر بروتٌنات CHAO Pseudomonas مع كبٌرا تشابها Pseudomonas 

fluorescens من البروتٌن لتسلسل HCN و TonB .مختلفة طبولوجٌا البكتٌرٌان النوعان هذان قدم 

 ،( إلخ...  التآزر ، التعاون ، الارتباط) التفاعل هذا مثل فهم توضٌح ٌمكن لا. 11S rRNA لتتابعات

 .النبات مع التفاعل فً البكتٌرٌة ٌةالأٌض تتحوٌلاالو ، الجزٌئٌة الجوانب فً التحقٌق مع إلا
 

 ;Pseudomonas fluorescens; Rhizobium fabae; coinoculation  البحث: كلمات
nodulation; Vicia fabae, phytostimulation; phylogeny. 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

 

Pour satisfaire les besoins d'une population mondiale en croissance 

continue, l'objectif principal de l'agriculture, durant les décennies qui ont suivi la 

seconde guerre mondiale, était d'augmenter les rendements en produits agricoles, 

en adoptant des pratiques orientées vers la mécanisation et l’usage des intrants 

chimiques «agriculture intensive». Ces pratiques ont engendré, en l’espace de 

quelques décennies, des dommages parfois irréversibles persistants et difficiles à 

surmonter ou corriger; nous citons particulièrement les pollutions chimiques (sol, 

eau) [1, 2], la dégradation de la fertilité des terres suite aux déséquilibres des 

flores microbiennes, en plus de l’accumulation des résidus chimiques dans les 

produits agricoles. A ces défaillances s’ajoutent maintenant les changements 

climatiques en cours, qui constituent un nouveau défi pour l’agriculture, car il 

faudra conserver des rendements élevés dans des conditions environnementales 

où les cultures seront plus exposées aux stress abiotiques et biotiques [3]. Dans 

ce contexte, de nouvelles pratiques agricoles et de nouvelles écotechnologies 

sont nécessaires pour permettre une nouvelle révolution, cette fois-ci reposant sur 

des stratégies durables avec une gestion plus responsable des ressources 

agricoles et fossiles [4]. Les communautés microbiennes associées aux plantes, 

telles que les bactéries phytobénifiques et les champignons mycorhiziens, 

constituent une alternative fortement proposée et souhaitable pour améliorer la 

durabilité et la stabilité de l'environnement agricole, tout en limitant l’utilisation 

d’intrants chimiques [5, 6]. 

De multiples interactions biologiques sont échangées par la plante avec les 

microorganismes dans la rhizosphère; qui peuvent lui être néfastes lorsqu’elles 

concernent des microorganismes phytopathogènes. D’autres en revanche peuvent 

favoriser la croissance et le développement du végétal, sous différents types de 

stress biotiques et abiotiques. Ces interactions bénéfiques font intervenir un vaste 

groupe de microorganismes comprenant des bactéries, généralement appelée 

PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria) [7, 8], des champignons, désignées par 

PGPF (Plant Growth-Promoting Fungi) [9], ainsi que divers actinomycètes, 

protozoaires et algues. 



13 
 

Au niveau du microbiote rhizosphérique, les interactions plantes-bactéries 

présentent un intérêt plus que particulier, de par la diversité des partenaires 

microbiens présents et leurs impacts directs sur la santé et le développement du 

végétal. Cette interaction à bénéfices réciproques, fait intervenir notamment des 

bactéries rhizosphériques stimulatrices de la croissance des plantes, appelées 

aussi Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) [10]. Les PGPR possèdent 

des fonctions phytostimulatrices, qui améliorent la croissance et  la nutrition des 

plantes par des mécanismes hormonaux ou en augmentant la disponibilité des 

éléments nutritifs minéraux. De plus, ces rhizobactéries se caractérisent par des 

fonctions phytoprotectrices grâce à des mécanismes d’antagonisme, de 

compétition ou d’induction de résistance chez les plantes [11]. 

Il est reconnu que ces rhizobactéries sont de deux types : Les PGPRs 

symbiotiques, englobant les rhizobiums, responsables de la fixation de l’azote 

atmosphérique au profit des plantes « légumineuses » grâce à la formation de 

nodosités [12, 13]. Cette fixation biologique présente un grand intérêt 

agronomique et environnemental, on estime que la moitié de la fixation d’azote se 

réalise par cette symbiose (10 à 300 kg d’azote fixé/hectare/an) [14]. En moyenne, 

selon les espèces végétales cultivées, les apports en engrais azotés dépassent 85 

millions de tonnes [15], dont seulement 30 à 50 % au profit des plantes, alors que 

le reste se perd par lessivage en polluant d’autres compartiments écosystémiques 

[16], ou en déséquilibrant et dégradant la flore microbienne [17]. 

Les PGPR non symbiotiques (Pseudomonas, Bacillus, Klebsiella, 

Azotobacter, Azospirillum, Azomonas…etc.) qui sont capables d’établir avec leurs 

plantes hôtes une interaction facultative à bénéfices réciproques, ne conduisant 

pas à la formation de structure particulière. Parmi ces rhizobactéries, les 

Pseudomonas spp. fluorecsents, largement étudiées et expérimentées surtout par 

rapport à leurs performances dans la phytostimulation de diverses plantes [10, 18, 

19, 20], engendrant l’amélioration de leur nutrition [5, 21, 22], en modifiant 

l’architecture racinaire [11]; en favorisant la biodisponibilité de nutriments 

essentiels à la plante, particulièrement le fer, le phosphore,  l’azote et autres 

carbohydrates [23]. 

Plusieurs études ont rapporté que l’utilisation simultanée de ces deux types 

de PGPRs (symbiotiques et non symbiotiques) procure des effets plus stimulants 
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de la croissance des plantes, de la nodulation, de la fixation d’azote, de l’activité 

nitrogénase et de l’assimilation de l’azote et du phosphore [5, 24]. Les effets 

phytobénéifiques recherchées affectent certaines fonctions physiologiques, telles 

que la réduction du taux d'éthylène [25], la survie des bactéries rhizobiennes dans 

le sol, l'élargissement du système racinaire suite à la production d'hormones de 

croissance et donc l’augmentation de sites potentiels à la nodulation [26]. 

La sélection de PGPRs performantes ne doit pas se limiter à leurs activités 

spécifiques responsables des effets bénéfiques, en fait l’efficacité de la 

bactérisation est fortement associée à la bonne colonisation rhizosphérique, à la 

compétition et à la survie des bactéries même en présence de la microflore 

indigène [27]. Une colonisation avec des effectifs suffisamment élevés est un 

prérequis pour l’expression des effets phytobénéfiques [28]. En effet, l’utilisation 

de souches de Pseudomonas spp  fluorescents aptes à se maintenir et à se 

développer sur le système racinaire, s’accompagne d’effets bénéfiques 

significatifs chez les plantes inoculées [29], notamment, en association avec des 

rhizobias qui se sont révélés être des bactéries rhizosphériques compétentes, 

pouvant survivre longtemps dans le sol même en l'absence de légumineuses 

hôtes [30]. 

De nombreux travaux ont mis en évidence le potentiel phytostimulateur de 

plusieurs souches de Pseudomonas spp. fluorescents dans des conditions 

expérimentales contrôlées [10, 31, 32, 20,  33, 34, 35, 36]. Malgré l’abondance 

des résultats expérimentaux, les exemples d’application pratique à grande échelle 

de ces rhizobactéries utiles restent limités. En effet, la mise en œuvre de ces 

microorganismes nécessite des études finalisées dans des conditions naturelles 

de plein champ. L’objectif de notre travail est d’étudier le potentiel de 

phytostimulation et de nodulation chez la fève (Vicia faba L. var. Histal), en 

appliquant des bactérisation avec les deux types de  PGPRs (Pseudomonas 

fluorescens et Rhizobium fabea). 

En premier lieu, notre étude s’intéressera à examiner la compétence 

rhizosphérique des rhizobactéries testées en interaction avec trois espèces 

végétales : le blé dur (Triticum durum var. waha), la tomate (Lycopersicum 

esculentum var. Heinz 1370) et la fève (Vicia faba L. var. Histal). L’objectif étant 
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d’évaluer les aptitudes d’adaptation et de colonisation rhizosphérique de trois 

souches de Pseudomonas fluorescens (S20, CHAO et P64). 

Dans le but de montrer les effets stimulateurs de ces PGPRs sur la 

croissance et la nodulation de la fève, des essais ont été réalisés en coinoculation 

de ces rhizobactéries avec Rhizobium fabae. Considérant que les conditions de 

champs sont moins contrôlées, plus stressantes et défavorables, une étude 

comparative a été expérimentée en plein champ par rapport aux conditions 

contrôlées sous serre.  

En raison de la complexité et de la diversité des mécanismes d’action des 

PGPRs symbiotiques (Rhizobium) et non symbiotiques (Pseudomonas) dans la 

rhizosphère et  sur la phytostimulation de la plante hôte, nous nous somme 

intéressé également à une recherche bioinformatique, particulièrement à une 

phylogénie moléculaire, afin de visualiser, éventuellement, des similarités 

(homologies) ou des hétérogénéités entre les deux espèces, en se basant sur 

l’ADNr 16S, des gènes de ménage, des gènes de nodulation (nodC) et de fixation 

d’azote (nifH), en plus d’autres gènes fonctionnels, en se référant aux données de 

la banque nucléique GenBank - NCBI (National Center for Biotechnology 

Information,  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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CHAPITRE 1 

SYNTHÈSES BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 

 

1.1. Généralités sur les rhizobactéries phytobénéfiques 

Les interactions entre les plantes et les communautés microbiennes 

telluriques dépendent des relations trophiques, soumises à des compromis entre 

les coûts métaboliques fournis par la plante (composés carbonés permettant la 

croissance microbienne), et les services rendus par les microorganismes  

(métabolites microbiens contribuant à la croissance et la santé des plantes) [37] 

(Figure 1.1). La niche rhizosphérique représente un foyer propice à la colonisation 

microbienne, où de multiples interactions se produisent entre les microorganismes 

et la plante. C‟est la résultante de l‟interaction entre ces deux compartiments qui 

est à l‟origine des services agroécosystémiques [38, 39]. Ces interactions, en 

fonction de leurs conséquences, peuvent être  bénéfiques, nuisibles, ou neutres 

pour la plante [40]. Certains microorganismes, naturellement présents dans la 

rhizosphère, sont nécessaires à la nutrition et la santé de nombreuses espèces 

végétales [41].  

Les associations bénéfiques avec la plante comprennent plusieurs 

communautés microbiennes rhizosphériques, dont lesquelles les bactéries sont 

les plus abondants. Parmi ces rhizobactéries, 2 à 5% ont la capacité de stimuler la 

croissance des plantes [42]. Ces interactions avec les plantes sont impliquées 

dans l‟amélioration des processus physiologiques des plantes et leur résistance 

pour améliorer la physiologie et la résistance à divers agents phytopathogènes 

[43], par le biais de divers mécanismes encore non connus [11]. En raison de leur 

capacité à favoriser la croissance des plantes, ces rhizobactéries, ont été ainsi 

nommées Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR). 

1.1.1.  Définitions et diversité 

Les PGPRs (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria – bactéries 

stimulatrices de la croissance des plantes ou phytostimulatrices) sont des 

bactéries qui interagissent avec les plantes grâce à une étroite collaboration [44, 
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26, 45, 46]. Les associations plantes/rhizobactéries ont été observées dès 1904 

par Lorenz Hiltner [47], et qui sont mutuellement bénéfiques. 

Les PGPRs sont ainsi divisés en deux groupes caractérisés par le degré 

d'interdépendance avec la plante: (i) les PGPRs symbiotiques situés à l‟intérieur 

ou à la surface des racines, qui dépendent entièrement de la plante pour leur 

survie  [48] ; (ii) les PGPRs libres ou non symbiotiques qui sont présents au 

niveau du sol rhizosphérique, dont leur association structurelle  avec la plante 

n‟est pas nécessaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.1 : Interaction bénéfique plante-rhizobactéries. La libération des exsudats 

représente un coût métabolique pour la plante qui va être investi dans la sélection de populations 
microbiennes particulières. En retour, certaines populations sélectionnées ont un impact positif sur 
la croissance et la santé de la plante en exprimant des fonctions bénéfiques [49]. 

 

1.1.2.  Les PGPRs symbiotiques 

L‟interaction de la plante avec ces PGPRs implique la mise en place de 

systèmes d‟identification, entre les deux partenaires, qui doit être régulée pour le 

succès de l‟association; conduisant à une spécificité associative. Les symbiotes 

ont mis en place des mécanismes de reconnaissance pour identifier la plante hôte 

appropriée, ce qui leur fournira en réciprocité les nutriments nécessaires à leur 

croissance. Ainsi, il y aura des changements physiologiques chez la plante hôte, à 

travers leur activité spécifique avec cette plante, puis leur propre physiologie sera 

ajustée pour assurer leur métabolisme. Par conséquent, l‟interaction dépendra 
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d'un échange de signaux hautement coordonné entre la plante et les bactéries, 

conduisant à des ajustements physiologiques graduels permettant l‟établissement 

de la symbiose [50]. 

Les PGPRs symbiotiques sont dits mutualistes lorsqu‟ils ont un effet 

bénéfique sur la nutrition et/ou la santé des plantes avec lesquelles ils 

interagissent. Ces PGPRs fournissent à la plante des éléments limitant pour sa 

croissance et qu‟elle en absorbe en quantité insuffisante par rapport à ses 

besoins, ou qu‟elle n‟aurait pas pu acquérir seule. C‟est le cas, par exemple, de la 

symbiose légumineuse-Rhizobium conduisant à la formation de nodules racinaires 

dans lesquels s‟établissent les rhizobia afin de fixer l‟azote atmosphérique [51]. 

Bien que la fixation de l‟azote soit plus efficace, la formation de nodules n‟est 

possible que pour quelques familles de plantes (Fabaceae, Casuarinaceae et 

Betulaceae) et ne concerne que très peu de genres bactériens (Allorhizobium, 

Azorhizobium, Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium et Frankia) [12].  

1.1.3.  Les PGPRs non symbiotiques 

Les PGPRs non symbiotiques établissent des interactions non obligatoires 

qui apparaissent inutiles [52]. La plupart des espèces végétales sont impliquées et 

les genres bactériens iconcernés appartiennent principalement aux Firmicutes et 

Proteobactéries (Agrobacterium, Athrobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, 

Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, 

Pseudomonas et Serratia) [53]. Dans cette relation, les PGPRs bénéficient des 

photosynthétats libérés par les racines pour leur croissance, assurant ainsi  la 

disponibilité et la répartition des nutriments pour la plante [37]. Les PGPRs non 

symbiotiques ont une spécificité d‟être présentes à la fois à l‟intérieur des tissus 

racinaires pour se développer dans le cortex en tant qu'endophytes, mais peuvent 

également se limiter à la colonisation de la surface racinaire (rhizoplan) où la 

compétition est importante avec d‟autres microorganismes rhizosphériques pour 

des exsudats riches en énergie [52]. 

Considérés comme PGPRs non symbiotiques, les Pseudomonas forment 

un large groupe colonisant la rhizosphère ; ces rhizobactéries possèdent de 

nombreuses propriétés intrinsèques qui les rendent particulièrement intéressantes 

comme biofertilisants et des agents de lutte biologique [53]. 
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1.1.4.  Mécanismes d‟action des PGPRs  

Les bactéries PGPR peuvent avoir un effet positif sur les plantes de 

manière directe et/ou indirecte (Figure 1.2). Les PGPRs peuvent améliorer la 

nutrition des plantes par la fixation biologique de l'azote grâce à des interactions 

symbiotiques ou non symbiotiques, ainsi que par sa transformation en ammonium 

soluble dans l'eau et absorbable par les plantes [54], par la solubilisation du 

phosphate inorganique [55] ou par la production de sidérophores [56], qui avec 

leur affinité avec les ions Fe3+, vont donc permettent de les solubiliser. Ce 

mécanisme augmente la capacité de la plante à absorber le fer nécessaire à sa 

croissance [57]. Certaines souches renforcent la nodulation des légumineuses et 

la fixation d‟azote et/ou influencent positivement la symbiose mycorhizienne, en 

augmentant de ce fait la solubilisation et la minéralisation du phosphore du sol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 1.2 : Principales activités phytobénéfiques des PGPRs. La couleur bleue correspond 

aux activités phytoprotectrices et la couleur verte aux activités phytostimulatrices. Les traits pleins 
indiquent un effet direct et les traits en pointillés caractérisent un effet indirect  [58]. 
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Parmi toutes les caractéristiques phytobénéfiques des PGPRs, la 

modification de l‟équilibre hormonale des plantes a les effets les plus apparentes 

sur la croissance et la nutrition de ces dernières [59]. Les PGPRs ont la capacité 

de synthétiser et de sécréter de nombreuses molécules, similaires aux hormones 

végétales, impliquées dans la structuration du système racinaire : auxines, 

cytokinines, gibbérellines et acide abscissique (ABA), elles sont également 

capables de détruire le précurseur biosynthétique de l‟éthylène, l‟acide 1-amino-

cyclopropane-1-carboxylique (ACC) [60]. 

Ainsi, un plus grand nombre de racines latérales permettra à la plante 

d‟explorer un volume de sol plus large. Ceci est directement lié à la nutrition 

minérale de la plante et donc à sa croissance. Le système racinaire peut changer 

rapidement d'architecture pour s'adapter aux différences locales ou temporelles 

des statuts hydrique, nutritif ou structurel du sol qui l'entoure [61]. La grande 

adaptabilité des PGPRs permet ainsi aux plantes de mieux s‟adapter et de 

surmonter le grand nombre de stress rencontrés au cours de leur vie [62]. Dans ce 

sens, la capacité des PGPRs à influencer l'architecture du système racinaire 

modifiera leur capacité à s'adapter à leur environnement, à en tirer le meilleur parti 

(Figure 1.3).       

D'autres PGPRs peuvent protéger la plante en inhibant les phytoparasites, 

en se basant sur des mécanismes d‟antagonisme ou de compétition, et/ou en 

induisant des défenses de la plante, telles que la résistance systémique induite 

(ISR) [9]. Certains PGPRs peuvent également aider les plantes à résister aux 

stress abiotiques, notamment à la contamination par des métaux lourds ou 

d‟autres polluants [63]; certains augmentent même la capacité des plantes à 

séquestrer certains métaux lourds [64].  

1.1.5.  Facteurs influençant la diversité des PGPRs 

Les PGPRs sont soumis à plusieurs facteurs biotiques et abiotiques qui 

affectent la diversité, l‟abondance et l‟activité des espèces qui les composent [65]. 

Ainsi, la structure des rhizobactéries dépend de (1) l‟interaction entre la plante et 

la bactérie; (2) l‟effet du génotype végétal sur la sélection taxonomique des 

PGPRs [66] ; (3) des composés exsudés (rhizodéposition)  [67], tels que les 

acides organiques émis par les racines. Ces composés proviennent de 

métabolites excrétés par la plante et de résidus végétaux ou mucilage 
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correspondant à des cellules émises, lors du développement racinaire dans le sol 

[68], des flavonoïdes et des isoflavonoïdes [69] ; (4) de la composition physique et 

chimique du sol et des communautés fonctionnelles de la rhizosphère [70] ; (5) et 

de la diversité et du fonctionnement des rhizobactéries [68]. De même, la structure 

génétique des bactéries au niveau de la rhizosphère dépend du stade de la 

croissance de la plante et les conditions environnementales auxquelles elles sont 

exposées [71].  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.3 : Impact des PGPRs phytostimulatrices sur l‟architecture de système racinaire, 
l‟acquisition de nutriments et le fonctionnement des racines. La PGPR peut moduler le 

développement et la croissance des racines par la production de phytohormones, de métabolites 
secondaires et d'enzymes. Les effets les plus fréquemment observés sont une réduction du taux 
de croissance de la racine primaire et une augmentation du nombre et de la longueur des racines 
latérales et des poils racinaires. Les PGPR influencent également la nutrition des plantes via la 
fixation de l'azote, la solubilisation du phosphore ou la production de sidérophores, et modifient la 
physiologie des racines en modifiant la transcription des gènes et la biosynthèse des métabolites 
dans les cellules végétales [72]. 
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1.2.  Les rhizobia 

Les rhizobia sont des bactéries du sol et de la rhizosphère capables 

d‟établir des symbioses fixatrices d‟azote avec des légumineuses, ce qui favorise 

leur croissance dans des sols pauvres en azote [73]. Ces rhizobactéries sont 

capables de former des nodules sur les racines, où l‟azote atmosphérique est fixé 

ou réduit en ammoniaque afin d‟être assimilé par les plantes [74]. Ainsi, les 

rhizobia sont utilisés comme engrais biologiques et en tant qu‟inoculats en 

agriculture depuis plus d‟un siècle [75]. 

Les rhizobia sont des bactéries aérobies non sporulantes, Gram négatif, de 

1,2 à 3μm de longueur et de 0,5 à 0,9 de largeur, chimio-organotrophes, 

neutrophiles (pH entre 6 et 7) et mésophiles (température optimale de croissance 

est comprise entre 25 et 30°C), mobiles par un flagelle polaire ou subpolaire ou 

par deux à six flagelles péritriches [76]. 

En fonction du temps de génération, les rhizobia sont classées en deux principaux 

groupes :  

 Les rhizobia à croissance rapide; qui infectent généralement les 

légumineuses des zones tempérées et chaudes. Elles sont capables 

d‟utiliser une large gamme d‟hydrates de carbone, conduisant souvent à 

une production d‟acides. Les rhizobia de ce groupe présentent un temps de 

génération de 2 à 4 heures,  elles développent une turbidité remarquable 

dans un milieu de culture liquide après 2 à 3 jours [77]. 

 Les rhizobia à croissance lente; avec un temps de génération de 6 à 7 

heures, elles exigent 3 à 5 jours pour produire une turbidité modérée dans 

un milieu liquide. Ce groupe se développe sur une gamme moins large de 

sources de carbones et entraîne une production d‟alcalis [77]. 

1.2.1.  Diversité taxonomique  

Rhizobium se réfère généralement à des bactéries fixatrices d‟azote, 

symbiotes des légumineuses, alors que “ Rhizobium ” est un genre bactérien. La 

première bactérie nodulante une légumineuse a été isolée en 1888 par Beijerink, 

qui l‟appelait initialement Bacillus radicicola, puis renommée Rhizobium 

leguminosarum [78]. Plus tard, la cassification des rhizobiums a été fortement 

influencée par la plante hôte nodulée [79]. La taxonomie initiale des bactéries  
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[80] a été basée sur les tests de l‟inoculation croisée entre les rhizobia et leurs 

plantes hôte ainsi que sur d‟autres critères morphologiques et culturales [81]. Par 

la suite, deux groupes de rhizobiums ont été distingués, selon le critère de leur 

taux de croissance [82] : le genre Rhizobium à croissance rapide, et le genre 

Bradyrhizobium à croissance lente.  

L‟isolement des rhizobia associés à des légumineuses, non étudiées 

auparavant, a souvent bouleversé de leur taxonomie. Ces modifications 

persistantes dans la taxonomie ont conduit à la recherche de critères déterminatifs 

dans la description de nouvelles espèces [81]. Ainsi, les bactériologistes ont 

proposé l‟utilisation de la taxonomie polyphasique prenant en compte une large 

gamme d‟informations phénotypiques (Caractères morphologiques, 

physiologiques) et génotypique (analyse des plasmides, hybridation ADN/ADN, 

analyse du taux GC) [83].  

L‟introduction de la taxonomie numérique et l‟analyse moléculaire de 

séquences multiloci (MLSA) de gènes, tels que : ADNr 16S, atpD (ATP synthase 

F1, sous-unité β), recA (recombinase A), rpoB (RNApolymerase, sous-unité β), 

glnI/glnA (glutamine synthetase I), glnII (glutamine synthetase II),thrC (threonine 

synthase) ont permis de distinguer de nouveaux genres et de décrire de nouvelles 

espèces rhizobiennes, et de réviser la phylogénie des Rhizobiaceae [84]. Plus de 

20 genres et 200 espèces sont déterminés, sur la base de séquençage de l‟ADNr 

16S, répartis dans les classes α, β et γ-Proteobacteria  (Figure 1.4) [81, 83].  

Il convient de noter qu‟un même genre, ou même espèce, peuvent grouper 

des souches rhizobiennes et non-rhizobiennes, comme avec le genre 

Methylobacterium qui contient une espèce de rhizobia, M. nodulans, en plus des 

bactéries saprophytes. Ainsi, la taxonomie basée sur l'ADNr 16S ne reflète pas les 

propriétés symbiotiques, dans leur diversité, chez des rhizobia appartenant à la 

même espèce, notamment en ce qui concerne leur gamme de plantes hôtes. En 

conséquence, les études de taxonomie ont progressivement pris en compte la 

diversité des gènes nécessaires à la nodulation et à la fixation de l‟azote (nod et 

nif) [85, 83].  
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Figure 1.4: Arbre phylogénétique de l‟ADNr 16S d‟α, β et γ-protéobactéries.  
Les genres indiqués en gras comprennent des rhizobiums [86]. 

 
 

1.3.  La symbiose Rhizobium - légumineuse  

Une des symbioses mutualistes la plus commune est la symbiose 

Rhizobium-légumineuse. Elle permet une association durable entre une α-

protéobactérie de l‟ordre des Rhizobiales et une plante dicotylédone de la famille 

des Fabacae. Cette interaction est préférentiellement établie au niveau des 

racines et permet la formation d‟organes spéciaux appelés nodules où les 

bactéroïdes réalisent la fixation atmosphérique de l‟azote [87]. 

Les symbioses font partie des interactions utiles, par rapport aux des 

associations avec les PGPRs non symbiotiques, ce sont des interactions intimes 

entre les plantes et leurs partenaires, nécessitant la mise en place par les plantes 

de structures spécifiques pour  accueillir leurs symbiotes. La symbiose se définit 

comme un processus dans lequel deux ou plusieurs organismes interagissent 

pour obtenir un bénéfice réciproque. Ce processus a largement contribué à 

l‟adaptation des plantes dans différents environnements [88].  
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Plus généralement, ce type d‟interaction est à l‟origine d‟organites et donc de 

fonctions eucaryotes importantes, telles que la respiration et la photosynthèse 

[89]. Comme pour l‟association avec les PGPRs, les symbioses peuvent apporter 

aux plantes des éléments essentiels à leur croissance et à leur survie, tels que 

l‟azote et le phosphore. En échange les plantes fournissent un espace écologique 

préférentiel pour les symbiotes et souvent, du carbone organique fixé grâce à la 

photosynthèse [90]. 

1.3.1.  Intérêt de la symbiose fixatrice d‟azote 

Bien que l‟azote représente environ 80 % d‟azote atmosphérique, il ne peut 

être absorbé directement par les plantes. Ainsi, de nombreuses cultures ont 

besoin d‟apport de fertilisants azotés, organiques ou synthétique, pour obtenir des 

rendements satisfaisants. L‟azote (N) est l‟un des éléments essentiels 

indispensables à la croissance et à la productivité des plantes [91]. Une carence 

en N est caractérisée par une chlorose foliaire et une croissance réduite des tiges 

et des racines. Cet élément est impliqué dans la synthèse des acides aminés, des 

acides nucléiques, des protéines, des lipides membranaires et d‟autres 

composants azotés. C‟est le composant principal de la chorophylle, pigment 

majeur impliqué dans la photosynthèse [92]. Il est généralement absorbé par les 

racines sous forme de nitrate (NO3-) et d‟ammonium (NH4+). 

Les besoins en azote dans l'agriculture sous forme d'engrais industriels 

représentent plus de 120 millions de tonnes par an [93]. L‟utilisation accrue des 

engrais azotés augmente la formation d‟azote réactif négatif pour l‟environnement, 

sous forme de nitrates, dans les sols non explorés par les racines ou les eaux de 

drainage et par émissions de gaz à effets de serre, d‟ammoniac ou d‟oxydes 

d‟azote dans l‟air [94]. 

Les légumineuses peuvent utiliser l‟azote de l‟atmosphère comme source 

majeur d‟azote, grâce à une symbiose avec des bactéries du sol, appelés 

collectivement «rhizobia». Ces bactéries présentes naturellement dans le sol 

transforment l‟azote atmosphérique en ammonium assimilable par la plante; il 

s‟agit de la fixation symbiotique de l‟azote (en anglais, BNF, Biological Nitrogen 

Fixation) [95]. Cette fixation biologique permet de réduire les apports d‟azote dans 

le sol sous forme d‟engrais chimique, assurant ainsi un niveau de fertilité en azote 

suffisant pour une productivité sans compromettre  les caractéristiques 
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agroécologiques [96]. De ce fait, la valorisation de la fixation symbiotique de 

l‟azote est un élément essentiel de la conception d‟une gestion agricole durable 

respectant l‟environnement.  

1.3.2.  Diversité des légumineuses 

Les légumineuses ont de nombreuses uyilisation, allant de la production de 

ressources riches en protéines, lipides, éléments minéraux et vitamines à 

l‟amélioration de la qualité du sol (teneurs en azote et en matière organique, 

structure du sol). Cela permet d‟améliorer durablement la productivité avec la 

rentabilité financière [97].  

Les légumineuses apartiennent à la famille des Fabaceae (ou 

Leguminosae), à l‟ordre des Fabales, à la classe des Dicotyledonae et à la sous 

classe des Rosideae. Elles sont divisées en six sous-familles [98], représentées 

par 770 genres et près de 20 000 espèces [99]. Les Papilionoideae sont des 

herbacées et plus rarement des arbres et des arbustes, spécialement adaptées 

aux conditions méditerranéennes. Elles représentent la sous famille la plus 

diverse, comprenant 478 genres et environ 14 000 espèces tropicales et 

tempérées. Les espèces tropicales incluent les genres : Cajanus (pois cajan), 

Glycine (soja), Phaseolus et Vigna (haricot). Les espèces tempérées comprennent 

principalement les genres : Lens (lentille), Vicia (vesce), Pisum (pois) ; Medicago 

(luzerne), Melilotus (mélilot), Trifolium (trèfle) ; Cicer (pois chiche) et Lotus (lotier) 

[87]. Les Mimosoideae contenant 77 genres et 3 000 espèces et les 

Caesalpinioideae avec 171 genres et 3 000 espèces consistent principalement en 

arbres et arbustes tropicaux subtropicaux [98]. 

Toutes les plantes appartenant à la superfamille des Fabaceae  sont 

capables d‟établir des symbioses fixatrices d‟azote, à l‟exception du genre 

Parasponia de la famille des Ulmaceae. La symbiose est réalisée par des 

bactéries de type rhizobium présentes dans le sol, ce qui conduit à la formation de 

nodules au niveau racinaire et exceptionnellement au niveau de la tige. A partir de 

ces nodules que le rhizobium, différencié en bactéroïdes, trouve les conditions 

physiologiques nécessaires à la fixation d‟azote atmosphérique.  

La nodulation chez les légumineuses est un phénomène très commun. En 

effet, parmi les 20 % de légumineuses étudiées, 97 % des espèces de la sous-

famille des Papilionoideae (pois, haricot, fève, lentille … etc.), 90% de la sous-
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famille des Mimosoideae (robinier, glycine, acacia… etc.) et 30% de la sous-

famille des Caesalpinioideae (flamboyant, barbade, séné d‟Alexandrie…etc.) sont 

capables d‟être nodulées par des rhizobia spécifiques [100].  

1.3.3.  Spécificité de la symbiose 

La spécificité de l‟hôte est l‟une des caractéristiques principales de la 

symbiose rhizobium-légumineuse, qui peut être définie par la diversité 

taxonomique des partenaires auxquels le symbiote rhizobien peut s‟associer [101]. 

En général, chaque type de légumineuse ne peut être infecté que par une ou 

plusieurs espèces de rhizobiums (spectre d‟hôtes de la légumineuse) et au 

contraire, chaque souche de rhizobiums ne peut infecter qu‟un nombre limité 

d‟espèces de légumineuses (spectre d‟hôtes bactérien). Il existe quelques 

exceptions, certains rhizobia à large spectre d'hôtes sont capables de s‟associer 

avec un très grand nombre de légumineuses, comme la souche d‟Ensifer sp. NGR 

234 isolée de Lablab purpureus, capable de noduler environ 120 genres de 

légumineuses et au genre Parasponia [102]. Au contraire, le spectre d‟hôte est 

étroit chez le partenaire bactérien Azorhizobium caulinodans qui n‟est capable de 

noduler q‟un seul hôte végétal, Sesbania rostrata [103]. Certaines légumineuses 

ne forment des nodules qu‟avec un nombre limité de microsymbiotes, comme le 

genre Galega, associe uniquement à Rhizobium galegae [104], tandis que le 

siratro (Macroptilium atropurpureum) est couramment utilisé pour faire du 

piégeage à grand échelle, car son spectre d‟hôte chez les espèces de rhizobia est 

très large.  

Par conséquent, la diversité des associations symbiotiques ne semble pas 

dépendre ni de la classification bactérienne, ni de celle des légumineuses, ni de la 

situation géographique ou des habitats écologique des légumineuses. Le concept 

de symbiovar (sv) a été introduit pour distinguer les bactéries d‟une même espèce, 

mais avec une gamme d‟hôtes différente. L‟espèce R. leguminosarum est l‟un des 

meilleurs exemples décrits dans la littérature. Les symbiovars phaseoli, trifolii et 

viciae nodulent réciproquement les espèces des genres Phaseolus, Trifolium et 

Vicia/Pisum. Cette distinction dans les biovars est basée sur le spectre d‟hôtes, 

qui est lui-même lié au type de gènes symbiotiques hébergés par la souche [105]. 

Selon Ramirez-Bahena et al. [106], les symbiovars peuvent être distingués 
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génétiquement par la phylogénie des gènes de nodulation (nodA et nodC) et les 

gènes de la fixation de l‟azote (nifH).  

1.3.3.1.  Phylogénie et recherche bioinformatique 

Selon Claverie et al. [107], la bioinformatique est un domaine d‟analyse de 

l‟information biologique, principalement sous forme de séquences génétiques et 

de structures de protéines; c‟est donc une branche théorique de la Biologie. Son 

objectif, est d‟effectuer la synthèse des données disponibles, à l‟aide de modèles 

et de théories, d‟énoncer des hypothèses généralisatrices sur les structures 

protéiques, sur l‟évolution des espèces et de formuler des prédictions sur les 

localisations de gènes et de leurs fonctions.  

Selon Laurent [108], la bioinformatique ne se limite évidemment pas à 

l'analyse des séquences génomiques et protéomiques, mais également à des 

données concernant les marqueurs moléculaires (biomarqueurs), les données 

phénotypiques, etc... . Il s‟agit d‟une approche in silico (recherche utilisant des 

algorithmes basée sur des calculs complexes informatisés ou de modèles 

informatiques) qui vient compléter les approches classiques in situ, in vivo et in 

vitro  [109].  

La bioinformatique est un domaine multidisciplinaire qui utilise des 

méthodes informatiques, mathématiques, statistiques et /ou combinatoires pour 

résoudre un problème biologique [110]. La bioinformatique est stockée, organisée 

et diffusée dans des bases ou des banques de données pouvant être 

généralistes ; offrant un ensemble plutôt hétérogène d‟informations, ou bien 

spécialisées qui correspondent à des données plus homogènes [108]. GenBank 

(Genetic Sequence Databank) est la banque nucléique la plus sollicitée, dont les 

données stockées sont issues de séquençage d‟ADN et d‟ARN.  Elle créée en 

1982 par la société IntelliGenetics et diffusée par le NCBI (National Center for 

Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

La phylogénie est une approche de la bioinformatique qui catégorise les 

espèces en fonction de leurs ressemblances phénotypiques (phylogénie 

phénétique), ou de leurs séquences géniques (phylogénie moléculaire), dont le 

but est d‟arriver à une représentation statistique permettant de bien visualiser les 

relations entre les différents taxons analysés. Les relations de parenté sont 

généralement représentées sous forme d‟un arbre phylogénétique ou 
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dendrogramme, celui-ci est appliqué à tous les types graphiques arborés 

(cladogrammes, phénogrammes, phylogrammes, arbres ultramétriques, 

chronogrammes…) [111]. La phylogénie moléculaire, basée sur le séquençage 

d‟ADN et d‟ARN, introduit deux concepts permettant de distinguer deux gènes très 

apparents (homologues) du point de vue de leurs séquences primaires [112] : 

 Les gènes dérivant d‟un gène ancestral par spéciation sont appelés 

orthologues et présentent un grand potentiel pour des fonctions 

similaires. 

 Les gènes résultant de la duplication à l‟intérieur du génome d‟une 

même espèce sont appelés paralogues et évoluent vers une 

divergence fonctionnelle, puisque la copie à travers le processus de 

l‟évolution semble avoir adopté une nouvelle fonction. 

La construction de la  phylogénie moléculaire est basée sur les séquences 

d‟ADN et de protéines, notamment de l‟ADNr 16S, des cytochromes C, de la 

ribulose 1,5-biphosphate carboxylase et du facteur d'élongation alpha (tuf) [113]. 

L'ARNr 16S, présent dans tous les organismes vivants, a été établi comme 

la macromolécule de choix pour les analyses phylogénétiques, monogéniques et 

l'identification des espèces [114]. Aux fins de la phylogénie, le gène d‟ARNr 16S 

s'est avéré extrêmement utile, en raison des régions de ses séquences hautement 

conservées chez les bactéries et même chez des espèces bactériennes très 

éloignées. Ainsi, ce gène est facile à amplifier et à séquencer à l‟aide de gènes 

universels [115]. Phylogénétiquement, il est reconnu que des séquences 

partageant une similarité inférieure à 97 % correspondent à différentes espèces. 

Le pouvoir résolutif de l‟ARNr 16S est suffisant pour séparer les différentes 

espèces; par contre il  ne permet pas de regrouper des espèces identiques.  

Même si le pourcentage d‟identité des ARNr 16S de deux souches est supérieur 

ou égal à 97 %, leur similarité doit être basée sur les résultats des hybridations 

ADN/ADN [116]. 

Le gène de l‟ARNr 16S représente en moyenne 0,05 % du génome du 

procaryote [117]. Le nombre de copies de ce gène par génome bactérien varie 

entre 1 et 15 [118]. De plus, ce gène peut subir un transfert occasionnel ou une 

recombinaison [119]. Enfin, les séquences géniques de l'ARNr 16S peuvent ne 
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pas être suffisantes pour analyser les relations évolutives entre des espèces 

étroitement apparentées, car son gène est hautement préservé [120]. 

Les gènes de ménage (housekeeping genes) ou d‟entretien, appelés MLST 

(Multi Locus Sequence Typing), sont considérés comme un outil de choix dans les 

expériences de typage moléculaire pour permettre la différenciation d'espèces 

étroitement apparentées.  Ces gènes de référence sont toujours exprimés car ils 

codent pour la synthèse des protéines dont l‟activité et la fonction sont 

indispensables à la vie cellulaire. Ainsi Ils sont toujours présents dans toutes les 

conditions [121]. Parmi ces gènes:  

 le gène rpoA codant pour la sous-unité α de l'ARN polymérase 

dépendante de l'ADN, c‟est l‟enzyme responsable de l'initiation de la 

transcription.  

 Le gène rpoB, codant la sous-unité β de l‟ARN polymérase, fourni 

une résolution phylogénétique comparable, notamment dans 

l‟analyse d‟isolats étroitement liés au gène d‟ARNr 16 [122]. 

 Le gène gyrB qui code la sous-unité β de l‟ADN gyrase (ou la 

topoisomérase II), qui est essentielle à la survie des cellules 

bactériennes. Le transfert horizontal de ce gène est rare, ce qui 

explique son utilisation dans la classification taxonomique des 

bactéries  [122]. 

 le gène recA qui code pour la protéine Recombinase A (recA) qui 

joue un rôle clé dans la réparation et la maintenance de l‟ADN. La 

protéine recA est particulièrement importante pour la phylogénie 

moléculaire, en raison de ses propriétés stables [123]. 

 

En pratique, la reconstruction phylogénétique nécessite l‟alignement 

multiple, afin de comparer de nombreux gènes ou séquences de protéines, dans 

le but de fournir une matrice de distance qui constitue la base de la construction 

du dendrogramme [124]. Cependant, l‟alignement de certaines régions peut être 

difficile à cause d‟un trop grand nombre de mutations, de substitution et/ou 

d‟insertion-délétion (indel). L‟alignement multiple permet de produire un 

alignement optimal, dans le but de correspondre les positions homologues de 

diverses séquences et aussi l‟ordre des séquences, facteur déterminant de la 

qualité de l‟alignement final [113]. 
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En général, les constructions phylogénétique se basent sur: 

 Méthodes de distance : basées sur le calcul de la distance entre 

chaque paire de séquence, la matrice de distance est utilisée pour construire 

des arbres. Il existe deux méthodes [125] :  

i) Neighbor-joining (jointure voisine), c‟est une méthode de 

construction d‟un arbre phylogénétique sans racine, à partir d‟un indice 

d‟écart (distance ou dissimilarité entre séquences). Elle est basée sur la 

recherche d‟une paire d‟UTOs (unités taxonomiques opérationnelles) qui 

réduisent la longueur totale des branches de l‟arbre à chaque stade de 

regroupement [126].  

ii) UPGMA (Unweight Pair Group Method with Arithmetic mean),  

méthode des groupes de paires non pondérées avec moyenne 

arithmétique, où les arbres résultants sont enracinés. Elle suppose un 

taux de substitution constant dans le temps et des lignées 

phylogénétiques (connu sous le nom d‟hypothèse de l‟horloge 

moléculaire) [127].  

 Méthode de parcimonie : Contrairement aux méthodes de distance, la 

parcimonie considère chaque site individuellement pour l‟ensemble des 

séquences. Elle est basée sur la théorie de rasoir d’Occam, qui détermine 

que la meilleure hypothèse pour expliquer un processus est l'utilisation du 

plus petit nombre d'événements (calculer le nombre minimal de 

substitutions) [113]. 

 Méthode du maximum de vraisemblance : C‟est la méthode d'estimation 

la moins affectée par l'erreur d'échantillonnage [128], elle donne de 

meilleurs résultats que les méthodes de distances et de parcimonie, ce qui 

facilite la comparaison des hypothèses. La contrepartie étant bien sûr un 

temps de calcul beaucoup plus long que ces deux méthodes [129]. 

1.3.4.  Effets des facteurs biotiques et abiotiques sur la symbiose 

1.3.4.1.  Facteurs biotiques 

L‟optimisation de la symbiose rhizobium-légumineuse nécessite la présence 

de souches bactériennes rhizosphériques compatibles et compétitives. Ces 

souches devraient être en nombre suffisant pour augmenter le nombre de nodules 
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et améliorer la fixation d‟azote. A chaque espèce de légumineuses est attribuée 

une espèce de Rhizobium qui lui est inféodée. Les génotypes bactérien et végétal 

affectent le niveau d‟efficacité de la fixation symbiotique [130]. 

Dans la rhizosphère, la plupart des légumineuses cultivées trouvent des 

souches rhizobiennes indigènes adaptées, telles que  le pois et la féverole, 

associées préférentiellement à des souches de Rhizobium leguminosarum. 

Cependant, dans certains cas de pH basiques chez le lupin blanc, associé à B. 

lupini, ou de pH acides chez la luzerne, associée à S. meliloti, une inoculation par 

des espèces rhizobiennes adaptées est nécessaire. Des conditions 

environnementales défavorables (température élevée, pH faible), peuvent limiter 

la durée de survie des bactéries introduites dans le sol. 

1.3.4.2.  Facteurs abiotiques 

La température, le pH du sol, la salinité, et le stress osmotique affectent 

significativement les processus de la croissance, de la survie des rhizobia de la 

symbiose rhizobium-légumineuse [131]. Le réchauffement climatique et les 

pratiques agricoles entraînent une augmentation des sols acides et ont un impact 

négatif sur la productivité des légumineuses. La température a un effet sur la 

survie des rhizobia dans le sol ainsi que sur la nodulation et  tous les processus 

physiologiques, y compris le fonctionnement de la nitrogénase [90]. La 

température optimale au fonctionnement de la fixation symbiotique est comprise 

entre 15 et 25°C pour les légumineuses tempérées. Chez les légumineuses 

tropicales, ce seuil varie de 25 à 40°C, selon l‟espèce végétale [73]. 

Le pH du sol (à pH< 5) affecte tous les aspects de la symbiose, depuis la 

survie des souches dans le sol jusqu‟aux processus d‟infection, de nodulation et 

de fixation d‟azote. En fait, l‟acidité perturbe l‟adhésion des bactéries à la surface 

des poils racinaires, au cours du stade infectieux [132]. La plupart des terres 

agricoles sont alcalines, avec des pH compris entre 7 et 8.5, ce qui réduit la 

disponibilité des éléments nutritifs assimilables par les plantes. Le stress alcalin 

peut provoquer un retard de croissance chez certains rhizobia, ainsi que la 

viabilité symbiotique avec la légumineuse associée. L‟alcalinité des sols inhibe 

significativement la nodulation et la fixation d‟azote chez Vicia faba inoculée avec 

R. leguminosarum bv. viciae. Cependant, l‟inoculation de cette souche avec des 

champignons arbusculaires améliore la nodulation et la fixation d‟azote, chez V. 
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faba, sous stress alcalin [133]. Il est donc important d‟isoler des rhizobia résistants 

à des pH alcalins et capables de noduler des légumineuses [134]. 

La disponibilité des éléments nutritifs dans le sol et plus particulièrement 

celle de l‟azote (N) et du phosphore (P), influe fortement sur la symbiose 

rhizobium-légumineuse. Bien qu‟il existe un lien négatif entre la fertilisation en N et 

la fixation biologique d‟azote, une tendance inverse a été signalée dans le cas 

d‟une fertilisation en P. Voisin et al. [135] rapportent qu‟une fertilisation en N, en 

particulier l‟apport en nitrates, entraînerait une diminution du taux de fixation 

biologique d‟azote chez les légumineuses.  

1.4.  Processus de nodulation 

1.4.1.  Bases biochimiques et moléculaires  

La mise en place de la nodulation implique une reconnaissance et un 

dialogue moléculaire indispensable  entre les partenaires symbiotiques. La 

coordination de l'expression de nombreux gènes chez les deux partenaires, qui se 

régule par échange de signaux moléculaires, est également nécessaire pour 

induire les importantes modifications racinaires relatives à la nodulation [136, 137]. 

En condition de carence en azote, l‟interaction entre la plante et la bactérie 

commence au niveau de la rhizosphère, où les rhizobia sont attirés par 

chimiotactisme vers les racines des plantes hôtes, grâce aux différentes 

molécules exsudées ou excrétées par celles-ci [138]. Les flavonoïdes libérés par 

les racines constituent le premier signal moléculaire; ils sont reconnus 

particulièrement par des protéines régulatrices bactériennes, les protéines NodD 

[139]. L'activation de ces protéines conduit à l'expression coordonnée des gènes 

nodulaires (gènes nod, noe et nol collectivement appelés gènes nod) via les 

boîtes régulatrices (nodbox) situées en amont des gènes nod. Les produits des 

gènes nod sont impliqués dans la biosynthèse de lipochito-oligosaccharides (LCO) 

appelés facteurs Nod [140], qui sont ensuite identifiés par des récepteurs 

spécifiques de la plante hôte [141]. Ces facteurs Nod sont responsables de la 

courbure des poils absorbants racinaires, en constituant le deuxième signal 

moléculaire requis pour l‟initiation nodulaire (Figure 1.5). Par la suite, l‟activation 

de nombreux gènes permet l‟établissement et le suivie de l‟infection et de la 

différenciation nodulaire [136]. La reconnaissance entre les protéines NodD d‟une 
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espèce de rhizobia et leur flavonoïde activateur est l‟un des premiers mécanismes 

de spécificité dans la symbiose rhizobium-légumineuse [142]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figure 1.5 : Le dialogue moléculaire Rhizobium-Légumineuse. Le zoom montre un 
cordon d‟infection passant le cortex racinaire vers un groupe de cellules en division, qui 

deviendra le primordium nodulaire [14]. 
 

1.4.1.1.  Les flavonoïdes : signaux inducteurs des gènes nod  

La plante hôte utilise toutes les fonctions nécessaires pour construire 

l‟organe spécifique à la symbiose [143]. Les flavonoïdes sont des métabolites 

secondaires de nature aromatiques émis par les racines de la plante dans la 

rhizosphère. Ce sont les principaux signaux exsudés par la plante hôte et perçus 

par les rhizobiums dans le sol [144]. Les flavonoïdes jouent un rôle clé dans le 

déclenchement de la symbiose en tant qu'inducteurs spécifiques des gènes 

bactériens de nodulation (gènes nod), impliqués dans la synthèse des lipochito-

oligosaccharides (LCOs) appelés les facteurs Nod, et qui sont essentiels pour 

l'infection initiale des racines et la formation des nodules [145].  

Les flavonoïdes sont des dérivés du 2-phényl-1,4-benzopyrone, ayant une 

structure définie par deux anneaux aromatiques et un cycle propane ou pyrane. 

Selon les modifications apportées à cette structure, plus de 4000 flavonoïdes 

différents ont été identifiés chez les plantes, notamment  les isoflavonoïdes qui 

sont spécifiques des légumineuses [146].  
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1.4.1.2.  Les gènes de nodulation et leur localisation 

La plupart de ces gènes sont localisés sur un plasmide [95]. Ces gènes 

sont impliqués dans le dialogue moléculaire ; ils permettent d‟identifier les signaux 

de la plante, généralement des flavonoïdes, qui activent le programme 

symbiotique précoce de la bactérie, et déterminent ainsi à leur tour la synthèse et 

la sécrétion des signaux bactériens, les facteurs Nod [147]. La capacité des 

rhizobia à former des nodules dépend de la présence dans leur génome d‟un 

groupe de gènes de nodulation indispensables à la symbiose [148].  

Ces gènes peuvent être classés en trois groupes : les gènes nod régulateurs, les 

gènes nod communs et les gènes nod spécifiques [149]. 

 Les gènes nod régulateurs : y compris notamment le gène nodD (parfois 

en plusieurs copies dans le génome des rhizobiums), ils codent pour des 

protéines appartenant à la famille de régulateurs transcriptionels du type 

LysR qui, en présence de signaux sécrétés par la plante (flavonoïdes), 

activent l‟expression des autres gènes nod dits gènes nod communs. Les 

gènes nodD codant pour des récepteurs spécifiques de signaux de la 

plante constituent le premier niveau de contrôle de la spécificité d‟hôte et du 

processus de l‟infection [150]. 

 Les gènes communs nodABC : les gènes communs (gènes de 

structures) nodA, nodB et nodC sont les principaux gènes de la nodulation, 

qui codent pour les enzymes impliquées dans la synthèse du 

lipochitooligosaccharide. Ils sont responsables de la synthèse du squelette 

commun des facteurs Nod [151]. Ces gènes sont conservés chez presque 

tous les rhizobiums, ils sont fonctionnellement équivalents entre les 

espèces rhizobial [152]. Le gène nodC codant pour une N-

acetylglucosamyl-transferase permet l'élongation de la chaîne, puis le gène 

nodB codant pour une N-déacétylase entraine la suppression du résidu N-

acétyl de l‟extrémité de la chaîne permettant ainsi au produit du gène nodA, 

une N-acyl-transferase d‟y ajouter une chaîne d‟acides gras [153]. Ces 

gènes déterminent la synthèse de la structure de base commune à tous les 

facteurs Nod. Les gènes nodABC  jouent un rôle absolument essentiel dans 

la formation des nodosités, la mutation dans l‟un d‟entre eux conduisant à 

l‟incapacité à noduler toute plante [136].  
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 Les gènes nod spécifiques (ou hsn pour « host specific nodulation ») : 

sont les principaux déterminants de la spécificité de l'hôte. Chaque espèce 

de rhizobia est caractérisée par un certains ensemble de gènes  nod, qui 

codent pour des enzymes impliquées dans le griffage du squelette 

lipochito-oligosaccharidique du facteur Nod avec les substitutions qui 

confèrent la spécificité de l‟hôte [151]. Des mutations dans ces gènes 

codant altèrent la nodulation chez l‟espèce hôte [136]. 

1.4.1.3.  Les facteurs de nodulation : Structure, biosynthèse et sécrétion 

En réponse à la libération des inducteurs appropriés aux plantes hôtes, les 

rhizobia conduisent à la synthèse et la sécrétion des lipochito-oligosaccharides 

(LCOs), appelés facteurs Nod, qui sont les principaux signaux pour le 

développement de la symbiose [145].  

Les facteurs Nod sont des lipochito-oligosaccharides (LCO) constitués d‟un 

squelette de chitine, ce qui signifie des unités de N-acétyl-D-glucosamine 

(GlcNAc) reliées entre elles par des liaisons β-1,4 (Figure 1.6). Une chaine d‟acide 

gras polyinsaturée est greffée par N-acylation sur l‟atome d‟azote du résidu 

glucosamine situé à l‟extrémité non réductrice du squelette de chitine. Le nombre 

d‟unités de N-acétyl-D-glucosamine qui compose le facteur Nod est généralement 

compris entre 3 et 5 [140]. Les facteurs Nod peuvent encore être décorés à l‟aide 

de substitutions chimiques particulières, qui leurs donnent leur spécificité (figure 

I.6) [136]. 

La première étape consistait à collecter les facteurs Nod est établie par N-

acétyl-glucosamyl transférase codée par nod C [154]. L‟élongation de la chaîne 

est effectuée par nod C au niveau de la région terminale non-réduite [155]. La 

déacétylase NodB élimine ensuite la moitié de la N-acétyl de la région terminale 

de la N-acétylglucosamine (oligosaccharides) [150]. En fin, une acétyl transférase 

codée par nod A lie la chaîne acyle au carbone C2 libre de la région finale non-

réduite de l‟oligosaccharide. Cependant, des études ont montré que nod A et nod 

C sont également des éléments très importants, en particulier dans la spécificité 

de la plante hôte pour la nodulation [156].  
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    Extrémité non-réductrice                                                                            Extrémité réductrice 

 
Figure 1.6 : Structure des facteurs Nod. Sont indiqués en rose les gènes impliqués 

 (commun ou spécifiques) et les sites de décoration (R1 à R6) [136]. 
 

 

1.4.1.4.  Les polysaccharides de surface 

Bien que la production et la reconnaissance des facteurs Nod soient des 

déterminants majeurs de la spécificité de l‟hôte, certains composés apparaissent 

également intervenir à des niveaux différents, notamment les polysaccharides de 

surface de la bactérie [136]. Trois principaux types de polysaccharides de surface 

sont synthétisés : les exopolysaccharides (EPS), les lipopolysaccharides (LPS) et 

les polysaccharides de capsule (CPS), ces composés sont très importants pour 

l‟infection plante-bactérie [157].  

 Les EPS semblent jouer un rôle clé dans les différentes étapes de 

l‟établissement de la symbiose lors de processus complexes de la 

nodulation, contribuant à la colonisation racinaire, à l'identification de la 

plante hôte, à l‟initiation et l‟extension des cordons d'infection, à la 

spécificité de la plante hôte et à l'invasion de nodule par l‟hydrophobicité de 

la membrane bactérienne [158]. Les EPS peuvent également faciliter la 

différenciation des bactéroïdes, en conférant plus de plasticité à leur 

membrane [150].  

 Les LPS sont des polysaccharides associés à la membrane bactérienne 

externe, par un groupement lipidique avec la partie saccharidique orientée 

vers l„extérieur. Ces LPS sont essentiels à la survie des bactéries.  

 Les CPS sont des polysaccharides entourant la bactérie et lui conférant 

une matrice protectrice hydratée contre les bactériophages et les conditions 

sèches, souvent rencontrées dans la rhizosphère [157]. 
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1.4.2  Mécanismes de nodulation  

Le succès de l'interaction rhizobia - légumineuses est conditionné par un 

dialogue moléculaire entre les deux organismes. Ce dialogue est initié par la 

plante qui diffuse dans la rhizosphère, en condition de carence azotée, des 

flavonoïdes reconnus par les bactéries présentes dans l'environnement racinaire 

proche [159]. Ces composés activent chez la bactérie la synthèse des facteurs 

Nod (FN) [145]. Les FN sont perçus par la plante hôte en induisant les premières 

réponses cytologiques et moléculaires au niveau de la racine [160]. Des facteurs 

de surface comme la protéine rhicadhésine, les polysaccharides capsulaires 

(CPS), les lipopolysaccharides (LPS) et les exopolysaccharides (EPS) chez la 

bactérie et la lectine et autres adhésines chez la plante sont inclus dans 

l‟identification et l‟attachement des bactéries à la plante [161]. 

Les premières réponses cytologiques, se caractérisent par une déformation 

des poils racinaires (Figures 1.7 et 1.8), résultat de la réorientation de la 

croissance apicale du poil absorbant après leur contact avec les FN [162]. 

L'infection rhizobienne entraine la pénétration des bactéries dans les cellules de la 

plante, induisant la dédifférenciation et la division des cellules du cortex qui sont 

les premières à recevoir les bactéries. Les cellules du cortex moyen s‟activent et 

se divisent et les quelques cellules non infectées forment le méristème nodulaire 

[163].  

Suite à l'attachement des rhizobia à la surface de l'épiderme racinaire, 

certaines bactéries se retrouvent piégées par les déformations des poils 

absorbants dans une structure appelée "crosse de berger" [164]. Les bactéries 

continuent ensuite à se diviser pour former une micro-colonie (Figure 1.9), où une 

dégradation locale de la paroi du poil absorbant est observée [165]. Les bactéries 

stimulent ensuite la formation d‟un cordon d‟infection intracellulaire par 

invagination de la paroi végétale, cordon dans lequel les bactéries se multiplient. 

Le cordon progresse vers le site définitif de libération des bactéries (Figure 1.9) : 

le primordium nodulaire (cellules issues du cortex moyen) qui devient par la suite 

le lobe nodulaire [95]. 
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Figure 1.7 : Etapes précoces du développement d‟un nodule racinaire. La fixation d‟azote 

s‟appuie sur l‟invasion racinaire de la légumineuse par Rhizobium et la formation de nodules. Les 
schémas montrent les divers stades de développement nodulaire, ainsi que des bactéroïdes de 
Rhizobium japonicum, dans des vésicules racinaires de soja. Une cellule de racine non infectée se 
trouve à droite. (https://www.78stepshealth.us). 

 
 

 

 
 

Figure 1.8: Déformation des poils absorbants, 120 minutes après un traitement FN à 10
-9

 M le 

poil absorbant présente une déformation typique caractérisée  par un gonflement et une 
réorientation de la croissance apicale [162]. 

 

 

 

 

 

 
Figure 1.9: formation de microcolonie. Visualisation des microtubules endoplasmiques et 

corticales dans un poil absorbant replié en forme de crosse de berger autour d'une microcolonie 
bactérienne [165]. 
 

https://www.78stepshealth.us/
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Parallèlement à la progression de l‟infection, l‟organogenèse nodulaire est 

mise en place. Le primordium nodulaire, lieu de libération des bactéries, se 

différencie en nodule mature [166]. Les bactéries sont libérées du cordon dans le 

cytoplasme des cellules végétales par un processus d‟endocytose par lequel elles 

sont internalisées dans un compartiment formant le symbiosome entouré d‟une 

membrane péribactérodienne d‟origine végétale [163]. Cette membrane sépare  

les bactéries de la cellule hôte et contrôle l‟échange de signaux et de nutriments 

entre les deux partenaires [167]. Une fois dans le symbiosome, les cellules 

bactériennes subissent de profonds changements physiologiques et 

morphologiques, se différenciant en bactéroïdes (Figure 1.10), formes fixatrices 

d‟azote adaptées aux nouvelles conditions environnementales présentes dans le 

nodule [168]. 

Chez les légumineuses, deux types de nodules peuvent être distingués : 

déterminés et indéterminés (Figure 1.11),  en fonction du site d‟initiation des 

divisions cellulaires du cortex et la persistance ou non du méristème nodulaire 

[169].  

 Dans le cas de nodules à croissance déterminée, l‟activité mitotique du 

cortex externe est éphémère, ce qui entraîne la formation d‟un organe 

sphérique sans zonation distincte (cas du haricot, soja, lotier..). La zone 

centrale comprend généralement une zone de fixation d‟azote, plus ou 

moins infectées et d‟une zone de sénescence [170]. Dans ce type d‟organe, 

la différenciation des bactéries et des cellules de l‟hôte est partielle [171].  

 Le nodule de type indéterminé est formé à partir du cortex interne, il 

possède un méristème apical qui dirige sa croissance pendant toute sa vie, 

en lui donnant une forme allongée. Pour ce type de nodule, la 

différenciation se fait à la fois dans l‟espace et dans le temps et conduit à la 

formation de cellules végétales et bactériennes entièrement dédiées à la 

fixation de l‟azote. Ces nodules ont une structure plus complexe que celle 

de type déterminé [172]. 

En fonction de l‟âge du nodule, nous retrouvons quatre à cinq zones définies par 

le type de cellule et par le stade de différenciation (Figure 1.11) : 

 La zone méristématique : située à l‟apex, composée de petites cellules en 

division active. Cette zone est dépourvue de bactéries [173]. 
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 La zone d‟infection : c‟est la zone où la différenciation débute. Dans ces 

cellules, les bactéries sont libérées des cordons d‟infections dans une 

structure appelée symbiosomes. Les cellules végétales commencent le 

processus d‟endoréduplication et de modifications morphologiques pour 

devenir pratiquement sphériques [174]. 

 L‟interzone : consiste en une à trois assises cellulaires riches en 

amyloplaste. Associée au cortex nodulaire, cette zone constitue une 

barrière limitant l‟entrée de l‟oxygène dans la zone de fixation [175]. 
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Figure 1.10 : La différenciation des bactéroïdes. Cellule symbiotique de M. truncatula infectée 

par des bactéroïdes différenciés. B) La différenciation induit une augmentation de la taille des 
bactéroïdes chez Medicago (b1) et non chez le soja (b2). C) Modèle de contrôle de la 
différenciation : les rhizobia infectent la cellule de l‟hôte et se retrouvent dans le cytoplasme sous 
forme de symbiosome. Des peptides antimicrobiens (NCRs) sont secrétés par la cellule de l‟hôte et 
atteignent les symbiosomes. A forte concentration les NCRs ont un effet antimicrobien, mais 
internalisés par le transporteur bactérien BacA, leur toxicité diminue et ils induisent la 
différenciation. Les bactéroïdes différentiés fixent l‟azote. MPB : membrane péri-bactéroïdienne, 
EPB : espace péri-bactéroïdien, Images B [176], Figure C [177]. 
 

 La zone de fixation : dans cette zone, les bactéries et les cellules végétales 

ont atteint un stade final de différenciation. Les cellules végétales sont 

hypertrophiées, polyploïdes et possèdent une grande vacuole centrale. Les 
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bactéries sont différenciées en bactéroïde : elles sont allongée et elles ont 

subi une endoréduplication. Les bactéroïdes enfermés dans les 

symbiosomes sont disposés perpendiculairement à la membrane 

plasmique [178].  

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.11 : Stades du développement indéterminé et déterminé de nodules de 
légumineuse. La figure illustre le développement d‟un nodule de pois (indéterminé, à gauche) et 
de soja (déterminé, à droite). Les divisions cellulaires des nodules indéterminés ont lieu dans le 
cortex interne, alors qu‟elles sont sous-épidermiques chez les nodules déterminés. Le méristème 
situé à la pointe du primordium des nodules indéterminés est en constant développement, alors 
qu‟il est non persistant chez les nodules déterminés. Les différents stades de développement, 
types de tissus et zones de nodulation, sont identifiées [170]. 
 

La grande taille des cellules qui composent cette zone leur permet de 

contenir des milliers de bactéroïdes et leur forte activité métabolique assure 
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la production d‟énergie nécessaire à la fixation de l‟azote et sa 

transformation en ammonium. Associée à cette zone, nous observons une 

coloration rosée des nodules due à la leghémoglobine, une protéine 

permettant de contrôler la teneur en oxygène libre dans les nodules [179]. 

 La zone de sénescence : qui apparait plus tardivement, se caractérise par 

une couleur verte due à l'oxydation de la leghémoglobine. Dans cette zone, 

les cellules végétales et les bactéries qu‟elles contiennent dégénèrent 

[178]. 

1.4.3.  Nitrogénase et gènes de fixation d‟azote 

Le complexe enzymatique de la nitrogénase, responsable de la réduction 

d‟azote moléculaire en ammoniac, est constitué de deux métalloprotéines. La 

Protéine I est un hetérotétramère, composé de quatre sous-unités (Fe4S4) et un 

cofacteur comprenant du fer et du molybdène (FeMo-Co), site catalytique de la 

réaction de réduction de N2. La protéine II est un homodimère avec un simple 

groupe Fe4S4 qui est réduit par un donneur d‟électron, le plus souvent la 

ferrédoxine [180]. 

 La nitrogénase consomme une grande quantité d‟énergie pour produire de 

l‟ammoniac selon la formule suivante :  

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

Deux types de gènes portés par les bactéroïdes sont nécessaires à cette 

réaction; ce sont les gènes nif et fix qui sont impliqués dans l‟activité nitrogénase 

et la fixation d‟azote. Les gènes nif codent pour la biosynthèse de la nitrogénase. 

Les gènes fix sont quant à eux impliqués dans la régulation et le métabolisme de 

l'oxygène (Figure 1.12). Plus de vingt gènes nif organisés en opérons sont 

impliqués dans la synthèse et le fonctionnement du complexe nitrogénase [6], y 

compris les gènes nifHDK représentant des gènes de structurels. Les gènes nifDK 

codent les séquences αβ de la protéine I, à cofacteur FeMo de la nitrogénase, 

responsable de la réduction de N2 en NH3. Le gène nifH code pour la protéine II, 

ou réductase, qui assure le transfert d‟électrons nécessaires pour réduire le N2. 

L‟activation symbiotique des gènes nif chez les rhizobia dépend de la 

concentration en oxygène ; elle-même régulée par une série de gènes fix. 
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Figure 1.12 : Schémas de régulation des gènes fix et nif. Les nitrates, l‟oxygène et l‟état 

redox sont perçus par les systèmes à deux composantes NtrB-NtrC, FixL-FixJ et RegS-RegR 
respectivement. Ces systèmes sont responsables de l‟activation de l‟expression de nifA et/ou de 
fixK. nifA et fixK codent pour des facteurs de transcription contrôlant l‟expression des gènes de la 
fixation d‟azote (nif) et de la respiration microoxique (fix). De plus, l‟oxygène peut inhiber 
directement NifA. Ce dernier est responsable du contrôle de l‟expression des gènes nifHDK, alors 
que FixK contrôle les gènes de la respiration microoxique [181]. 

 

La présence d‟oxygène est nécessaire aux bactéroïdes pour leur respiration 

et la synthèse d‟ATP, mais un excès d‟oxygène perturbe d‟une manière 

irréversible la nitrogénase. Le parenchyme nodulaire forme une barrière de 

diffusion qui limite l‟entrée de l‟oxygène dans les nodules ; la plante exerce un 

contrôle physiologique sur sa perméabilité en fonction des conditions 

environnementales (notamment la disponibilité en O2 et en nitrate dans la 

rhizosphère) [182]. Les légumineuses développent ensuite des mécanismes pour 

contrôler la quantité d‟oxygène libre autour des bactéroïdes. La leghémoglobine, 

une enzyme ayant une grande affinité pour l‟oxygène, qui transporte et tamponne 

la concentration d‟oxygène nécessaire à la respiration des bactéroïdes [183]. 

La nodosité est étroitement liée avec le système vasculaire de la plante 

hôte, permettant ainsi les échanges de nutriments et de signaux entre les deux 

partenaires. La plante fournit à la nodosité, à travers le phloème, l‟énergie 

nécessaire tout d‟abord à sa formation puis à son fonctionnement, principalement 

sous forme de photosynthétats et en particulier de saccharose [167]. Le 

saccharose se transforme, dans les cellules nodulaires, en acides dicarboxyliques 

C-4 (malate, fumarate, succinate) qui sont ensuite transportés dans les 
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bactéroïdes. En revanche, la majeure partie de l‟ammonium produit se transmet 

passivement des bactéroïdes au cytoplasme des cellules infectées pour y être 

assimilé [184]. Ces composés azotés sont transportés par le xylème afin d‟être 

utilisés par la plante pour la synthèse des molécules azotées nécessaires à son 

métabolisme (acides aminés, protéines et acides nucléiques). 

1.5.  Les Pseudomonas fluorescents phytobénéfiques  

Parmi les rhizobactéries phytobénéfiques reconnues par leur coopération 

associative, non symbiotique, de nombreuses souches appartiennent aux 

Pseudomonas spp. fluorescents exercent des effets phytobénéfiques sur la 

croissance de différentes espèces végétales et fournissent des actions 

bioprotectrices contre de nombreux agents phytopathogènes [185, 186]        

(Figure 1.13). 

Les Pseudomonas appartiennent au groupe des Proteobacteria, classe des 

Gammaproteobacteria, et à l‟ordre des Pseudomonales. Ce sont des bacilles à 

Gram négatif, droits et fins, aux extrémités arrondies, d‟une taille moyenne de 2 

sur 0,5 μm. Le genre Pseudomonas a été décrit en 1894 [187], comprend des 

bactéries ubiquitaires très diversifiées, notamment des espèces saprophytes et 

parasites [188]. Ces bactéries sont mobiles avec un ou plusieurs flagelles polaires 

[189]; et elles peuvent utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés comme 

sources de carbone et d‟énergie. La plupart des Pseudomonas se cultivent à 30 

°C et se caractérisent par une croissance lente à 4 °C [190]. 

Ces rhizobactéries se caractérisent par l‟adaptabilité et la colonisation des 

espaces rhizosphériques, ainsi que les racines de nombreuses plantes [191, 192] 

(Figure 1.14). Les effets et les fonctions phytobénéfiques sont assurés à travers 

différents modes d‟action, utilisant différents mécanismes [193, 194]. 

1.5.1.  Mécanismes responsables des effets bénéfiques  

La diversité métabolique des Pseudomonas spp. fluorescents confère à ces 

bactéries une grande souplesse d‟addaptation aux différentes conditions 

environnementales dans les sols et les rhizosphères [195, 196], favorisant leur 

utilisation comme biofertilisants, phytostimulateurs et agents de lutte biologique 

[196].  
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Figure 1.13 : Arbre phylogénétique des bactéries du genre Pseudomonas. Arbre 

phylogénétique réalisé à partir de la concaténation de 4 gènes de ménage rrs, rpoD, gyrB et rpoB 
[197]. 

 

 

 

                                                   

 

  

 

 

 

Figure 1.14 : A : Micrographie électronique à balayage d'une microcolonie de 
Pseudomonas fluorescens WCS365 sur la racine de la tomate [198, 32]. B : Analyse 
microscopie confocale à balayage de la colonisation des racines de tomate par P. 
fluorescens WCS365, qui exprime des protéines autofluorescentes. Deux dérivées de 
WCS365 exprimant soit la protéine fluorescente bleu-vert (cellules rouges) ou la protéine 
fluorescente jaune (cellules vertes) ; le chevauchement des couleurs rouge et vert est 
indiqué en jaune [199]. 
 

1.5.1.1.  Phytostimulation de la croissance  

Certaines souches du genre Pseudomonas ont été décrites pour leurs 

effets directs positifs sur la croissance des plantes, entrainant une augmentation 

des rendements de diverses cultures herbacées, légumières, arboricoles et 

ornementales [200]. Ces souches peuvent stimuler la croissance des plantes 

hôtes par divers mécanismes : la synthèse de métabolites similaires aux 

A B 
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phytohormones et l‟excrétion de vitamines [201] ; la fixation non symbiotique de 

l´azote (N2) et la solubilisation d‟oligoéléments notamment le phosphate (P) [202]. 

1.5.1.1.1.  Synthèse de phytohormones 

Les Pseudomonas spp. fluorescents peuvent agir directement sur la 

croissance et l'état physiologique et nutritionnel de la plante qu'elles colonisent,  

grâce à leur capacité à synthétiser et sécréter des hormones telles que: l'acide 

indole-acétique (AIA), les cytokinines, les gibbérellines et les inhibiteurs de la 

production d'éthylène [203, 204]. Ces substances de croissance sont absorbées et 

assimilées directement par les racines, elles sont utilisées par la plante non 

seulement dans des conditions normales, mais jouent également un rôle 

protecteur en conditions de stress [205].  

Parmi les régulateur de croissance, l‟AIA est la principale auxine naturelle 

produite par les Pseudomonas [206, 207], à des concentrations élevées, affectant 

la division, l'extension et la différenciation des cellules végétales, réduit la 

longueur des racines primaires, stimule la formation des racines latérales et 

favorise la formation des poils absorbants [208], conduisant ainsi à une absorption 

accrue de l‟eau et des nutriments [209].  

La cytokinine, d‟origine bactérienne, peut affecter la division et le cycle 

cellulaire, la mobilisation des éléments nutritifs, la formation et l‟activité des 

méristèmes apicaux, le développement floral, la levée de la dormance des 

bourgeons et de la germination [210].  

De même, les gibbérellines, en combinaison avec d'autres phytohormones,  

régulent divers processus de croissance : la germination, l‟élongation, la floraison, 

la croissance racinaire, et retardent le vieillissement de nombreux organes 

végétaux [211].  

L‟éthylène est une autre hormone végétale capable de lever la dormance 

des graines, qui peut également favoriser la maturation des fruits et déclenche 

l‟abscission des feuilles [212]. Cependant, sa forte concentration (> à 25ug/l) en 

état de stress due aux métaux lourds [213], aux pathogènes [214], à la 

sécheresse, à la salinité [215] et aux polluants organiques [216] entrainent une 

inhibition de la formation des poils et l‟élongation racinaire et par conséquence 

une réduction de la croissance végétale. La teneur élevée de l‟éthylène peut être 
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réduit en dégradant son précurseur direct, l‟acide 1- Aminocyclopropane -1- 

carboxylique (ACC), à l‟aide de l‟ACC-désaminase. Cette enzyme est exprimée 

chez plusieurs rhizobactéries appartenant au groupe de Pseudomonas spp. qui 

peuvent dégrader l‟ACC en α- ketobutyrate et en ammonium [217]. 

1.5.1.1.2.  Amélioration de la nutrition des plantes 

 La fixation  non symbiotique d'azote est assurée par des diazotrophes libre 

dans la rhizosphère, capables de stimuler la croissance des plantes non-

légumineuses telles que les radis et le riz. Ce processus est mis en œuvre  par 

plusieurs PGPRs non symbiotiques dont les Pseudomonas ont été étudiés de 

manière approfondie [218]. Malgré la quantité limitée de l‟azote fixé pour la plante 

hôte, ces rhizobactéries  stimulent la croissance des plantes et activent leurs 

potentialités défensives [219].  

Le phosphore est le deuxième élément le plus important dont les plantes 

besoin en quantité suffisante pour une croissance optimale. Il joue un rôle 

essentiel dans presque tous les processus métaboliques majeurs, notamment le 

transfert d'énergie, la transduction du signal, la respiration, la biosynthèse 

moléculaire et la photosynthèse [220]. Cependant, 95 à 99% du phosphore se 

présente sous des formes insolubles, immobilisées ou précipitées; il est donc 

difficile pour les plantes de l'absorber. Les plantes n'absorbent le phosphate que 

sous forme d'ions monobasiques (H2PO4
-) et dibasiques (HPO4

-2). La solubilisation 

et la minéralisation des phosphates est une caractéristique très importante des 

Pseudomonas spp. [221]. Hussein et Joo [222] ont rapporté que sur 122 isolats 

microbiens, P. fluorescence présentait le potentiel le plus élevé de solubilisation 

des phosphates. La libération de phosphore d'une source insoluble par 

Pseudomonas est attribuée à la production d'acides organiques [223]. 

Le fer est également le micronutriment essentiel pour presque tous les 

organismes de la biosphère. Bien qu‟il soit le quatrième élément le plus abondant 

sur Terre, dans les sols aérobies, le fer n‟est pas facilement absorbé par les 

bactéries ou les plantes car l‟ion ferrique ou Fe+ 3, la forme prédominante dans la 

nature, n‟est que légèrement soluble. Les PGPR, notamment les Pseudomonas 

spp. fluorescents [224] ont développé des mécanismes spécialisés pour 

l'assimilation du fer, notamment la production de composés chélateurs de fer de 

faible poids moléculaire, appelés sidérophores, qui transportent cet élément dans 
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leurs cellules en améliorant sa capacité d‟absorption [56, 225]. Ainsi, cette 

chélation réduit la disponibilité des ions ferriques pour les agents pathogènes, ce 

qui inhibe également leur croissance [226]. La réduction de la maladie peut être le 

résultat d‟une colonisation étendue des racines ou des sites de l‟infection par ces 

rhizoactéries bénéfiques, réduisant ainsi l'espace requis pour la croissance de 

l'agent pathogène [227]. Ces propriétés expliquent leur capacité à s‟installer en 

nombre et durablement sur et à proximité des racines [195]. 

1.5.1.2.  Biocontrôle des agents phytopathogènes   

Les micro-organismes phytopathogènes constituent une menace majeure 

et chronique pour l'agriculture durable et la stabilité des écosystèmes à travers le 

monde. Les Pseudomonas constituent une approche prometteuse, durable et 

écologique, pour la protection de la plante en agissant directement contre les 

agents pathogènes ou en stimulant les défenses végétales [228]. Le biocontrôle 

assuré par les souches de Pseudomonas spp. est une caractéristique importante 

qui joue un rôle dans les approches de la lutte biologique [229]. 

1.5.1.2.1.  Antibiose 

L‟antibiose est le mécanisme le plus connu et le plus important utilisé par 

les Pseudomonas pour réduire l‟invasion des agents pathogènes vers les tissus 

de la plante hôte [189]. Elle consiste en une inhibition directe de la croissance 

d‟agent pathogène en produisant de métabolites dotés de propriétés antifongiques 

et/ou antibiotiques [230]. L‟antibiose exercée par certaines souches de 

Pseudomonas spp. fluorescents a été mise, d‟abord, en évidence in vitro [18]. De 

nombreux antibiotiques produits par ces bactéries ont été isolés: le 2,4-

Diacéthylephloroglucinol (DAPG) [231], les phénazines (PHZ) [232], la 

Pyrrolnitrine (PRN), la Pyolutéorine (PLT), et le Cyanure d‟hydrogène (HCN) [233]. 

Les Pseudomonas montrent non seulement une grande diversité des espèces 

mais également un grand nombre d‟antibiotiques produits [234]. L‟isolement de 

Pseudomonas spp. fluorescents à partir de plusieurs régions géographiques a 

introduit plusieurs groupes différents de producteurs de DAPG, capables de 

supprimer un large éventail de phytopathogènes, notamment des bactéries, des 

champignons et des nématodes [235]. Nombreux facteurs abiotiques (l'oxygène, 

la température, des sources spécifiques de carbone et d'azote, et des micro-

éléments), biotiques (la plante hôte, le pathogène, la microflore indigène, et la 
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densité de cellules de la souche productrice) et physiologiques, y compris le 

quorum sensing ont été identifiés pour influencer la production des antibiotiques 

par les agents bactériens de biocontrôle [236]. 

1.5.1.2.2.   Induction de la résistance systémique (ISR) 

La reconnaissance de certaines PGPRs par la plante peut entrainer une 

réaction immunitaire lui permettant de se défendre contre toute attaque par un 

organisme pathogène [237]. Cette « immunisation » de la plante est appelée 

induction de la résistance systémique (ISR) [238, 239]. Ces PGPRs stimulent des 

modifications physiques ou chimiques dans les plantes en améliorant ainsi leur 

résistance [240]. L‟induction de cette  résistance par les PGPRs repose sur la 

reconnaissance spécifique entre des éliciteurs rhizobactériens et la plante [241]. 

Les mécanismes de l‟ISR comprennent (1) la stimulation de la croissance, (2) la 

tolérance physiologique, (3) l'induction de l‟amélioration de la paroi cellulaire et (4) 

l'augmentation de la production de phytoalexines, d‟enzymes de défense, 

d‟antioxydants et la modulation de phénols ayant des propriétés antimicrobiennes 

et antioxydantes [242]. En général, l‟ISR n‟offre pas une protection complète 

contre l‟infection, et la durabilité de la résistance induite par les PGPRs varie d‟une 

plante à l‟autre, mais également selon de la souche bactérienne [243]. De 

nombreuses souches de Pseudomonas peuvent induire cette résistance 

systémique contre les champignons, les bactéries et les virus chez plusieurs 

plantes [244, 245, 246].  

1.5.1.2.3.  Compétition pour l‟espace et les nutriments 

Taqarort et al. [247], suggèrent que les rhizobactéries à croissance rapide, 

peuvent éliminer les champignons phytopathogènes par compétition pour les 

sources de carbone et d‟énergie. La compétition spatiale contribue également à la 

réduction des infections racinaires, car certaines PGPRs, protègent les racines en 

occupant les sites d‟infection des agents phytopathogènes [248].  

Le PGPR doit être présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un 

effet bénéfique sur les plantes et pouvoir instaurer une compétition pour les 

nutriments dans la rhizosphère [189]. Outre le taux de croissance intrinsèque, la 

mobilité (présence d‟un flagelle), le chimiotactisme, les lipopolysaccharides (LPS), 

la capacité de synthétiser des vitamines et des macromolécules et la faculté 

d‟utilisation des composés excrétés par les racines sont d'autres caractéristiques 
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favorables à la colonisation racinaire [9]. Ces propriétés expliquent leur capacité à 

s‟installer en nombre et durablement sur et à proximité des racines [195]. 

La colonisation des systèmes racinaires par Pseudomonas spp. 

fluorescents implique un chimiotactisme envers les exsudats racinaires, une 

adsorption sur les racines et enfin une compétition pour les nutriments [227]. La 

réduction de la maladie peut être le résultat d‟une colonisation importante des 

racines ou des sites de l‟infection par ces rhizoactéries bénéfiques, réduisant ainsi 

l‟espace nécessaire à la croissance des agents pathogènes [226].  

1.5.1.3.  Tolérance aux stress abiotiques 

Les PGPRs ont le potentiel de favoriser la croissance des plantes hôtes par 

des effets sur : la nutrition, la structure racinaire ou la santé de leur partenaire 

végétal [249]. Ils peuvent également conduire à l‟expression des mécanismes de 

la tolérance systémique induite (TSI) vis-à-vis de divers facteurs de stress 

abiotiques, notamment en ce qui concerne la sécheresse, la salinité et les métaux 

lourds [250]. L‟inoculation de la souche Pseudomonas AMK-P6, par exemple, 

induit une thermotolérance chez le sorgho (47-50°C); obtenue en améliorant la 

biomasse végétale ainsi que de la teneur en chlorophylle, en sucres, en acides 

aminés et en proline [251]. Malgré la présence de cadmium, la croissance du 

colza (Brassica napus) peut s‟améliorer après l‟inoculation des souches de 

Pseudomonas (tolasii ou fluorescens) résistantes au cadmium. La production de 

sidérophores, de l‟AIA et l‟expression de l‟ACC-désaminase par ces dernières 

permet de réduire la toxicité de ce métal [252]. Certaines espèces de 

Pseudomonas possèdent le mécanisme enzymatique nécessaire pour supprimer 

l‟inhibition de la croissance des plantes causée par une production élevée 

d‟éthylène. Par exemple Pseudomonas putida qui possèdent l‟ACC-désaminase 

confèrent une résistance efficace au blé et au colza, en réduisant la synthèse 

d‟éthylène provoquée par un stress salin [253]. Pseudomonas aeruginosa R75 et 

P. savastanoi CB35 peuvent favoriser la croissance d‟Elyme de Daourie (Elymus 

dauricus) par la dégradation des polluants organiques tels les chloro-benzoates 

[254]. Les exopolysaccharides (EPS) produits par Pseudomonas putida GAP-P45 

jouent un rôle positif dans la régulation de la teneur en eau,                                     
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et la diffusion de la source de carbone aux plantes, en particulier dans des 

conditions de stress hydrique [255].  

1.5.2.  Communication et interaction bactériennes 

Bien que les bactéries soient des organismes unicellulaires, elles 

présentent souvent le comportement de groupes ou de communautés fonctionnels 

[256]. Dans leurs actions phytostimulatrices et de biocontrôle, les Pseudomonas 

fluorescents forment des microcolonies qui forment un biofilm sur les sites 

préférés des exsudats racinaires [188]. Ces microcolonies communiquent les unes 

avec les autres, selon le processus biologique «quorum sensing (QS)» en 

travaillant de manière coordonnée [257]. Le QS est un mécanisme de 

communication intercellulaire, utilisé par de nombreuses bactéries pour réguler 

leur densité de populations et exprimer leurs gènes fonctionnels dans de telles 

situations [258].    

Chez les bactéries à Gram négatif, le QS repose sur la synthèse et la 

détection de petites molécules signal appelées N-acyl-homosérine lactones 

(AHLs) [259], généralement associé à leur comportement pathogène ou 

symbiotique [260]. Les AHLs sont des molécules autoinductrices qui s'accumulent 

dans l‟environnement extracellulaire, lorsque le nombre de ces molécules atteint 

un seuil de concentration critique (le quorum), la réponse est déclenchée en 

provoquant l'expression génique. La régulation par le QS joue un rôle majeur dans 

la physiologie et le développement des bactéries [260]. Ce phénomène contrôle 

plusieurs phénotypes dans l‟interaction plantes-bactéries-pathogènes; il contrôle 

également les phénotypes liés aux PGPRs: la production de composés 

antimicrobiens, de sidérophores [262], et l'induction de la résistance systémique 

chez les plantes [261].  

1.6  Colonisation rhizosphérique 

La sélection de souches PGPR performantes ne doit pas se limiter à leurs 

activités spécifiques responsables des effets bénéfiques, mais elles devraient être 

capables à se maintenir et à coloniser le système racinaire de la plante hôte. En 

fait, la colonisation rhizosphérique peut être considérée comme un processus 

d‟enrichissement en microorganismes qui s‟adaptent mieux à une niche 

particulière [263]. La colonisation à des niveaux suffisamment élevés est une 

condition préalable à l‟expression des effets phytobénéfiques des PGPR, qu‟il 
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s‟agisse d‟activités phytostimulatrices ou phytoprotectrices [27, 28]. Toutes ces 

observations montrent que la plante pourrait sélectionner les populations 

microbiennes colonisant ses racines, leur permettant de se développer de manière 

sélective et préférentielle. 

La compétence rhizosphérique des bactéries varie d‟une souche à l‟autre; 

elle conditionne leur capacité à se répartir le long des racines de la plante hôte, à 

se multiplier et à survivre pendant longtemps en présence de la microflore 

rhizosphérique indigène [264]. Les caractéristiques bactériennes qui déterminent 

la bonne compétence rhizosphérique sont relativement inconnus, mais en général, 

elles semblent liées à la capacité des souches à s‟attacher aux racines, se 

déplacer vers et le long de la racine et entrer en compétition de façon efficace et 

compétitive avec la microflore résidente [18]. 

 

1.6.1  Etablissement de la colonisation rhizosphérique 

Le processus de colonisation peut être divisé en plusieurs étapes 

identifiées comme déterminantes : migration vers la racine, adhésion, croissance 

et survie [18, 265]. La première étape majeure dépend de la capacité d‟une 

bactérie à se déplacer vers la racine [266], résultant des interactions 

physicochimiques et biologiques entre les deux partenaires [18]. Ce 

rapprochement, plus au moins passif ou réversible, dépend des exsudats 

racinaires, en particulier des sucres et des acides aminés, qui attirent les bactéries 

par chimiotactisme à la surface racinaire. Ce processus de rhizodéposition 

stimule, en particulier, la mobilité flagellaire des bactéries, leur permettant de 

coloniser la rhizosphère [47]. La deuxième étape est la phase d‟ancrage, qui 

semble correspondre à un attachement fort et irréversible aux racines. Cette étape 

fait intervenir des fibrilles extracellulaires qui emprisonnent les bactéries au sein 

d‟un biofilm. La production de polysaccharides extracellulaires et de protéines 

membranaires (MOMP), pourrait jouer un rôle dans le processus d‟adhésion [267]. 

En conséquence, l‟adhésion aux racines des plantes permet aux bactéries d‟avoir 

un meilleur accès aux sécrétions des racines. L‟adhésion des Pseudomonas à la 

racine dépend plutôt de leur aptitude à s‟agglutiner avec des glycoprotéines, 

appelées agglutinines produites par la plante [268]. Chez P. fluorescens WCS417 

les chaines lipopolysaccharides latérales, formant l‟antigène 0 des LPS 

bactériens, jouent un rôle important dans la colonisation racinaire [269].  
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1.6.2  Sites de colonisation rhizosphérique 

Dans des conditions naturelles ou après inoculation, des PGPRs ont été 

contrôlés pour leurs niches de colonisation, en utilisant des techniques 

microscopiques [270]. D‟après Benizri et al. [271] ; il a été constaté que de 

nombreuses souches de Pseudomonas, Bacillus, Pantoea, et Burkholderia 

peuvent coloniser la rhizosphère, en se s‟installant à la surface de cellules 

rhizodermiques ou sur le rhizoplan (surface de la racine) [272] avec des densités 

comprises entre 105 et 107 UFC/g poids frais [40]. Des bactéries ont été 

visualisées comme des cellules individuelles attachées à la surface des racines, 

puis multipliées sur le rhizoderme, pour former une chaîne de bactéries (Figure 

1.15.B), comme il a été observé dans le cas Pseudomonas fluorescens DF57 sur 

les racines de l'orge [273]. De nombreuses bactéries rhizosphériques colonisent 

non seulement la rhizosphère et/ou le rhizoplan, mais elles peuvent également 

pénétrer et coloniser les tissus internes (Figure 1.15.C), générant ainsi des effets 

stimulants sur la croissance des plantes [274, 275, 276, 272]. 

Plusieurs études confirment que les plantes hébergent différentes 

communautés endophytes [277, 278, 279] et que les bactéries endophytes 

proviennent principalement de la rhizosphère [280]. Les endophytes représentent 

un sous-groupe des communautés rhizobactériennes qui peuvent pénétrer à 

l'intérieur des racines de leurs hôtes une fois qu‟elles ont recolonisé le rhizoplan 

[281]. En général, il est admis que les endophytes sont plus susceptibles de 

montrer des effets améliorant la croissance des plantes que les bactéries 

colonisant exclusivement la rhizosphère [282]. 

Après la colonisation, de la rhizosphère et du rhizoplan, certains micro-

organismes du sol peuvent pénétrer dans les racines et constituer des sous-

populations présentant les caractéristiques spécifiques requises pour l‟efficacité 

endophyte [274]. Le processus de pénétration ne signifie pas nécessairement des 

mécanismes actifs. On peut donc s'attendre à ce que toutes les bactéries de la 

rhizosphère soient endophytes à un stade de leur vie [280]. Une pénétration 

passive peut se produire dans des fissures telles que celles qui se produisent 

dans les sites d'émergence des racines, ou qui proviennent de micro-organismes 

nuisibles, ainsi que par les extrémités de racines (Figure 1.16) [283]. Pour 

certaines bactéries, des adaptations spécifiques se sont développées, par 
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exemple pour les bactéries nodulantes ou chez les microorganismes dotés de 

mécanismes spécifiques, assurant leur pénétration active des systèmes racinaires 

[280]. 
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Figure 1.15 : Images MEB de racines fraîches obtenues à partir de plants de 
chanvre inoculés avec un consortium de PGPR. Les échantillons ont été prélevés après 8 
jours de conditions de croissance aseptique in vitro. La figure montre une racine de semis de 

chanvre dans laquelle des racines poilues sont visibles (A). Les PGPRs colonisent activement la 
plante à la surface des racines (B) et pénètrent à l'intérieur des tissus radiculaires (C) [272]. 

 

 

Il a été démontré que les lipopolysaccharides, les flagelles, les pili et la 

motilité en secousse [284] ont eu des effets sur la colonisation endophyte et la 

mobilité bactérienne. De plus, la sécrétion des enzymes de dégradation de la 

paroi cellulaire (CWDEs) est impliquée dans la pénétration bactérienne [285]. 

Cette dernière fonction a été confirmée par l'analyse du génome de l'endophyte 

non nodulant Azoarcus sp. BH72 [286] possédant des gènes codant pour des 

CWDEs, telles que les cellulases et les polygalactorunases. Dans le génome de 
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l'endophyte Klebsiella pneumoniae Kp342, qui colonise le maïs, la luzerne ainsi 

que de nombreuses autres cultures, il a été démontré que de nombreux autres 

gènes se sont avérés importants pour la colonisation [287].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.16 : Sites de colonisation de plantes par des bactéries endophytes [248]. 
 
 

Des mécanismes actifs ou passifs pour les processus de translocation des 

bactéries endophytes au sein de leurs plantes hôtes ont été rapportés, leur 

permettant de passer du rhizoplan au cortex du système racinaire. Une fois que 

les bactéries atteignent la zone corticale de la racine, une barrière, telle que 

l'endoderme, peut empêcher la colonisation, car peu de bactéries peuvent 

traverser l'endoderme [288]. Il est probable que les endophytes capables de 

traverser l'endoderme sont susceptibles de sécréter des CWDE leur permettant de 

poursuivre la colonisation à l'intérieur de la racine [289]. Dans des conditions 

naturelles, certaines bactéries délétères peuvent en outre perturber l'endoderme, 

permettant ainsi aux bactéries endophytes de pénétrer simultanément dans le 

cylindre central (Figure 1.16). Après avoir traversé cette barrière, les bactéries 

endophytes doivent pénétrer dans le péricycle pour atteindre les vaisseaux 

radiculaires de leurs hôtes (Figure 1.17). Ce constat a été observé chez 
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Herbaspirillum seropedicae Z67 avec  le riz [289] et chez la souche PsJN de B. 

phytofirmans avec la vigne [275, 276], qui est le cas de nombreuses autres 

bactéries endophytes.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.17 : Colonisation endophyte d'une bactérie favorisant la croissance des plantes 

(Burkholderia phytofirmans PsJN) observée par hybridation in situ en fluorescence (a) ou 

avec marquage gfp (b) montrant des cellules bactériennes sous forme de bâtonnets verts 

à l'intérieur du cortex (a) ou de vaisseaux du xylèmes (b) à fluorescence verte. Barres 

d'échelle: (a) 25 μm et (b) 10 μm [276].  

1.6.3  Facteurs influençant la colonisation rhizosphérique 

De nombreux paramètres biotiques et abiotiques sont impliqués pour 

modeler la structure des communautés microbiennes de la rhizosphère, tant en 

termes de diversité que d‟effectifs [290, 291]. Certains facteurs influent sur le 

processus d‟exsudation racinaire et par conséquent, sur la compétence 

rhizosphérique des bactéries [209]. 

Plusieurs études indiquent que les caractéristiques du sol [292, 293, 294, 

295], sont les facteurs les plus importants dans le modelage de la biomasse et la 

structure des rhizobactéries, telles que le pH du sol, la disponibilité en éléments 

nutritifs, la solubilité des métaux et le contenu en carbone [296] et en azote [297], 

l‟humidité des sols, la salinité [298, 299] et les changements climatiques [300]. 

D‟autre part, Les exsudats racinaires jouent un rôle clé dans le processus 

de colonisation rhizosphérique. Ces exsudats sont utilisés par les 

microorganismes endémiques comme signaux chimiques en plus d‟être un 
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substrat nutritif disponible pour la croissance et le développement de ces 

microorganismes dans la rhizosphère [301, 302, 303]. Ainsi, de nombreuses 

études montrent l‟effet génotype des plantes sur la rhizodéposition, un facteur 

majeur affectant  les structures des communautés rhizosphériques [292, 304, 

305]. Cet effet varie en fonction de l‟espèce végétale ou les variétés et les 

écotypes considérés [306, 307], mais également en fonction du stade de 

croissance de la plante [308]. Ainsi, Les propriétés phénotypiques des racines 

telles que la structure du système racinaire, le profil d‟exsudation et la capacité 

d‟acquisition de nutriments et d‟eau varient en fonction du génotype de la plante et 

affectent les interactions avec les populations microbiennes [292].  

 
 



59 
 

CHAPITRE 2 

 MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

 

 

Les expérimentations ont été réalisées au niveau du Laboratoire de 

Protection et de Valorisation de Ressources Agrobiologiques (LPVRAB, Faculté 

SNV, Université Blida-1) au laboratoire, sous serre et en plein champ. L’objectif 

étant de mettre en évidence et de tester l’efficacité de souches de rhizobactéries, 

via l’étude des processus de nodulation et de phytostimulation, dans le contexte 

de la continuité de travaux entamés précédemment [35, 36]. 

2.1. Le sol 

Le sol, utilisé dans nos expérimentations, provient d’une parcelle nue, non 

cultivée depuis au moins deux décennies, située dans la station expérimentale du 

département de biotechnologie. Les caractéristiques physicochimiques du sol ont 

été étudiées au niveau du laboratoire de pédologie [309] (pH = 6.7, K 0.63%, Na 

2.63%, capacité d’échange cationique 12.5 meq /100 g de sol, phosphore 

assimilable 189.33 ppm, teneur en matière organique 1.89 %). Le sol recueilli de 

la station expérimentale a été séché à l’air libre, tamisé (2 mm) afin d’éliminer les 

éléments grossiers et d’assurer une granulométrie homogène, puis désinfecté par 

autoclavage (trois autoclavages de 30 minutes à 120°C et à 24 heures d’intervalle) 

pour inhiber la microflore native.  

2.2.  Matériel biologique 

2.2.1.  Souches bactériennes 

Les expérimentations ont été réalisées avec des souches sélectionnées de 

Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium fabae (Tableau 2.1). 

Trois souches de Pseudomonas fluorescens : S20, CHAO et P64. Les 

souches S20 et P64 ont été isolées, respectivement, de la rhizosphère du palmier 

dattier dans la région de Ghardaïa et de la rhizosphère de l’abricotier dans la 

région de Mitidja [310]. Ces souches ont fait l’objet de différents travaux 

antérieurs, ayant permis leur sélection sur la base de leurs potentialités 
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d’antagonisme et de phytostimulation [20, 35, 36]. La souche CHA0 est 

considérée comme souche type de référence, utilisée dans de nombreux travaux 

de recherche et d’expérimentation [311, 18, 312, 313, 189, 314]. Cette souche est 

connue par ses effets bénéfiques dans le biocontrôle et la promotion de la 

croissance végétale, elle se caractérise par la production de divers métabolites 

secondaires, notamment les pyoverdines, l’HCN et les phénazines [214, 315]. 

Deux autres souches rhizobiennes : Rhizobium fabea (R1 et R2) sont 

également expérimentées pour leurs potentialités symbiotiques. Ces souches ont 

été isolées à partir de nodules de la fève cultivée dans deux sites différents dans 

la région de Cherchell (Tipaza, Algérie) dans une étude précédente réalisée par 

Chennaoui [35]. Les procédures d’isolement, d’identification et de caractérisation 

ont été effectuées selon la méthode adoptée par Grainger [316]. Les racines de la 

fève présentant des nodules ont été découpées et rincées à l’eau courante. Une 

désinfection superficielle a été réalisée par le passage dans de l’eau javellisée (6°, 

2 mn), suivi d’une désinfection à l’alcool (97°, 2 mn), et de trois rinçages 

consécutifs à l’eau distillée stérile de trois minutes chacun. Le nodule est pris avec 

une pince et un scalpel stérile et incisé avant de le déposer dans une boite de 

Pétri contenant le milieu PDAE (potato dextrose agar + extrait de levure) 

(Appendice 1). L’incubation a été effectuée pendant 4 jours à 27°C. 

2.2.1.1.  Identification des bactéries Rhizobium 

En l’absence de critères biochimiques déterminatifs absolus, nous nous 

sommes basés sur les caractéristiques d'appartenance au genre Rhizobium 

additionnées au pouvoir nodulant (formation de nodosités) sur les racines de la 

légumineuse d’origine (la fève), après réinoculation, en environnement stérile. La 

présélection des souches assimilées à Rhizobium s’est basée, notamment sur les 

caractéristiques macromorphologiques et micromorphologiques [317]. Les 

caractéristiques recherchées sont, surtout, l’apparence et l’élasticité de la colonie 

bactérienne, ainsi que la forme, le diamètre, l’élévation et la couleur [318, 319]. En 

plus de ces caractères la coloration de Gram a été effectuée selon la technique 

décrite par Prescott [320] (Appendice 1). 
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2.2.1.2.  Pouvoir nodulant 

Afin d’étudier le pouvoir nodulant des souches isolées, des graines de fève 

(Vicia faba, var. histal) ont été semées dans du sol, désinfecté préalablement, et 

bactérisés avec une suspension préparée à partir les souches bactériennes à 

tester. Cet examen est réalisé en cinq répétitions pour chaque souche 

bactérienne, avec un témoin non bactérisé, pendant une période de 30 jours. 

L’aspect macromorphologique observé chez les colonies isolées, montre 

des spécificités propres aux colonies des Rhizobium à savoir, des colonies 

circulaires, bombées, lisses, visqueuses de 2 à 4 millimètres de diamètres, avec 

une pigmentation similaire à celle de la couleur de l’agar. La reinoculation des 

souches de Rhizobium, nous a permis de sélectionner deux souches ayant 

provoqué la formation de nodules sur les racines des plants de fève : Rhizobium 

fabae R1 et Rhizobium fabae R2. 

 

Tableau 2.1 : Souches rhizobactériennes 
 

Souches bactériennes Plante hôte Origine Référence 

Pseudomonas fluorescens CHA0 Tabac Suisse [314]  

Pseudomonas fluorescens  S20 
Pseudomonas fluorescens  P64 

Palmier 
dattier, 
Abricotier 

Algérie [321, 20]   

Rhizobium fabae  R1 et R2 Fève Algérie [35, 36] 

 

2.2.1.3.  Préparation des inoculats 
 

La pureté des souches de Pseudomonas a été vérifiée sur le milieu King B 

[322] (Appendice 1) et celle des souches de Rhizobium sur le milieu PDAE, en 

réalisant plusieurs repiquages successifs. Les souches purifiées ont été 

conservées à 4°C. L’inoculum des souches de Pseudomonas a été obtenu après 

incubation de 24 à 36 heures à 25 °C sur milieu King B; celui des souches de 

Rhizobium, a été préparé à partir de cultures bactériennes de 4 jours à 25 °C sur 

milieu PDAE. Les suspensions bactériennes ont été préparées dans de l’eau 

distillée stérile, pour obtenir des concentrations de 108 CFU/ml ajustées à l’aide 

d’un spectrophotomètre (Shimadzu), aux longueurs d’onde λ = 580 nm pour  

Pseudomonas, et 600 nm pour Rhizobium. 
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2.2.2.  Matériel végétal 

Nos expérimentations ont été réalisées par l’interaction des rhizobactéries 

avec trois espèces végétales : le blé dur (Triticum durum var. waha), la tomate 

(Lycopersicum esculentum var. Heinz 1370) et la fève (Vicia faba L. var. Histal). 

Les graines ont été désinfectées par trempage dans une solution d’hypochlorite de 

sodium (10 %, 10 mn), lavées cinq fois consécutives avec de l’eau distillée stérile 

et laissées pour séchage sur papier absorbant. Ces graines ont été déposées 

dans des boites Pétri stériles, tapissées de papier filtre imbibé d’eau distillée 

stérile, pour prégermination (48h, 20°C).  

2.3.  Compétence rhizosphérique 

L’étude de la rhizocompétence porte sur la mise en évidence de l’effet de la 

plante sur les aptitudes des souches de Pseudomonas à coloniser la rhizosphère. 

Cette interaction a été réalisée avec les trois espèces végétales, citées 

précédemment, bactérisées avec les trois souches bactériennes S20, CHA0 et 

P64. 

L’essai a été conduit dans des microcosmes (Figure 2.1) conçus selon la 

description de Latour et al. [19]. Chaque microcosme est composé de : 

 Un tube à essai (150 mm x 25 mm) contenant de l’eau distillée stérile à 1/3 

de son volume, pour que la mèche absorbante assure par remontée 

capillaire un niveau d’humidité constant dans le sol. 

 Une mèche de tissus absorbant (8 cm de long et 2 cm de large), dans 

l’extrémité haute a été introduite dans le sol et l’autre a été plongé dans le 

tube contenant de l’eau distillée stérile. 

 Une seringue stérile de 5 ml contenant le sol, dont l’aiguille a été 

sélectionné et remplace par un tube en plastique cylindrique (3 cm de long) 

assurant le passage de la mèche absorbante.  

 

2.3.1.  Inoculation des microcosmes 

Les graines, de tomate, de blé dur ou de fève, préalablement désinfectées 

et prégermées ont été semis dans des tubes contenant 9 g de sol et recouvertes 

immédiatement par 1g de sol, pour avoir 10 g de sol dans chaque microcosme.  
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                                                                                         a : seringue stérile contenant 10 g de      

                                              sol. 

                                                                         
                                                                                   

                                                                                   b : tube à essai de 2.5 cm de diamètre 
                                         

           c : bande de tissu (8 cm x 2 cm) 
 

                                                              
                                                                                                     d : niveau d’eau 

                                                                        
 
 
  
 
 

Figure 2.1 : les différents constituants du microcosme. 
 

Les microcosmes sont bactérisés par les suspensions bactériennes à 

raison de 108 CFU/g de sol, selon les traitements étudiés, puis déposés en 

chambre de culture pendant 30 jours (25 °C, photopériode de 16 heures). L’essai 

a été mis en place selon un dispositif en randomisation totale de neuf traitements 

avec 12 répétitions: 

 T1, T2, T3 : Plants de blé, de tomate ou de fève  bactérisés par la souche 

P64. 

 T4, T5, T6 : Plants de blé, de tomate ou de fève  bactérisés par la souche 

CHA0. 

 T7, T8, T9 : Plants de blé, de tomate ou de fève  bactérisés par la souche S20. 

2.3.2.  Dénombrement bactérien 

Le suivi de la dynamique des populations bactérienne a été effectué après 

15 et 30 jours d’incubation. Pour chaque traitement cinq microcosmes ont été 

analysés à chaque date de prélèvement. Après avoir découpé les parties 

aériennes, au ras du sol, avec un scalpel désinfecté, le contenu de chaque 

seringue (sol + système racinaire), a été récupéré et homogénéisé dans 90 ml 

d’eau distillée stérile. La suspension obtenue a été mixée pendant 5 mn à l’aide 

d’un mixeur (Blender). 1 ml de la mixture a été versé dans un tube à essai 

contenant 9 ml d’eau distillée stérile et nous avons préparé une série de dilutions 

de 10 en 10. Le dénombrement bactérien a été effectué sur milieu KB, ensemencé 
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avec 0.1 ml de chacune des dilutions suivantes: 10-5, 10-6, 10-7 et 10-8. Les 

opérations d’ensemencement sont réalisées par étalement, à l’aide de billes en 

verre, en effectuant trois répétitions par dilution. L’incubation s’est réalisée à 25°C 

pendant 24 à 48 heures. 

Selon le protocole de dénombrement établi au laboratoire d’écologie 

microbienne et pathologie des sols (UMR-INRA-Dijon-France), seulement les 

boites présentant entre 30 et 600 colonies seront retenues. Le calcul de la 

concentration bactérienne de la solution mère se fait selon la formule suivante : 

Concentration de la solution mère = Nombre de colonies / (Volume x dilutions) 

2.4. Essais de nodulation et de phytostimulation  

L’expérimentation a été réalisée afin d’évaluer les potentialités de la 

nodulation induites par la combinaison de souches de R. fabae  (R1 et R2) avec 

les souches de P. fluorescens (S20, CHAO et P64) et ses conséquences sur la 

phytostimulation et la croissance de la fève. Dans le but d’établir une comparaison 

entre les différentes conditions d’expérimentation, cette étude s’est déroulée en 

conditions expérimentales semi-contrôlée (sous serre en verre) et en conditions 

naturelles de plein champ.  

2.4.1.  Expérimentation sous serre 

L’expérimentation a été réalisée sous serre en verre, aérée par des 

fenêtres latérales et chauffée par des radiateurs. Le semis a été réalisé dans des 

pots en plastique d’une capacité de 2000 ml. Les pots ont été désinfectés par 

l’hypochlorite de sodium (1 %) et leur fond a été recouvert d'une couche de gravier 

de 1 cm d'épaisseur, pour assurer un bon drainage, et remplis par le substrat 

désinfecté (2/3 de sol + 1/3 de tourbe). Les graines de fève, préalablement 

désinfectées, ont subi une prégermination sur papier filtre stérile imbibé d’eau 

durant trois jours (26 à 27°C). 

2.4.1.1.  Inoculation bactérienne 

Avant le semis, les graines de la fève préalablement désinfectées et mises 

à germer ont été bactérisées avec les différentes souches de Pseudomonas, 

selon les différents traitements. La tourbe stérile a été utilisée à titre de support 
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dans la préparation finale de l’inoculum à appliquer. A cet effet, un volume de 50 

ml de la suspension bactérienne est mélangé avec 20 g de tourbe (2,5 x 108 

CFU /g), pour obtenir une pâte qui s’adhère facilement sur les graines. Dans le 

cas du témoin non bactérisé, les semences sont placées dans la tourbe imbibée 

avec de l’eau distillée stérile (Figure 2.2). 

Les semences enrobées avec la pâte de tourbe ont été laissées pendant 

une heure pour assurer une bonne adhésion des bactéries. Le semis a été réalisé 

dans des pots préalablement arrosés pour assurer une humidité suffisante à 

l’installation des bactéries.  

Afin d’assurer un niveau suffisant en populations bactériennes dans les 

pots, deux rappels de bactérisation, pour chaque souche, ont été réalisés après 

une et deux semaines suivant le semis, à l’aide d’une seringue contenant 10 ml de 

suspension bactérienne à la même concentration initiale.  

 

 

                                                                                                      Semences de fève 

                                                                                                                                                                                        
                                                                                                                              Patte  
                                                                                                                                         de tourbe 

  

 

 

 

 

Figure 2.2 : Semences de fève enrobées avec la pâte de tourbe. 

L’inoculation avec les souches de Rhizobium a été effectuée trois jours 

après le semis (après la formation des racines et des poils absorbants). Deux 

rappels de bactérisation ont été réalisés après 20 jours et après un mois du semis. 

Durant la croissance de la plante, l’arrosage des pots a été effectué de manière à 

satisfaire les besoins de la plante en eau.  
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2.4.1.2.  Dispositif expérimental 

L’essai a été mis en place suivant un dispositif en trois blocs aléatoires 

complets (blocs I, II et III). Dans chaque bloc figurent les 12 traitements étudiés où 

chaque traitement est représenté par dix plants par bloc, soit trente plants par 

traitement (Figure 2.3, A et B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

      

  

T0 (plants témoins non bactérisés) ;  T1, T2, T3, T4 et T5 (plants bactérisés 
respectivement par : R1, R2,  S20, CHAO et P64) ; T6, T7, T8, T9, T10 et T11 (plants bactérisés 

respectivement par les combinaisons : S20-R1, S20-R2, CHAO-R1, CHAO-R2, P64-R1 et P64-R2) 

 

Figure 2.3, A et B : Dispositif expérimental de l’essai sous serre. 

A 

B 
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Les différents traitements étudiés sont : 

 T0 : Plants témoins non bactérisés.  

 T1, T2 : Plants bactérisés respectivement avec les souches R1 et R2.  

 T3, T4, T5 : Plants bactérisés respectivement avec les souches S20, CHAO 

et P64.  

 T6 : Plants bactérisés avec les souches S20 et R1 (R1 témoin) 

 T7 : Plants bactérisés avec les souches S20 et R2 (R2 témoin) 

 T8 : Plants bactérisés avec les souches CHAO et R1 (R1 témoin)  

 T9 : Plants bactérisés avec les souches CHAO et R2 (R2 témoin) 

 T10 : Plants bactérisés avec les souches P64 et R1 (R1 témoin)  

 T11 : Plants bactérisés avec les souches P64 et R2 (R2 témoin) 

2.4.1.3.  Vérification de la colonisation rhizosphérique 

Dans le but d’évaluer le pouvoir colonisateur des souches de Pseudomonas 

fluorescens, une vérification de l’installation des bactéries au niveau de la 

rhizosphère a été effectuée. A cet effet, des fragments de racines sont prélevés 

des différents traitements, suivis de plusieurs rinçages avec de l’eau distillée 

stérile et séchés séparément sur papier filtre stérile. Chaque fragment a été 

déposé aseptiquement dans des boites de Pétri contenant le milieu King B. Les 

observations ont été effectuées 24 à 72 heures après incubation à 27 °C. 

Pour l’étude de la dynamique des populations bactériennes, un 

dénombrement bactérien a été effectué pour les plantes cultivées sous serre.  

A la fin du cycle de suivi de la culture (50 jours); les racines intactes des 

plantes échantillonnées sont découpées à partir de la partie aérienne et 

débarrassées de l’excès du sol adhérant. 1g de racine est pesé précisément et 

mis dans un tube à essai contenant 9 ml d’eau distillée stérile (10-1). Après 

homogénéisation, et à partir de cette dilution, une série de dilutions successives 

au 10éme ont été réalisées avec de l’eau distillée stérile, jusqu’à la dilution 10-7.  

Des ensemencements ont été effectués avec les dilutions 10-3,10-5 et 10-7. 

Un volume de 0.1 ml de chaque dilution est ensemencée sur la surface de la boite 

de Pétri contenant le milieu King B, avec trois répétitions pour chaque dilution.  

Après incubation de 24 à 48 heures à 27°C, le dénombrement des colonies 

a été effectué, les résultats sont exprimés en CFU/g, il s’agit de la moyenne de 

nombre de colonies comptées avec les trois dilutions.  
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2.4.2.  Expérimentation en plein champ 

L’essai en plein champs a été conduit dans une parcelle nue de la station 

expérimentale du département de biotechnologie, dont les caractéristiques 

physicochimiques du sol ont été décrites précédemment. Avant le semis, la 

parcelle d’essai a été labourée en sec à l’aide d’une charrue à disque et a subi un 

passage du cover crop, pour assurer un maximum d’homogénéité et de régularité 

du lit de semence. 

2.4.2.1.  Inoculation bactérienne 

Après la désinfection et le trempage des semences de la fève, durant toute 

une nuit dans de l’eau distillée stérile, ces dernières ont été enrobées avec une 

patte de tourbe imbibée avec l’inoculum bactérien, selon la désignation des 

traitements concernant les souches de Pseudomonas fluorescens.  

Les graines enrobées ont été semées en plein champs, selon le dispositif 

expérimental adopté et après un arrosage effectué la veille du semis. L’inoculation 

avec les deux souches de Rhizobium a été réalisée 10 jours après le semis. Deux 

rappels de bactérisation ont été effectués après 30 jours et après 45 jours du 

semis. L’irrigation a été assurée manuellement, à l’aide d’arrosoir, 

quotidiennement, et particulièrement en périodes sèches. 

2.4.2.2.  Dispositif expérimental 

Le dispositif expérimental adopté est en blocs aléatoires complets avec 

trois répétitions. Chaque bloc est composé de 12 lignes correspondant aux 12 

traitements étudiés. La fève a été semé à 4 à 5 cm de profondeur et distant de 15 

à 20 cm environ, en lignes espacées de 1 m pour éviter d’éventuelles contacts 

racinaires entre les plants des différents traitements. Chaque ligne comporte 15 

répétitions (Figure 2.4, A et B). 

Les mêmes traitements étudiés dans l’expérimentation sous serre, sont 

appliqués en plein champs, à savoir : T0 (plants témoins non bactérisés) ;  T1, T2, 

T3, T4 et T5 (plants bactérisés respectivement par : R1, R2,  S20, CHAO et P64) ; 

T6, T7, T8, T9, T10 et T11 (plants bactérisés respectivement par les 

combinaisons : S20-R1, S20-R2, CHAO-R1, CHAO-R2, P64-R1 et P64-R2). 
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T0 (plants témoins non bactérisés) ;  T1, T2, T3, T4 et T5 (plants bactérisés respectivement par : 
R1, R2,  S20, CHAO et P64) ; T6, T7, T8, T9, T10 et T11 (plants bactérisés respectivement par les 
combinaisons : S20-R1, S20-R2, CHAO-R1, CHAO-R2, P64-R1 et P64-R2). 

 

Figure 2.4, A et B : Dispositif expérimental de l’essai en plein champs. 
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2.4.3.  Evaluation de la phytostimulation  

Afin d’évaluer les effets bénéfiques de la bactérisation avec Pseudomonas 

fluorescens en combinaison avec Rhizobium fabea, sur la nodulation et la 

phytostimulation des plants de fève, cultivées sous serre ou en plein champs, 

nous nous sommes intéressés à la mesure de trois types de paramètres : les 

paramètres de croissance relatifs au développement des parties aériennes et 

racinaires, la nodulation et la teneur en matière azotée totale. Ces paramètres ont 

été évalués au prélèvement, après 50 jours du semis. 

2.4.3.1.  Hauteur des tiges et longueur des racines 

Les de la longueur des deux parties, aérienne et racinaire, exprimées en 

centimètre (cm), sont effectuées au prélèvement, sur cinq plants au hasard, 

déterrées soigneusement et débarrassés des substrats.  

2.4.3.2.  Poids frais et sec de la biomasse aérienne et des racines  

Dans chaque essai et de chaque traitement cinq plants récoltés, au hasard, 

sont préalablement débarrassés du sol adhérant ; les deux parties, aérienne et 

racinaire sont séparées et pesées immédiatement pour déterminer les poids frais, 

puis étiquetées et desséchées à l’étuve à 80°C pendant 72 heures jusqu’au poids 

sec constant. Les valeurs de ces paramètres sont exprimées en gramme (g).  

2.4.3.3.  Nombre de nodules 

Le nombre de nodules par plant échantillonné, de chaque traitement, a été 

compté au prélèvement, où la partie racinaire de chaque plant est soigneusement 

débarrassée du substrat adhérant suivi par un rinçage approprié, afin de 

dénombrer les nodules développés sur ses racines. 

2.4.3.4. Teneur en matière azotée totale 

La teneur en azote totale de la partie aérienne, pour 100 g de matière 

sèche, exprimée en matière azotée totale (MAT), est mesurée selon la méthode 

de Kjeldahl [323]. 

 

2.4.3.4.1.  Minéralisation  

L’opération s’effectue sur un échantillon de 2g qu’on introduit dans un 

matras de 250 ml avec 2 g de catalyseur (Appendice 1) et 20 ml d’acide sulfurique 

pur (d = 1.84). Le matras est porté sur un support d’attaque et chauffé jusqu’à 

décoloration du liquide ou obtention d’une couleur verte stable. Après 
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refroidissement, on ajoute peu à peu, avec précaution 200 ml d’eau distillée en 

agitant et en refroidissant sous un courant d’eau. 

2.4.3.4.2.  Distillation 

50 ml du contenu du matras sont transversés dans l’appareil distillateur 

(Büchi). Dans un bécher destiné à recueillir le distillat, on met 20 ml de l’indicateur 

(Appendice 1).  

50 ml de solution de soude (d = 1.33) sont versés dans l’appareil distillateur. 

L’attaque doit se faire jusqu’à obtention d’au moins 100 ml de distillat, on titre en 

retour par de l’acide sulfurique (N/20) jusqu’à obtention de la couleur initiale de 

l’indicateur. 

1 ml d’H2SO4 (1N)                     0.014 g (d’N) 

1 ml d’H2SO4 (N/20)                    0.0007 g (d’N) 

N (g) = X x 0.0007 x 100/Y x 200/A. 
 

X: descente de la burette (en ml).  
Y : poids de l’échantillon de départ.  
A : volume de la prise d’essai.  

MAT (MS) = N (g) x 6.25 

 

2.4.4  Analyse statistique 

Pour la phytostimulation de la croissance, les résultats des pourcentages 

ont été comparés par le test de Student (α=5%), test de comparaison des 

proportions. Les paramètres de phytostimulation et les résultats des 

dénombrements bactériens ont subi une analyse de la variance et de la 

comparaison des moyennes selon le test Newman-Keuls au seuil de risque 

d’erreur α = 5% [324], en utilisant le logiciel STATISTICA. 

 

2.5.  Analyse in silico  

Notre recherche bioinformatique a ciblé des gènes portés par  Rhizobium et 

Pseudomonas dont les séquences nucléotidiques et protéiques sont soumises et 

archivées dans la banque de données Genbank, hébergée sur le portail NCBI 

(National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.5.1.  Espèces de Rhizobium et de Pseudomonas et gènes concernés 

En l’absence de travaux de séquençage sur les isolats rhizobiens (R1et R2) 

utilisés dans ce travail, nous avons ciblé dans la banque de données, les 

séquences biologiques d’espèces rhizobiennes, porteuses de gènes similaires et 

impliqués dans les processus de nodulation. En ce qui concerne, Pseudomonas, 

nous avons ciblé les séquences génomiques de la souche  de référence CHA0, 

utilisé dans notre travail (Tableau 2.1), et à titre comparatif et illustratif,  en plus 

d’une souche de Pseudomonas fluorescens et une autre de Pseudomonas putida. 

2.5.1.1.  Rhizobium 

 Rhizobium fabae [325] 

 Rhizobium leguminosarum  [326] 

 Rhizobium pisi [326] 

 Rhizobium etli [327] 

 Rhizobium gallicum [328] 

 Rhizobium phaseoli [326] 

 Rhizobium leucaenae [329] 

 Rhizobium giardinii [328] 

 Rhizobium tropici [330]     (Appendice D) 

Les différentes séquences ciblées (gènes et protéines) pour les souches de 

Rhizobium  (Appendice D) sont : 

 Gène ARNr 16S,   

 Gène nodC,   

 Gène nifH,  

 Protéine nitrogénase 

 Gène de ménage :  
- sous-unité β de l’ADN polymérase (rpoB), 
- sous-unité β de l’ADN gyrase (gyrB).      

2.5.1.2.  Pseudomonas  

 Pseudomonas protegens [331]   

 Pseudomonas fluorescens [332] 

 Pseudomnas putida [333]       (Appendice D) 

Les différents gènes et protéines concernés pour les souches de Pseudomonas 

(Appendice D) sont : 
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 ARNr 16S (rrs),   

 Facteur sigma d’ARN polymérase (RpoD),     

 Protéine HCN (hydrogene cyanide synthase),  

 Protéine TonB.  

 

2.5.2.  Alignement multiple (ClustalW) 

Les séquences de chaque gène, ou chaque protéine, sont soumises au 

programme ClustalW pour la réalisation d’alignement multiple. L’algorithme 

mesure les meilleures identités (score de l’alignement) à partir d’un ensemble de 

séquences (taxons). Il fait ressortir la meilleure paire de séquences ayant le 

meilleur score d’alignement, puis continue toutes les comparaisons pour finir avec 

la dernière séquence à inclure dans l’alignement multiple [334]. Ainsi, les 

séquences les plus identiques sont alignées en premier puis les plus distantes ou 

les plus divergentes. Le nombre d'alignements possibles entre n séquences est 

donné par la relation : 

    (   )

 
 

L’alignement multiple fait ressortir des zones de forte similarité et / ou des 

zones de faible similarité. Les premières indiquent une forte conservation des 

nucléotides (ou des acides aminées) entre les séquences.  Au contraire, les zones 

de faible similarité retrouvées dans l’alignement multiple s’expliquent par des taux 

de mutations (substitutions ou insertions / délétions) très élevées entre les 

séquences alignées.  

L’alignement multiple a concerné les séquences de chacun des gènes et 

des protéines retenus pour cette étude. Ces séquences ont été enregistrées sous 

le format FASTA pour pouvoir les utiliser dans leur traitement avec le logiciel 

MEGA. 

2.5.3.  Construction des arbres phylogénétiques 

Le programme MEGA (version 6.0) a été utilisé pour construire les arbres 

phylogénétiques entre les différents taxons. Après avoir aligné les séquences 

nucléotidiques des différents gènes, les arbres phylogénétiques sont construits 

par le programme MEGA 6.0 en utilisant la méthode neighbor-joining (NJ). 
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CHAPITRE 3 

 RÉSULTATS ET DISCUSSION 

 

 

 

3.1.  Compétence rhizosphérique 

3.1.1  Dénombrements bactériens 

Il est à rappeler que les dénombrements bactériens ont été réalisés à deux 

différentes périodes, après 15 et 30 jours du semi. Les résultats des différents 

microcosmes, les trois plantes confondues (blé, tomate et fève), montrent une 

évolution significative des populations des trois souches (P64, CHAO et S20) par 

rapport aux apports initiaux (108 CFU/ g de sol). En effet après 15 jours du semis, 

les densités sont de l’ordre de 109 à 1011 CFU/ g de sol (Figure 3.1).  

Après 30 jours, nous avons noté une légère diminution pour la plupart des 

interactions étudiées, à l’exemple de P64-Fève et CHAO-Tomate, où les niveaux 

sont passés, respectivement, de 1,22.1011 à 6,27.1010 CFU/g de sol et de 

1,10.1011 à 5,73.1010 CFU/g de sol, toutefois, ces densités restent plus élevées 

comparativement aux apports initiaux (108 CFU/ g de sol) (Figure 3.1).  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
Les valeurs mentionnées avec différentes lettres sont significativement différentes selon le test de 

classement des moyennes (Newman-Keuls  = 5 %) 

 
Figure 3.1 : Evolution des populations bactériennes (P64 CHAO S20) en fonction du 

temps dans les microcosmes des trois plantes. 
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En analysant les niveaux de colonisation de chaque souche bactérienne, 

après 15 jours de la bactérisation, nous constatons une nette évolution de leurs 

densités respectives (Figures 3.2, 3.3 et 3.4).  

Les densités bactériennes des interactions P64-fève, S20-tomate et             

CHAO-tomate, formant le groupe (a), sont les plus élevés et se situent à plus de                    

1011 CFU/ g de sol. Les interactionnistes P64-tomate, CHAO-fève et S20-blé, 

classées dans le groupe homogène (b), présentent des densités avoisinant                                 

109 à 1010 CFU/ g de sol. Le dernier groupe homogène (c), avec une 

concentration proche de 109 CFU / g de sol, regroupe les interactions P64-blé, 

CHAO-blé et S20-fève.  

Le calcul des dénombrements, après 30 jours de la bactérisation, révèle 

une légère diminution au niveau de la plupart des microcosmes, toutefois les 

densités de colonisation exprimées gardent une compétence rhizosphérique 

appréciable (Figures 3.2, 3.3 et 3.4).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Les valeurs mentionnées avec différentes lettres sont significativement différentes  

selon le test de classement des moyennes (Newman-Keuls  = 5 %) 

 
Figure 3.2 : Evolution des populations bactériennes de P. fluorescens P64.  
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Les valeurs mentionnées avec différentes lettres sont significativement différentes  

selon le test de classement des moyennes (Newman-Keuls  = 5 %). 

 
Figure 3.3: Evolution des populations bactériennes de P. fluorescens CHAO. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Les valeurs mentionnées avec différentes lettres sont significativement différentes  

selon le test de classement des moyennes (Newman-Keuls  = 5 %) 

 
Figure 3.4 : Evolution des populations bactériennes de P. fluorescens S20. 

 
 

3.1.2  Discussion 

Dans les conditions de microcosmes, les dénombrements effectués 

révèlent une bonne colonisation des systèmes racinaires, se traduisant par une 

compétence rhizosphérique appréciable chez les trois souches bactériennes 

étudiées. D’une manière générale, en comparant les dénombrements enregistrés 

après 15 et 30 jours, on peut conclure que les souches bactériennes sont plus 

a 
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actives entre J0 et J15, où les densités bactériennes maximales ont été atteintes, 

montrant ainsi une adaptation rhizosphérique relative.  

Le ralentissement, et parfois la régression des populations introduites, 

observés entre J15 et J30 peut indiquer une occupation spatiale maximale, bien 

que les densités bactériennes à ce stade, restent élevées comparativement aux 

densités initiales (108 CFU/ml). La prolifiration et la survie bactérienne sont régies 

et régulés par l’espace rhizosphérique et la quantité et la qualité des éléments 

nutritifs disponibles. Cette survie est d’autant meilleur que la biomasse 

microbienne est limitée, et que la richesse du milieu en nutriments est importante 

[31]. 

Les niveaux de colonisation racinaire obtenus, avec les plants de blé dur, 

de tomate ou de fève, expriment une compétence rhizosphérique notable chez les 

souches de Pseudomonas  fluorescens inoculées (P64, CHAO et S20), traduite 

par une intense activité dans ces micro-habitats, malgré que leurs origines 

rhizosphériques initiales d’isolement soient autres que ces plantes, qui sont 

respectivement l’abricotier, le tabac et le palmier dattier. Scher et al. [335] ont 

rapporté que le seuil de 5.103 CFU / g de sol constitue un bon indice de 

colonisation racinaire, ainsi, avec 1011 CFU/ g de sol, nos souches sont très 

efficaces.  

A l’issu de ces résultats, nous pouvons constater l’aptitude compétitrice des 

trois souches bactériennes (P64, CHAO et S20) dans les rhizosphères de fève et 

de tomate, donc ces plantules exercent un effet rhizosphérique remarquable par 

rapport à la rhizosphère de blé. Les densités maximales en populations 

bactériennes dénombrées au niveau des masses unitaires racinaires, sont 

définies comme un potentiel de colonisation et d’adaptation [336].  

La spécificité de la colonisation racinaire peut être expliquée par des 

variations dans le panel de composés impliqués dans le chimiotactisme chez 

Pseudomonas, ce qui peut refléter l’adaptation des bactéries aux conditions 

nutritives établies par chaque plante-hôte. 

Il est bien connus que la colonisation racinaire est une étape cruciale est 

critique pour exprimer les effets phytobénéfiques des rhizobactéries [28]. Une 

meilleure compréhension du processus de colonisation racinaire est nécessaire 
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pour identifier  les souches efficaces adaptées aux différentes conditions 

environnementales.  

La connaissance des mécanismes responsables des effets bénéfiques des 

Pseudomonas spp. fluorescents permettrait d’identifier les conditions favorables à 

leurs expression ; ces conditions sont liées aux caractéristiques intrinsèques des 

souches et à l’environnement  [18]. 

Les fluctuations des densités des populations observées entre les diverses 

interactions étudiées peuvent être liées à la capacité d’accueil de la rhizosphère ; 

du sol et de la plante qui affectent la diversité des populations de Pseudomonas 

spp. fluorescents [337, 338].  

Cette grande rhizocompétence peut provenir de leur taux de croissance 

élevé et leur capacité à métaboliser efficacement de nombreux composés des 

exsudats racinaires [32]. 

Les rhizodépositions représentent la principale source de carbone dans la 

rhizosphère, elle jouerait donc un rôle important dans l’établissement et l’efficacité 

de la promotion de la croissance des rhizobactéries [339].  

La nature qualitative et quantitative de la matière organique exsudée varie 

en selon les espèces végétales étudiées et dépend en partie des racines (durée 

de vie, anatomie, morphologie, composition chimique) [340, 341].  

De plus, les rhizobactéries présentent intrinsèquement des capacités 

concurrentes variables [18], ce qui a été démontré au sein de la population des 

Pseudomonas fluorescens [342]. En effet, l’utilisation de souches de 

Pseudomonas spp  fluorescents capables de se maintenir et de se développer sur 

le système racinaire, s’accompagne d’effets bénéfiques significatifs chez les 

plantes inoculées [29]. 

La colonisation des plantes par les Pseudomonas est un processus 

complexe et étroitement contrôlé commençant par le chimiotactisme dans la 

rhizosphère le long d'un gradient d'exsudats racinaires, suivie par une migration 

sur le rhizoplan [343], puis par la formation d'un biofilm bactérien [198].  

Les phases précoces de la colonisation sont facilités par la mobilité 

bactérienne (flagelles pili), ainsi que par la production de biosurfactants, qui, 

ensemble, permettent un mouvement d'essaimage coordonnée [343].  
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Les étapes suivantes sont caractérisées par la formation de microcolonies à 

la surface de la plante, suivie par l’établissement d’un biofilm mature. L’adsorption 

des bactéries à la racine est causée par des interactions physico-chimiques et 

biologiques entre les bactéries et la racine [18]. Cette seule colonisation peut 

conduire à l’occupation de sites suffisants pour assurer leurs effets 

phytobénéfiques [344]. 

Outre les cellules bactériennes, il existe une matrice protectrice constituée 

d'adhésines protéiques [345], de lipopolysaccharide [346] et de nombreuses 

molécules d'exopolysaccharide [347]. En effet, chez P. fluorescens WCS417 les 

chaines lipopolysaccharides latérales constituant l’antigène 0 des LPS bactériens 

jouent un rôle important dans la colonisation racinaire [269]. 

Pour réussir à coloniser la rhizosphère des plantes, de nombreuses 

espèces de Pseudomonas spp. produisent des enzymes leur permettant de 

favoriser la croissance des plantes et de perturber les réponses au stress. Par 

exemple, des enzymes synthétisant et catabolisant des auxines [194] ainsi que 

des substances volatiles permettant la croissance des plantes, telles que le 2-3-

buta-nediol et l'acétoïne, ont été identifiées dans plusieurs génomes de 

Pseudomonas [348]. 

L’établissement de mécanismes de communication cellulaires tels que le 

quorum sensing, régule ainsi la colonisation racinaire et l’expression de certains 

gènes phytobénéfiques [349]. Ce mécanisme de communication et de 

signalisation cellulaire est très répandu chez les rhizobactéries [188]. Certaines 

bactéries rhizosphériques sont capables de métaboliser les molécules signal telles 

que des homosérines lactones du processus du quorum sensing [257]. Ainsi tous 

les mécanismes de régulation et de communication peuvent donc favoriser la 

compatibilité au sein de la communauté fonctionnelle des microorganismes 

phytobénéfiques qui colonisent une même plante-hôte.  

Bien que la capacité de survie, la dynamique de croissance et le pouvoir de 

colonisation de nos souches semblent prometteurs ; il est difficile d’extrapoler nos 

résultats obtenus dans des conditions expérimentale (microcosmes) aux 

conditions naturelles, car elles ne reflètent pas nécessairement la véritable 

complexité de la rhizosphère. 
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3.2. Nodulation et phytostimulation 

3.2.1. Essais sous serre 

3.2.1.1. Nombre de nodules 

Le processus de nodulation, estimé chez les plants des différents 

traitements bactérisés, montre des fluctuations par rapport aux témoins respectifs 

(R1 et R2). Le nombre de nodules est significativement élevé chez les plants de 

fève inoculés par la souche R2 (91,67nodules /plant) et avec la combinaison des 

souches P64-R2 (90,80 nodules /plant). Ainsi, la combinaison P64-R1 a induit une 

meilleure nodulation (82,42 nodules/plant) par rapport à son témoin R1 (67,67 

nodules /plant) (Figure 3.5, Tableau 3.1). 

3.2.1.2. Teneur en matière azotée totale (MAT %) 

Le dosage de la matière azotée totale chez les plants de fève bactérisés 

révèle une certaine supériorité dans la teneur en azote (Appendice 2). Les plants 

inoculés avec la combinaison P64-R2 ont la teneur la plus élevée en azote avec 

21,29 %, comparativement à son témoin R2 qui n’a enregistré que 16,26%. Les 

autres interactions ne montrent pas de différences significatives par rapport à 

leurs témoins R1 ou R2 (Tableau 3.2). 

Tableau 3.1 : Nombre de nodules  

 
 

 
R1 

 
R2 

 
S20-R1 

 
S20-R2 

 
CHAO-R1 

 
CHAO-R2 

 
P64-R1 

 
P64-R2 

Nombre 
de 

nodules 
par plant 

64,67 
± 

5,35* 
c** 

91,67 
± 

4,39 
a 

67,09 
± 

6,75 
bc 

83,02 
± 

4,75 
ab 

62,59 
± 

6,22 
c 

77,24 
± 

6,78 
abc 

82,42 
± 

4,90 
ab 

90,80 
± 

3,33 
a 

Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2),   
* : Ecarts types issus des quinze répétitions.  
** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le 
test de Newman-Keuls à α= 5% (Analyse ANOVA). 

Tableau 3.2 : Teneur en matière azotée totale (MAT %) 

 

 
R1 R2 S20-R1 S20-R2 CHAO-R1 CHAO-R2 P64-R1 P64-R2 

 
Teneur 

en azote 
(%) 

16,26  
± 

0,95* 
b** 

15,48 
± 

1,02 
bc 

16,27 
± 

1,39 
b 

14,79 
± 

1,04 
c 

14,94 
± 

0,56 
c 

15,92 
± 

0,71 
bc 

17,90 
± 

0,89 
b 

21,20 
± 

0,90 
a 

Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   
* : Ecarts types issus des quinze répétitions. ** : Les valeurs suivies de la même lettre ne 
présentent pas de différences significatives selon le test de Newman-Keuls à α= 5% (Analyse 
ANOVA). 
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Figure 3.5: Nodules racinaires de plants de fève cultivés sous serre  
 bactérisés par la combinaison P64-R2. 

3.2.1.3.  Paramètres de croissance 

3.2.1.3.1.  Hauteur des tiges et poids frais des pousses 

L’analyse des résultats  de la hauteur des tiges et du poids frais des 

pousses ne révèle pas de différences significatives, entre les différentes souches 

étudiées, ainsi que de leurs interactions par rapport à leurs témoins respectifs 

(plants non inoculés)  (Appendice 2).  

3.2.1.3.2.  Poids sec des pousses 

L’analyse de la variance pour le poids sec montre que les douze 

traitements étudiés se répartissent en quatre groupes significativement différents. 

Les meilleures performances ont été enregistrés chez les plants inoculés par la 

Nodules racinaire stimulés  
par P64-R2 
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combinaison des souches P64 et R2, avec un poids maximum de 4,23 g. Le 

témoin  n’a enregistré que 2,93 g. Les autres interactions entre les souches S20 et 

CHAO avec les deux souches rhizobiennes R1 et R2 ont montré des poids 

légèrement supérieurs à celui du témoin (Tableau 3.3). 

3.2.1.3.3  Longueur des racines 

Les différentes mesures des longueurs racinaires révèlent une différence 

significative entre les plants bactérisés par la souche R1 (35,97 cm) par rapport au 

témoin (29,42 cm). Les longueurs racinaires enregistrées au niveau des autres 

traitements, que ce soit simples ou combinés, ne montrent pas une augmentation 

significative par rapport aux témoins respectifs (Tableau 3.4). 
 

3.2.1.3.4.  Poids frais et secs des racines 

D’après les résultats obtenus, nous avons constaté une augmentation des 

poids frais et secs de la partie racinaire chez les différentes interactions, par 

rapport aux traitements non inoculés. Le meilleur poids frais (11,66 g) a été obtenu 

chez les plants coinoculés avec l’interaction P64-R2, suivie de l’interaction S20-R2 

avec un poids de 10,83 g, tandis que le témoin n’a présenté que 9,18 g. 

Comparativement au témoin, la combinaison P64-R1 présente le meilleur poids 

sec racinaire avec une valeur de 142 g. Une légère augmentation des valeurs en 

poids sec a été enregistrée chez les autres interactions (Figure 3.6 Tableau 3.4). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 3.6 : Développement racinaire des plants de fève bactérisés  
par la combinaison P64-R1 

Témoin P64-R1 
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Tableau 3.3 : Hauteur des tiges (cm), poids frais et poids sec (g) des pousses. 

 

Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   
** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le test de Newman-Keuls (α= 5%) (Analyse ANOVA). 
* : écart- type entre les répétitions. 

 

 

 

 

Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 S20-R1 S20-R2 CHAO-R1 CHAO-R2 P64-R1 P64-R2 

Hauteur 
(cm) 

58,73          
±             

4,66* 

68,33                
±                 

6,06 

61,68              
±                  

2,50 

60,34                  
±                  

5,19 

59,57                     
±                           

4,21 

59,14                       
±                    

6,34 

59,33                         
±                      

6,84 

59,12                       
±                            

5,51 

61,70                        
±                            

6,82 

60,45                           
±                            

3,32 

62,13                      
±                                

4,40 

66,13                       
±                           

4,28 

Poids frais 
(g) 

33,53                        
±                            

3,52 

35,17                          
±                         

7,92 

35,22                           
±                          

4,21 

35,64                         
±                          

4,61 

34,09                        
±                       

3,17 

34,66                      
±                      

3,55 

36,61                         
±                         

2,02 

33,10                            
±                               

2,52 

35,55                             
±                             

5,81 

33,15                         
±                                 

2,34 

34,82                              
±                             

3,50 

38,39                                      
±                                  

1,25 

Poids sec  
(g) 

2,93                         
±                      

0,24 
b** 

3,51                   
±                      

0,74 
ab 

3,57                     
±                           

0,46 
ab 

3,45                              
±                            

0,37 
ab 

3,59                           
±                                

0,62 
ab 

3,38                                
±                      

0,40 
ab 

3,47                             
±                             

0,45 
ab 

3,11                               
±                                 

0,31 
b 

3,49                        
±                          

0,67 
ab 

3,22                          
±                       

0,24 
ab 

3,60                            
±                  

0,14 
abc 

4,23                        
±                         

0,39 
a 
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Tableau 3.4 : Longueur des racines (cm), poids frais et poids sec (g) de la partie racinaire. 

 

Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   
** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le test de Newman-Keuls (α= 5%) (Analyse ANOVA). 
* : écart- type entre les répétitions. 

 

 

Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 S20-R1 S20-R2 CHAO-R1 CHAO-R2 P64-R1 P64-R2 

Longueur 
(cm) 

29,42          
±             

0,93* 
b** 

35,97                
±                 

3,61 
a 

30,80              
±                  

3,71 
b 

30,46                  
±                  

3,25 
b 

27,14                     
±                           

2,66 
b 

 
31,53                       

±                    
3,69 

b 
 

31,22                         
±                      

2,36 
b 

31,30                       
±                            

2,71 
b 

28,82                        
±                            

1,72 
b 

26,98                           
±                            

1,07 
b 

29,38                      
±                                

2,25 
b 

30,68                       
±                           

3,59 
b 

Poids frais 
(g) 

9,18                        
±   

0,56 
abc                           

8,86                          
±                         

2,00 
abc 

8,84                           
±                          

1,19 
abc 

8,19                         
±                          

1,88 
bc 

7,54                        
±                       

1,09 
bc 

9,02                      
±                      

1,23 
abc 

8,09                         
±                         

1,36 
bc 

10,83                            
±                               

2,86 
ab 

8,21                             
±                             

1,45 
bc 

7,68                         
±                                 

1,13 
bc 

9,04                              
±                             

1,02 
abc 

11,66                                      
±                                  

1,49 
a 

Poids sec  
(g) 

0,38                         
±                      

0,10 
d 

1,25                   
±                      

0,36 
ab 

1,26                     
±                           

026 
ab 

0,55                              
±                            

0,30 
cd 

0,71                           
±                                

0,27 
cd 

0,86                                
±                      

034 
bcd 

0,89                             
±                             

0,20 
bcd 

0,63                               
±                                 

0,26 
cd 

0,98                        
±                          

0,38 
ab 

0,96                          
±                       

0,28 
abc 

1,42                            
±                  

0,12 
a 

1,31                        
±                         

0,24 
ab 
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3.2.1.4.  Estimation des gains 

3.2.1.4.1  Nombre de nodules 

En comparaison avec les témoins inoculés par les souches de Rhizobium 

(R1 et R2), l’estimation des gains montre que l’effet de l’interaction est plus 

notable sur le nombre de nodules chez les plants associés aux Pseudomonas et 

Rhizobium à la fois. Ceci est nettement notable avec la souche P64 associée avec 

la souche R1 où nous avons obtenu un gain marquant de 27,44 %. Les autres 

combinaisons n’ont pas induit des améliorations significatives en nodulation par 

rapport à leurs témoins respectifs (Figure 3.7 A). 

3.2.1.4.2  Teneur en matière azotée totale (MAT %) 

L’effet de la souche P64 de Pseudomonas fluorescens a été également 

constaté sur la teneur azotée de la biomasse aérienne des plants de fève 

inoculés. Le dosage de la matière azotée montre que les meilleurs gains ont été 

obtenus dans la bactérisation associant les souches P64 et R2, en induisant un 

gain de l’ordre de 37,53 %. Le reste des autres interactions ne montre pas des 

gains significatifs (Figure 3.7 B). 

 

 

  

   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.7: Gains obtenus en nombre de nodules (A) et en matière azotée totale (B) des 
interactions entre les souches de Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et les 
souches de Rhizobium fabea (R1 et R2). Les barres indiquent les erreurs standards et les 
différentes lettres indiquent les différences significatives (P< 005). 
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3.2.1.4.3  Paramètres de croissance 

Les gains obtenus révèlent que l’interaction des souches de Pseudomonas 

fluorescens et de Rhizobium fabae a influencé positivement la biostimulation de la 

croissance végétale. Des fluctuations relatives ont été enregistrées dans les 

différentes interactions appliquées. En effet, la souche P64 a induit des gains 

appréciables au niveau des différents paramètres étudiés, notamment en situation 

de coinoculation avec les souches R1 ou R2 de Rhizobium. 

Les gains obtenus, en hauteur des tiges et en longueur racinaire ont montré 

que la coinoculation avec les souches de Pseudomonas et de Rhizobium n’a pas 

induit un effet notable sur les plants de fève cultivés sous serre. En effet, les 

meilleurs gains en hauteur des tiges (16,34 %) et en longueur racinaire (22,26 %) 

ont été enregistrés chez les plants bactérisés par la souche R1 de Rhizobium par 

rapport aux témoins non inoculés (Figure 3.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.8: Gains en hauteur des tiges (HT) et en longueur racinaire (LR) des plants de fève 

inoculés avec Rhizobium fabea (R1 ou R2), Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO ou P64), ou 

avec leur combinaison. Les barres indiquent les erreurs standards et les différentes lettres 

indiquent les différences significatives (P< 005).  

L’effet de la coinoculation a été plus marquant avec les autres paramètres 

de croissance étudiés. La souche P64 de Pseudomonas fluorescens a amélioré 

considérablement le poids sec des pousses et des racines de la fève, notamment 

lors de son interaction avec les souches de Rhizobium.   

La combinaison P64-R2 a induit un gain de 44,7 % en poids sec des 

pousses, et un gain très hautement significatif de 246,36 % en poids sec des 

a b b b 
a 
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racines. Le gain augmente jusqu’à 276,31% avec la coinoculation de P64 - R1. 

Concernant les autres paramètres étudiés (poids frais des pousses et des 

racines), globalement, tous les traitements ont montré des taux 

approximativement similaires et ne révèlent pas de différences significatives 

(Figure 3.9 A B). 

   

 

 

Figure 3.9: A et B : Gains obtenus en poids frais des pousses (PFP), en poids frais des racines 

(PFR), en poids sec des pousses (PSP), et en poids sec des  racines (PSPR) des plants de fève 

inoculés avec Rhizobium fabea (R1 ou R2), Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO ou P64), ou 

avec leur combinaison. Les barres indiquent les erreurs standards et les différentes lettres 

indiquent les différences significatives (P< 005).  
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3.2.1.5 Vérification de la colonisation rhizosphérique 

Les observations effectuées sur les fragments racinaires après 72 heures 

d’incubation à 27°C, révèlent la présence de nombreuses colonies de 

Pseudomonas fluorescens autour de ces fragments après 50 jours d’inoculation, 

indiquant une bonne colonisation rhizosphérique (Figure 3.10). 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3.10 : Fragments des racines de fève bactérisés par Pseudomonas fluorescens 

 après 72 heures d’incubation. 
 
 

 

Sur la base des concentrations initiales apportées dans le sol, nous avons 

constaté pour les deux souches de Pseudomonas fluorescens (CHAO et P64), 

une nette évolution de leurs populations bactériennes avec des degrés de 

colonisation appréciables. En effet, nous avons noté des concentrations 

bactériennes élevées de l’ordre de 109 CFU/g de racine, par rapport à la 

concentration initialement introduite qui est de l’ordre de 108 CFU/g de sol. La plus 

forte progression avec 1,28.109 CFU/g de racine a été enregistrée avec la souche 

P64 (Figure 3.11). 

 

 

 

 

 

Fragments racinaires 

Colonies de P64 
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Les valeurs mentionnées avec différentes lettres sont significativement différentes  

selon le test de classement des moyennes (Newman-Keuls  = 5 %) 
 

Figure 3.11: Evolution des populations bactériennes dans la rhizosphère de la fève. 

 

3.2.2.  Essais en plein champs 

3.2.2.1  Nombre de nodules 

Au terme de notre expérimentation, le nombre de nodules comptabilisé 

chez les différents traitements révèle une meilleure nodulation chez les plants de 

fève coinoculés par rapport aux témoins (R1 et R2). La bactérisation avec la 

souche P64 de Pseudomonas fluorescens en combinaison avec la souche R1 de 

Rhizobium fabae a induit le meilleur nombre de nodules (50,60 nodules/plant) par 

rapport au témoin qui n’est qu’à 22,13 nodules/plant. Les autres interactions ont 

enregistré des valeurs plus au moins supérieurs à l’exception de la combinaison 

CHAO-R2 (Figure 3.12, Tableau 3.5). 
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Figure 3.12 : Nodules racinaires des plants de fève cultivés en plein champ 
 bactérisés par la combinaison P64-R1. 

 

Tableau 3.5 : Nombre de nodules 

 
 

 
R1 

 
R2 

 
S20-R1 

 
S20-R2 

 
CHAO-R1 

 
CHAO-R2 

 
P64-R1 

 
P64-R2 

 
Nombre 

de 
nodules 
par plant 

 
22,13 

± 
2,69* 
de** 

 
35,80 

± 
9,61 
bcd 

 
29,27 

± 
4,54 
cde 

 
40,13 

± 
5,53 
abc 

 
26,20 

± 
4,24 
cde 

 
32,20 

± 
1,89 
bcd 

 
50,60 

± 
4,62 

a 

 
43,80 

± 
10.41 

ab 

Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   

* : Ecarts types issus des quinze répétitions.  

** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le 

test de Newman-Keuls avec α= 5% (Analyse ANOVA). 

 

Nodules racinaire stimulés  
par P64-R1 
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3.2.2.2  Teneur en matière azotée totale (MAT %) 

Les résultats obtenus, d’après le dosage de la matière azotée totale des 

plants de fève cultivés en plein champ, montrent une meilleur teneur en azote 

chez les plants bactérisés par la combinaison P64-R1 (34,83 %) comparativement 

au témoin  (19,09 %) (Tableau 3.6).   

Tableau 3.6 : Teneur en matière azotée totale (MAT %) 

 
 

 
R1 

 
R2 

 
S20-R1 

 
S20-R2 

 
CHAO-R1 

 
CHAO-R2 

 
P64-R1 

 
P64-R2 

 
Teneur 

en azote 
(%) 

 
19,09 

± 
0,49* 
c** 

 
20,29 

± 
0,79 
bc 

 
21,28 

± 
1,60 
bc 

 
21,85 

± 
2,08 
bc 

 
19,72 

± 
0,36 

c 

 
20,89 

± 
0,17 
bc 

 
34,83 

± 
0,44 

a 

 
23,19 

± 
0,73 

b 

 
Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   

* : Ecarts types issus des quinze répétitions.  

** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le 

test de Newman-Keuls avec α= 5% (Analyse ANOVA). 

 

3.2.2.3  Paramètres de croissance 

L’analyse de la variance montre une différence significative entre les 

traitements étudiés pour le poids frais des pousses. L’interaction P64-R2 a 

enregistré le meilleur  poids frais avec 31,96 g par rapport au témoin non inoculé 

(16,62 g), alors que les autres interactions ainsi que les traitements simples ont 

été classés dans le même groupe homogène (Tableau 3.7). Pour le poids sec des 

pousses, les résultats obtenus ne révèlent pas de différences significatives entre 

les différents traitements appliqués et le témoin.  

La longueur racinaire des plants de fève cultivés au champ a été 

positivement influencée par la bactérisation avec les souches de Pseudomonas et 

de Rhizobium à la fois. La combinaison P64-R2 a induit la meilleure longueur avec 

13,93 cm (Tableau 3.8).   

L’effet de la souche P64 a été également constaté sur le poids frais des 

racines, notamment lors de son coinoculation avec la souche R2 (4,49 g) et R1 

(4,31 g). Tandis que les résultats obtenus pour le poids sec des pousses ne 
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révèlent pas de différences significatives entres les traitements étudiés (Tableau 

3.8) (Appendice 2). 

 

3.2.2.4  Estimation des gains 

3.2.2.4.1  Nombre de nodules 

L’interaction des souches de Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium 

fabae  a influencé positivement  la nodulation chez les plants de fève, cultivés en 

plein champ. En effet, nous avons obtenu d’importants gains en nombre de 

nodules chez les plants traités par la souche P64, avec 128,94 % en interaction 

avec la souche R1 de Rhizobium (Figure 3.13 A).   

3.2.2.4.2 Teneur en matière azoté totale (MAT %) 

La coinoculation bactérienne a également influencé la teneur des pousses 

en azote total. Les meilleurs teneurs ont été obtenus par les plants de fève 

bactérisés avec l’interaction des souches P64 - R1, dont le gain est de 82,47 % 

(Figure 3.13 B).  
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Tableau 3.7 : Poids frais et poids sec (g) des pousses. 

 

 
Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   
** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le test de Newman-Keuls à α= 5% (Analyse ANOVA). 
* : écart- type entre les répétitions. 
 

 

 

 

 

 

 

Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 S20-R1 S20-R2 CHAO-R1 CHAO-R2 P64-R1 P64-R2 

Poids frais 
(g) 

16,62                        
±   

7,32* 
b**                           

22,51                          
±                         

3,7 
ab 

21,13                           
±                          

1,75 
ab 

18,42                         
±                          

2,88 
ab 

20,45                        
±                       

1,09 
ab 

23,23                      
±                      

3,23 
ab 

19,46                        
±                         

3,83 
ab 

22,50                            
±                               

0,71 
ab 

26,09                             
±                             

5,61 
ab 

27,26                         
±                                 

3,15 
ab 

25,20                              
±                             

0,53 
ab 

31,96                                      
±                                  

7,78 
a 

Poids sec  
(g) 

3,31                         
±                      

0,67 
 

3,40                   
±                      

0,41 
 

4,46                     
±                           

0,92 
 

3,68                              
±                            

0,40 
 

4,90                           
±                                

0,27 
 

4,73                                
±                      

0,34 
 

3,72                             
±                             

1,12 
 

5,01                               
±                                 

1,56 
 

5,06                        
±                          

1,64 
 

4,36                          
±                       

0,16 
 

3,97                            
±                  

1,00 
 

5,07                        
±                         

0,89 
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Tableau 3.8 : Longueur des racines (cm), poids frais et poids sec (g) de la partie racinaire. 

 

 
Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   
** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le test de Newman-Keuls à α= 5% (Analyse ANOVA). 
* : écart- type entre les répétitions. 

 

 

Témoin R1 R2 S20 CHAO P64 S20-R1 S20-R2 CHAO-R1 CHAO-R2 P64-R1 P64-R2 

Longueur 
(cm) 

9,38          
±             

1,11* 
d** 

10,33                
±                 

3,61 
bcd 

9,67              
±                  

1,14 
cd 

9,60                  
±                  

1,21 
b 

9,13                     
±                           

0,68 
d 

 
12,55                       

±                    
0,51 
abc 

 

12,07                         
±                      

0,93 
abcd 

12,20                       
±                            

0,61 
abcd 
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Figure 3.13: Gains obtenus en nombre de nodules (A) et en matière azotée totale (B) des 
interactions entre les souches de Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et les 
souches de Rhizobium fabea (R1 et R2). Les barres indiquent les erreurs standards et les 
différentes lettres  indiquent les différences significatives (P< 005). 

 

3.2.2.4.3.  Paramètres de croissance 

L’effet de l’interaction a été constaté également sur la phytostimulation de la 

croissance des plants de fève. La bactérisation des plants avec la souche P64 a 

révélé des taux plus ou moins appréciables au niveau des différents paramètres 

étudiés particulièrement en interaction avec la souche R2 de Rhizobium, où elle a 

induit des gains, en poids frais des pousses de 92,29 %, en longueur racinaire de 

48,5 %, et en poids frais des racines de 73,35 % (Figures 3.14 A et B).  

3.2.3.  Comparaison de la phytostimulation sous serre et en plein champ 

L’inoculation des plants de fève avec les souches de Rhizobium fabae (R1 

et R2), et les souches de Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64), ainsi 

que la coinoculation avec l’interaction des différentes souches, ont influencé 

considérablement le nombre de nodules produit sur les racines, la teneur en 

matière azotée totale des pousses, ainsi que les paramètres de croissance 

végétale des plants cultivées sous serre ou en plein champ.  
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Figure 3.14: A et B : Gains obtenus en longueur racinaire (LR), en poids frais des 

pousses (PFP), en poids frais des racines (PFR), en poids sec des pousses (PSP) et en 

poids sec des  racines (PSPR) des plants de fève inoculés avec Rhizobium fabea (R1 ou 

R2), Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO ou P64), ou avec leur combinaison. Les 

barres indiquent les erreurs standards et les différentes lettres indiquent les différences 

significatives (P< 005). 

 

 

 

a 

b b 
c 

d 
f e 

e 
d 

c 

b 
b 

a 
a 

a 

b 
b 

d 

c 

e 

f  e 
d 

c b  b 

a 

a 

c 

b 

d 
e 

f 

g 

b b 
c 

d 
d 

b 

 a 



97 
 

3.2.3.1 Nombre de nodules et teneur en matière azotée totale 

Le nombre de nodules produit, sur les racines des plants de fève, par les 

traitements sous serre est supérieur, comparé à celui produit en plein champ et 

par rapport aux témoins (R1 et R2). Les coinoculations de la souche R1 de 

Rhizobium fabae avec les souches P64 et S20 de Pseudomonas fluorescens en 

plein champ, ont amélioré significativement la nodulation, comparée aux autres 

combinaisons et à l’inoculation uniquement avec R1 ou R2. Le gain en nombre de 

nodules le plus élevé, au champ, a été observé chez les plants de fève coinoculés 

avec l’interaction P64-R1 (128,94 %). Même si l’effet  de cette combinaison    

(P64-R1) a procuré des gains chez les plans conduits sous serre (27,44%), 

néanmoins il y a une régression par rapport aux conditions de plein champ  

(Tableau 3.9 Figure 3.15). 

 

                                    

        

      

  

  

 

 

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3.15 : Nodules racinaires des plants de fève bactérisés par  
la combinaison P64-R1. 

Serre 
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 Tableau 3.9 : Gains (%)  en nodulation des plants sous serre et en plein champ   

 

Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   
* : écart- type entre les répétitions. 
** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le test de Newman-Keuls à α= 5% (Analyse ANOVA). 
 (-) : pas de gain (sans effet sur la nodulation).               
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La teneur de la biomasse aérienne en matière azotée a été aussi induite 

par la souche P64 de Pseudomonas. La combinaison P64-R1 a montré une 

augmentation significative (82,47 %) en plein champ, alors que la teneur maximale 

en azote enregistrée sous serre est moins importante, et qui a été obtenue par 

l’application combinée P64-R2 (37,53 %), par rapport aux témoins respectifs R1 

ou R2 (Figure 3.16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.16 : Gains obtenus en matière azotée des interactions entre Pseudomonas  
fluorescens  (S20, CHAO ou P64)  et  Rhizobium fabea (R1 ou R2). 

 

3.2.3.2  Paramètres de phytostimulation 

La comparaison des résultats nous a permis de constater que la 

coinoculation a engendré le gain en poids frais, le plus élevé, chez les pousses 

par rapport à l’inoculation séparée avec ces mêmes souches et au témoin non 

inoculé, selon la combinaison spécifique Pseudomonas-Rhizobium. En plein 

champ, l’interaction P64-R2 a engendré un gain significativement supérieur  

(92,29 %), comparé à R2 (27,13 %) et à P64 (39,83 %). De même, cette 

combinaison a induit le gain en poids frais le plus élevé sous serre (14,52 %), 

mais qui reste toujours inférieur aux gains obtenus en plein champ. Une tendance 

similaire pour le poids sec des pousses observé avec P64-R2 en plein champ 

(53,17 %) et sous serre (44,70 %) par rapport aux autres traitements (Tableau 

3.10). 



100 
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Temoin 

  Champ 

En ce qui concerne le poids frais des racines, les traitements sous serre 

n’ont pas enregistré des gains significatifs, où le maximum a été induit par 

l’interaction P64-R2 (27,12 %). Des gains plus importants ont été enregistrés en 

plein champ, suite à l’inoculation avec Pseudomonas (S20 CHAO et P64), par 

rapport aux souches de Rhizobium, R1 ou R2, seules, qui augmente 

significativement avec la  coinoculation P64-R2 (73,35%) (Figure 3.17, Tableau 

3.10). En termes de poids sec des racines, des taux très appréciables obtenus 

chez tous les plants inoculés sous serre, la valeur la plus élevée étant observée 

avec la combinaison P64-R1 (276,31%), comparativement aux traitements 

appliqués en plein champ, qui n’ont pas enregistré de gains significatifs par 

rapport aux témoins non inoculés (Tableau 3.10).  

 
                      

                                        

 

 

              

           

        

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3.17 : Développement racinaire des plants de fève   
          bactérisés par la combinaison P64-R2. 
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Tableau 3.10 : Gains (%) en croissance des plants sous serre et en plein champ. 
 
 

 

 
Pseudomonas fluorescens (S20 CHAO et P64) et Rhizobium fabae (R1 et R2).   
* : écart- type entre les répétitions. 
** : Les valeurs suivies de la même lettre ne présentent pas de différences significatives selon le 
test de Newman-Keuls à α= 5% (Analyse ANOVA). 
- : pas de gain (sans effet sur la phytostimulation).          
 
 
 
 

                                                                       Pousses                                            Racines 

 

Traitements 

 

 

 

Traitements 

Poids frais 
(%) 

Poids sec 
(%) 

Poids frais 
(%) 

Poids sec 
(%) 

R1 
Sous serre 04,91 ± 0,24*m** 20,13 ± 1,00 e - 231,17 ± 9,24 b 

Plein champs 35,43 ± 1,40 f 02,71 ± 0,13 j 14,28 ± 0,71 g - 

R2 
Sous serre 05,07 ± 0,25 m 22,18 ± 1,10 e - 234,21 ± 9,36 b 

Plein champs 27,13 ± 1,35 g 34,74 ± 1,73 d 29,72 ± 1,48 e - 

S20 
Sous serre 06,32 ± 0,31 l 18,08 ± 0,90 f - 47,36 ± 2,36 g 

Plein champs 10,89 ± 0,54 k 11,17 ± 0,75 h 35,52 ± 1,42 d 10,43±0,89 i 

CHAO 
Sous serre 01,69 ± 0,08 n 22,86 ± 1,11 e - 89,47 ± 4,47 e 

Plein champs 23,10 ± 1,15 h 48,03 ± 1,92 b 41,31 ± 2,06 c 06,77 ± 0,33 j 

P64 
Sous serre 03,39 ± 0,16 m 15,69 ± 0,78 g - 128,94 ± 5,15 d 

Plein champs 39,83 ± 1,99 e 43,08 ± 1,72 c 43,24 ± 2,16 c 05,08 ± 0,25 k 

S20-R1 
Sous serre 09,21 ± 0,46 k 18,77 ± 0,75 f - 134,21 ± 5,36 d 

Plein champs 17,08 ± 0,85 i 12,38 ± 0,61 h - - 

S20-R2 
Sous serre - 06,48 ± 0.25 i 18,08 ± 0,90 f 65,78 ± 3,28 f 

Plein champs 35,37 ± 1,41 f 51,35 ± 2,05 a 27,41 ± 1,09 e - 

CHAO-R1 
Sous serre 06,05 ± 0,18 l 19,45 ± 1,97 e - 160,52±6,42 c 

Plein champs 56,97 ± 1,13 c 52,87 ± 1,05 a 10,81 ± 0,54 h - 

CHAO-R2 
Sous serre - 10,23 ± 0,40 h - 155,26 ± 6,21 c 

Plein champs 64,01 ± 3,20 b 31,72 ± 0,95 d 41,69 ± 1,66 c 7,21 ± 0,51 j 

P64-R1 
Sous serre 03,87 ± 0,19 m 22,86 ± 1,14 e - 276,31 ± 11,05 a 

Plein champs 51,62 ± 2,58 d 19,93 ± 1,95 e 66,04 ± 3,30 b 37,28±1,86 h 

P64-R2 
Sous serre 14,52 ± 0,73 j 44,70 ± 2,23 c 27,12 ± 1,35 e 247,36 ± 9,89 b 

Plein champs 92,29 ± 4,61 a 53,17 ± 2,65 a 73,35 ± 3,66 a 9,63±0,92 i 
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3.2.4  Discussion 

Certes,  suite aux opérations de bactérisation avec les rhizobactéries, il a 

été constaté des effets phytobénéfiques, néanmoins nos expérimentations 

montrent à l’évidence des variabilités selon les conditions de leur application, en 

conditions semi contrôlées (sous serre) ou en plein champ ; ainsi que par rapport 

aux paramètres étudiées. L’interaction de souches de Pseudomonas fluorescens 

et de Rhizobium a amélioré significativement le développement des biomasses 

aérienne et racinaire, le nombre de nodules et la teneur en matière azotée totale. 

Dans nos essais de coinoculation, la présence de souches de Pseudomonas 

fluorescens a induit une augmentation appréciable en nombre de nodules et en 

fixation d’azote, dans les deux essais (sous serre et plein champ), par rapport à 

l’activité des souches de Rhizobium fabae (R1 et R2). La souche P64 apparait 

plus performante sur la plupart des paramètres de croissance en stimulant 

davantage ces processus chez la fève. 

Dans des expériences en conditions contrôlées, la promotion des 

paramètres de croissance et de rendement de diverses plantes cultivées, en 

réponse à l’inoculation avec des PGPRs, ont été rapportés [350]. 

La bactérisation avec les souches de Rhizobium fabae (R1 et R2) a induit 

des effets bénéfiques considérables sur la promotion de la croissance, notamment 

sur la nodulation et la fixation symbiotique de l’azote. Ces rhizobactéries génèrent 

la formation de nodules [136], permettant de fixer l’azote atmosphérique (N2) et le 

réduire en ammoniaque (NH4OH) assimilable par la plante. De même, les 

Rhizobiums profitent de cette interaction par l’acquisition de molécules carbonées 

produites par la plante par voie de photosynthèse [351]. Plusieurs études 

suggèrent que la combinaison de souches de Pseudomonas fluorerscens avec 

des Rhizobiums sp. sur des légumineuses pourrait être plus efficace que 

l’application de ces souches indépendamment [352, 353, 354]. Dans la pluparts 

des cas, aucun effet négatif de l’interaction PGPR-Rhizobium symbiotique sur la 

croissance des plantes n’a été rapporté. L'excrétion des cellulases par les 

souches de Pseudomonas et leur action ultérieur sur les racines des 

légumineuses pourraient faciliter la pénétration rapide des Rhizobiums, entrainant 

une augmentation de la nodulation et de la fixation d’azote ;  ce qui a été observé 

sur diverses légumineuses comme le haricot [355], le pois [356] et le soja [357]. 
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D’après Bai et al. [358] et dans le but de la sélection de souches bactériennes 

favorisant la croissance des plantes, les évaluations finales doivent être faites sur 

le terrain. L’environnement naturel (de plein champ) est généralement beaucoup 

plus stressant, où les conditions sur le terrain sont plus complexes que celles d’un 

environnement contrôlé. Ainsi les résultats obtenus en expérience sous serre ne 

reflètent pas nécessairement le potentiel de promotion de croissance des plantes 

sur le terrain en condition pratiques et naturelles. 

En plus de cette plante, plusieurs études ont montré que les PGPRs 

peuvent exercer des effets bénéfiques sur différentes cultures d’intérêt 

agronomique, telles que le pois chiche (Cicer arietinum) [359], le maïs (Zea mays) 

[360], le blé [361], la bettrave sucrière [362] et le haricot [363, 364]. D’après 

Esashi [365], l’inoculation des semences avec des Pseudomonas fluorescens a 

amélioré significativement la nodulation, la teneur en azote, la croissance et le 

rendement de plusieurs cultures. Le nombre de nodules racinaires est fortement 

corrélé avec le rendement de plusieurs espèces légumineuses [366]. Stajkovic et 

al. [367] ont montré que la coinoculation du haricot avec des souches de 

Rhizobium et de PGPRs a influencé positivement le nombre de nodules (76,67 à 

106,67 nodules/plant), comparativement à l'inoculation avec Rhizobium seul (54 

nodules/plant).  

Dans nos expériences, les poids frais et secs des biomasses aérienne et 

racinaire sont nettement améliorés avec les coinoculations (P64-R1, P64-R2) par 

rapport aux témoins. Dans d’autres travaux, la coinoculation avec des espèces 

rhizobiennes et autres PGPRs a significativement amélioré le poids sec et frais 

des pousses et des racines du haricot [364], des plantules de soja et de pois 

chiche cultivés au champ et sous serre [368]. Ainsi, l’inoculation des graines de 

chou (Brassica oleracea) avec des PGPRs a augmenté le poids frais et sec des 

pousses, respectivement, de 6 à 51 % et de 13 à 10 %. De même, les poids frais 

et secs des racines ont été améliorés respectivement, de 27 à 12 %  et de 12 à 37 

% [369]. La coinoculation avec des souches de Pseudomonas fluorerscens et de 

Rhizobium sp. a influencé positivement les paramètres de croissance des plantes, 

la nodulation, l’activité de nitrogénase, l’assimilation de l’azote et du phosphore, 

ainsi que la teneur du sol en phosphore assimilable.  
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La possibilité de produire un inoculant commun contenant un mélange d’un 

PGPR (Pseudomonas Kb-133), et des espèces de Rhizobium efficaces pour la 

nodulation et la productivité de l’haricot à graines noires, a été démontrée [370]. 

Ainsi, l’inoculation avec Pseudomonas fluorescens 2137 a augmenté la 

colonisation de Bradyrhizobium japonicum sur les racines de soja et le nombre de 

nodules produit, tandis que la coinoculation avec Pseudomonas fluorescens 

WCS365 avait des effets indésirables [371]. La même étude suggère également 

que la colonisation des racines par Pseudomonas fluorescens 2137 pourrait 

augmenter la nodulation par le dégagement des substances de croissance, qui 

stimulent l’infection par Bradyrhizobium japonicum.  

Dans cette étude les gains en nodulation et en matière azotée obtenus, 

suite à la bactérisation avec la souche CHA0, sont moins importants comparés 

aux gains obtenus avec les souches P64 et S20. La souche CHA0, souche de 

référence, produit des métabolites certes bénéfiques comme les acides 

organiques et les hormones de croissance [372], mais elle est incapable d’utiliser 

le précurseur d’éthylène (ACC), donc dépourvue d’activité ACC désaminase [214].  

Dans nos travaux précédents [35, 36], il a été enregistré des cas d’inhibition 

de la croissance de la fève par la souche CHA0, comparée aux souches P64 et 

S20. Par rapport aux souches isolées en Algérie, en l’occurrence P64 (Mitidja) et 

S20 (Ghardaïa), le problème de l’origine géographique peut être relaté, du 

moment que la souche CHA0 est une souche de référence isolée en Suisse. En 

effet, l’influence de l’origine écologique sur l’expression et la stabilité des effets 

bénéfiques des souches bactériennes a été signalée par plusieurs auteurs [365, 

373], étant donné que les souches les plus performantes sont d’origine locale. 

Kumar et al. [374] ont montré par des études sur terrain que la coinoculation du 

pois avec des souches de Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium a provoqué 

une réduction en nombre de pois infectés par Fusarium oxysporum cultivés dans 

des sols infestés, accompagnée d’une amélioration de la croissance des plantes 

en taille des pousses et en poids sec. Ainsi, la stimulation de la croissance et de la 

nodulation a été également rapportée chez le pois chiche, en utilisant des souches 

de Pseudomonas qui sont antagonistes aux champignons phytopathogènes 

(Aspergillus sp. Fusarium oxysporum, Pythium aphanidrematum et Rhizoctonia 

solani) en coinoculation avec Mesorhizobium. Ceci a eu comme conséquence la 
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formation de 68 à 115 % de nodules supplémentaires, comparée à l’inoculation 

simple par Mesorhizobium [375]. Les résultats de nos expériences montrent que 

les effets bénéfiques de la coinoculation sont mieux perceptibles dans le champ 

par rapport à la serre. Les gains obtenus en nombre de nodules et en azote total, 

en poids frais et sec des pousses et en poids frais des racines sont plus 

importants en plein champ.  

L’inoculation de plantes avec des souches de Pseudomonas fluorescens a 

eu un effet plus stimulant sur leur croissance dans un sol non stérile. Abbass et 

Okon [376] ont émis l’hypothèse que l’AIA et d’autres phytohormones étaient 

responsables d’une augmentation de la croissance du canola, de la tomate et du 

blé (Triticum turgidum) dans un sol non stérile inoculé avec des souches PGPR. 

Les auxines produites par ces rhizobactéries peuvent affecter la croissance des 

plantes, notamment le développement racinaire qui favorise l’absorption 

d’éléments nutritifs, en augmentant ainsi la croissance végétale [377]. 

Généralement, les microorganismes isolés de la rhizosphère et du rhizoplan, de 

différentes cultures, ont montré plus d’aptitudes de production d'auxine que ceux 

provenant de sols sans racines [378]. Ceci peut expliquer que ces rhizobactéries 

ont eu une capacité plus compétitive de survivre et d’influencer la croissance des 

plantes inoculées, en présence d’une microflore indigène [379].  

L’effet de la coinoculation avec des souches de Pseudomonas fluorerscens 

sur les performances symbiotiques des rhizobia nodulatrices est fortement 

influencé par les caractéristiques génétiques des associés symbiotiques, la 

spécificité et la compatibilité avec la plante hôte, ainsi que les conditions de 

culture [380]. En fait, un faible taux de nodulation et une réponse variable à 

l’inoculation sont principalement dus aux propriétés intrinsèques de la plante hôte, 

ainsi qu’à la sensibilité élevée à d’autres facteurs limitant la nodulation, tels que 

les taux élevés en engrais azotés utilisés dans l’agriculture intensive, les 

températures élevées et la sècheresse du sol [381]. La formation d’un nodule 

racinaire est un processus énergétique très couteux; les légumineuses contrôlent 

le nombre et la taille des nodules afin d’avoir un apport optimal en azote au 

moindre cout en énergie (carbone). Jeudy et al., [382] ont démontré que la 

présence de sols riches en azote empêchait la formation de nodules chez les 

légumineuses. Ainsi, la fertilisation azotée entraîne la sénescence des nodosités 
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et réduit l’efficacité de la symbiose en faveur de l'acquisition directe d'éléments 

nutritifs dans le sol [176].  

La régulation de la nodulation par la plante implique deux processus 

indépendants [383]. Le premier concerne l’éthylène, une hormone végétale qui 

régule négativement l’initiation des nodules en réduisant le nombre d’infections et 

en limitant la formation du primordium nodulaire [384]. Ce processus fonctionne en 

synergie avec le deuxième processus appelé AON (Autoregulation Of Nodulation) 

[383]. L’AON est une régulation systémique de la nodulation, qui comprend un 

signal foliaire et un signal racinaire [141]. Le gène SUNN code pour le récepteur 

de type LRR-RLK (Leucine Rich Repeat – Receptor Like Kinase) [385] ; 

l’orthologue HAR1 de ce gène peut se lier au peptide glycosylé CLERS2 

(CLavata3/Embryo surrounding region) produit dans les racines, et qui agirait 

comme un signal à longue distance transporté via le xylème (Figure 3.18) [386]. 

Les peptides CLE sont sécrétés et impliqués dans de nombreux processus chez 

les plantes. Chez M. truncatula, les peptides CLE12 et CLE13 inhibent la 

nodulation de manière dépendante de SUNN. Ainsi, CLE13 est exprimé dans les 

racines en réponse au facteur Nod et d’une manière dépendante de la voie de 

l’auxine, ce qui en fait un bon candidat pour être le signal systémique produit dans 

les racines et envoyé aux parties aériennes où se trouve SUNN [387, 388]. 

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont connus pour être capables de  

sécréter des substances favorisant la croissance des plantes, comme l’acide 

indole-acétique et les cytokinines qui pourraient être responsables des effets 

bénéfiques des PGPRs [361]. La co-inoculation de Mesorhizobium sp. avec 

Pseudomonas produisant de l’AIA a augmenté le nombre de nodules chez le pois 

chiche ; le poids sec de la plante était significativement plus élevé en cas de co-

inoculation par rapport au témoin [205]. Ainsi, l'inégalité de la nodulation peut être 

attribuée à la capacité des PGPRs à produire de l’AIA, car son rôle est de réguler 

la formation des nodules chez les légumineuses, en raison de la suppression des 

agents pathogènes ou de la mobilisation d’éléments nutritifs [389].  Le mécanisme 

de promotion de la croissance sur le pois a été étudié à l’aide de 2.4-

diacetylphloroglucinol (DAPG), produit par Pseudomonas fluorescens et son 

mutant négatif [390]. Des niveaux élevées en DAPG, dans la rhizosphère du pois, 
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suggèrent que cela peut agir comme une hormone provoquant des changements 

morphologiques sur la plante et qui peut conduire à l’infection et à la nodulation 

par Rhizobium. 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 3.18 : Modèle du processus d’autorégulation (AON). Les facteurs Nod (NFs) 

induisent le processus de nodulation mais aussi l’expression des peptides CLE. (2) Ces peptides 
sont sécrétés et probablement glycosylés avant d’être transportés vers les parties aériennes via le 
xylème où ils sont perçus par SUNN / HAR1. (3) Cette perception induit la production d’un signal 
dans les feuilles qui a une action longue distance et négative sur la formation de nodules dans les 
racines (4) [391]. 
 

De nombreuses études ont observé l’inhibition du processus nodulaire ou 

de diminution du nombre de nodules par l’éthylène diverses légumineuses [392]. 

Les Pseudomonas spp., possédant l’enzyme ACC-désaminase pourraient être 

utile pour réduire la concentration d'éthylène pouvant nuire à la croissance des 

racines et au nombre de nodules produit dans un environnement stressant. Cette 

enzyme réduit l’association racine-ACC, tout en favorisant l’élongation racinaire 

[393]. Ahmad et al. [394] ont observé que l’inoculation combinée de Pseudomonas  
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et Rhizobium phaseoli améliorait la croissance et la nodulation du haricot dans 

des conditions de salinité,  due à la suppression de l'éthylène induit par le stress. 

 Chabot et al. [395] ont attribué cette croissance positive à la capacité des 

Pseudomonas à solubiliser les phosphates en augmentant la teneur en phosphore 

dans le sol, ainsi qu’on améliorant la nodulation et la fixation d’azote. D’après 

Bashir et al. [396], la disponibilité en phosphore augmente le nombre et la taille 

des nodules et la quantité d'azote absorbée par unité de poids des nodules ; 

augmentant ainsi la teneur en azote dans la partie récoltée de la légumineuse 

hôte, avec une amélioration de la densité des Rhizobia dans le sol entourant la 

racine. 

 Toro et al. [397] ont démontré que grâce à l’azote enrichi (N15), le 

processus de nodulation et de fixation d’azote chez la luzerne augmente en 

parallèle avec l’augmentation du phosphate dans les tissus. Chez le maїs, 

l’inoculation de Rhizobium avec Pseudomonas induit une réaction de tolérance au 

sel, ce qui entraine une production accrue de la proline, un maintien de la teneur 

en eau dans les feuilles et une absorption sélective des ions K+. Cela pourrait être 

dû à la plus grande accumulation du phosphore et à une plus grande stabilité de la 

membrane, ce qui réduit la fuite d’électrolyte [398]. Les pyoverdines produits par 

les Pseudomonas spp. fluorescents contribuent activement à l’acquisition du fer 

par les plantes dicotylédones, et permettent d’extraire le fer des structures 

minérales des sols. De plus, Il a été démontré que les pyoverdines de certaines 

souches pouvaient être utilisés par la plante pour sa nutrition directe en fer [399]. 

Ces souches bactériennes possèdent également un système de sécrétion de type 

III (T3SS), un système connu pour permettre une interaction cellulaire directe 

entre la plante et la bactérie [400]. Il a été démontré ainsi, que la teneur en fer de 

l’environnement peut affecter l’effet des bactéries sur la croissance et la santé de 

la plante en ce qui concerne la synthèse de sidérophores. 

La présence simultanée de souches de Pseudomonas spp. fluorescents, 

dans les zones rhizosphériques où des Rhizobiums exercent leurs activités 

nodulantes sur des légumineuses, induit une phytostimulation et stimule plus le 

processus de nodulation. La coinoculation peut conduire à une nodulation   
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précoce, une augmentation du nombre de nodules et une amélioration générale 

de la croissance racinaire. 

D’après nos résultats, la coinoculation en plein champ a augmenté 

considérablement la croissance des tiges et des racines, la nodulation, ainsi que 

la fixation d’azote. Ainsi les gains obtenus sont plus importants comparativement à 

ceux enregistrés sous serre. La réaction de la croissance était spécifique selon les 

interactions étudiées.  

3.3.  Recherche in silico  

3.3.1. Phylogénie des espèces de Rhizobium 

3.3.1.1.  Gène ARNr 16S 

Après comparaison in silico des séquences du gène ADNr 16S de 

différentes espèces du genre Rhizobium, l’arbre phylogénétique obtenu se 

présente en deux clades (Figure 3.19).  

 Le clade A, comprend trois groupes de gènes différents :  

i. Le premier groupe renferme les souches de R. pisi, R. phaseoli, R. 

fabae, R. etli et R. leguminosarum.  Dans ce groupe nous notons la 

forte similarité entre les trois souches : R. pisi, R. phaseoli et R. 

fabae. La distance entre les séquences de R. pisi et R. phaseoli est 

de 0.0015 (d = 0.0004 + 00011). R. fabae présente la même 

distance de 00015 (00007 + 00004 +00004) par rapport à R. pisi et 

une distance de 00022 (00007 + 00004 +00011) par rapport à R. 

phaseoli  (Figure III.19). 

ii. Le deuxième groupe est constitué de la seule espèce de R. gallicum 

dont la distance avec le premier groupe est de 0.0101. 

iii. Le troisième groupe renferme les souches de R. leucaenae et R. 

tropici, ce groupe de gènes présente une différence de 0.1% par 

rapport au premier groupe. 

 Le clade B, renferme R. giardinii qui présente la séquence d’ADNr 16S la 

plus divergente de toutes les souches de Rhizobium ayant concernées 

cette recherche. Ce clade (B) est relativement éloigné du premier clade (A) 

(Figure 3.19).   
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Figure 3.19 : Phylogramme construit par la méthode NJ, du gène ADNr 16S de différentes espèces du genre Rhizobium 
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3.3.1.2.  Gènes  rpoB et gyrB 

Les arbres de séquences concaténées des gènes ménagers rpoA et gyrB 

(Annexe 3) sont illustrés respectivement dans les figures 3.20 et 3.21. 

 Le gène rpoA est partagé en deux clades : Le clade (A) regroupe cinq 

espèces: R. fabae et R. pisi qui sont les plus analogues, R. etli, R. 

leucaenae,  ainsi que R. giardinii qui est la plus éloignée des autres 

souches. Les souches R. tropici, R. phaseoli, R. leguminosarum et R. 

gallicum sont dans le même clade B. Ce dernier se distingue nettement 

(Figure 3.20). 

 De même, l’arbre du gène gyrB se présente en deux clades A et B. La 

plupart des espèces de Rhizobium étudiées se retrouvent dans le clade A. 

Les espèces R. leguminosarum, R. pisi et R. fabae sont les plus analogues. 

Le clade B avec la seule espèce R. giardinii présente une différence de 

10,71% par rapport à l’ensemble des autres espèces (clade A) (Figure 

3.21). 

3.3.1.3.  Gène nodC 

 La figure 3.22 représente l’arbre phylogénétique de gène nodC divisé en 

deux clades (A et B), dont l’un (A) regroupe les souches de R. fabae, R. 

leguminosarum et R. pisi. Les autres six espèces constituent le deuxième groupe 

(B) distant du premier de 9,55%.  

3.3.1.4. Gène nifH 

Pour le gène nifH, l’arbre phylogénétique présente les espèces de 

Rhizobium en deux groupes distincts (A et B). Le clade (B) renferme, toujours, les 

trois espèces qui se rapprochent pour la plupart des gènes étudiés à savoir : R. 

fabae, R. leguminosarum et R. pisi. Les autres espèces de Rhizobium s’associent 

dans le clade (A),  montrant ainsi une certaine distance entre les séquences des 

différentes souches, tandis que la distance entre les deux clades est de 5,26 % 

(Figure 3.23). 
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Figure 3.20 : Phylogramme construit par la méthode NJ,  du gène rpoB chez différentes espèces de Rhizobium. 
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Figure 3.21 : Phylogramme du gène gyrB, construit par la méthode NJ chez différentes espèces de Rhizobium. 
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Figure 3.22 : Phylogramme du gène nodC, construit par la méthode NJ chez différentes espèces de Rhizobium. 
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Figure 3.23 : Phylogramme du gène nifH, construit par la méthode NJ chez différentes espèces de Rhizobium.
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3.3.1.5.  Carte structurale des gènes symbiotiques 

L’organisation des gènes symbiotiques (nod, nif et fix) a été déterminée 

chez différents rhizobia (Figure 3.24) ; chacun présentant des caractéristiques 

significatives.  

 Beta-rhizobia présente 9 gènes de nodulation, en commun avec un 

arrangement de nodUSAHJICBD. En outre, Cupriavidus héberge de 

manière unique d’autres gènes nod, tel que nodQ, alors que seul 

Burkholderia contient nodT et nodW. À côté des gènes nod, le 

régulateur nifA a été étroitement combiné avec les gènes nod et 

séparé des autres gènes nif de Cupriavidus ; ce qui contraste avec 

Burkholderia où nifA est étroitement organisé avec nifED (N) XQ 

nifN, remplaçant nifD à Cupriavidus. Cela démontre que les deux 

genres de Beta-Rhizobium ont des mécanismes différents de fixation 

de l'azote.  

 Chez Alpha-rhizobia, les gènes de nodulation ainsi que les gènes nif 

et fix sont plus diversifiés d’une espèce à l’autre, en termes 

d’arrangement et de nombre de gènes ; bien que ces espèces 

présentent des gènes en commun, tels que: nodABC nifHDKE et 

fixNOQP. L'organisation des gènes de symbiose entre Alpha et Beta-

rhizobia est différente: les gènes de Beta-rhizobia ont moins de 

complexité dans leur structure de nodulation et de fixation de l'azote, 

suggérant la possibilité qu'ils aient évolué plus récemment que les 

Alpha-rhizobiums [401]. 

3.3.1.6.  Nitrogénase 

La nitrogénase est un complexe enzymatique composé de deux enzymes 

(Figure III.25): La nitrogénase réductase dimérique à cluster fer-soufre, cette sous 

unité fournit les électrons via un mécanisme ATP dépendant. La seconde enzyme 

est tétramérique à cluster fer-molybdate-cobalt, et est responsable de la réduction 

de l’azote moléculaire [402]. La construction de l’arbre phylogénétique de la 

protéine nitrogénase a fait ressortir deux clades distribuant les espèces de 

Rhizobium selon leur degré de similarité : Le  clade A est subdivisé en groupes 

renfermant la majorité des espèces étudiées, où les souches de R. pisi et R. fabae 

appartiennent au même groupe. Le clade B ne regroupe que les souches de R. 

leguminosarum et R. phaseoli (Figure 3.26). 
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Figure 3.24 : Carte structurale des régions symbiotiques de Rhizobias. Les gènes sont 

colorés selon leur nom; Vert (gènes nod), jaune (gènes nif), bleu (gènes fix); Beta-rhizobia 

apparaît dans a, b, c, d et e; Alfa-rhizobia apparaît dans f, g, h, i, j, k, l et m. 

[401].(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

a : Cupriavidus taiwanensis 
LMG19424  

b: Burkholderia phymatum STM815 

 

C : Burkholderia phenoliruptrix Br3459a  

 

d:Burkholderia sp.CCGE1002  

 

e:Burkholderia tuberum STM678 

 

f:Sinorhizobium medicae SWM419  

 

g:Rhizobium etli bv.mimosae str.Mim1  

 

h:Rhizobium leguminosarum biovar 
viciae 3841  

i:Rhizobium etli CFN42  

 

j:Mesorhizobium lito MAFF303099  
 

k:Azorhizobium caulinodans ORS571  
 

l:Bradyrhizobium japonicum USDA6  

 

m:Methylobacterium nodulans ORS2060  
 

fix nif nod 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Figure 3.25 : Structure de la nitrogénase; (A) forme enroulée et sa composition (B) 

montrant un groupement fer-soufre. Elle libère des électrons utilisés pour réduire le 

diazote atmosphérique par la nitrogénase. Cette dernière utilise le FeMoCo comme co-

facteur [403]. 
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Figure 3.26 : Phylogramme de la nitrogénase, construit par la méthode NJ chez différentes espèces de Rhizobium. 
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3.3.2.  Phylogénie des espèces de Pseudomonas 

3.3.2.1 Gène ARNr 16S 

La construction de l’arbre phylogénétique du gène ARNr 16S des trois 

espèces de Pseudomonas (Appendice 3), a fait ressortir deux clades A et B: Le 

premier regroupe les souches de Pseudomonas protegens et P. fluorescens où 

les souches CHA0 et WSM3457 présentent une forte similarité  (d = 0.08 %). Les 

deux souches de Pseudomonas putida se regroupent dans le même clade (B), 

éloigné du clade A (Figure 3.27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.27 : Phylogramme construit par la méthode NJ, de gène ARNr 16S chez 

Pseudomonas fluorescens, P. putida et P. protegens. 

 

3.3.2.2.  Gène rpoD 

Par rapport au gène rpoD, les souches de Pseudomonas sont  réparties 

selon leurs séquences (Appendice 3) en deux clades A et B. dont les souches de 

P. protegens  et une souche de P. fluorescens forment le clade A. Le groupe B 

renferme les souches de P. putida et une de P. fluorescens. La différence de 

séquences entre les deux groupes est de 10,19 % (Figure 3.28). 
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Figure 3.28 : Phylogramme de gène rpoD, construit par la méthode NJ chez 

Pseudomonas fluorescens, P. putida et P. protegens. 

 

3.3.2.3.  La protéine HCN 

L’HCN ou l’acide cyanhydrique est synthétisé par l'enzyme HCN synthase, 

qui est codée par l'opéron hcnABC. Les expressions des gènes de cet opéron 

sont régulées par trois régulateurs de transcription, à savoir, LasR, ANR et RhlR. 

L’ANR (Anaerobic regulatory protein) est une protéine régulatrice appartenant à la 

famille des régulateurs de transcription de type FNR (Fumarate Nitrate Reductase)  

et qui agit en condition anaérobie. Elle régule la transcription de l'opéron hcnABC 

en reconnaissant et en liant une séquence promotrice conservée en amont de 

l'opéron hcnABC, appelée ANR box, sous forme de dimère. La dimérisation de 

cette protéine ANR est régulée par Fe4S4 cluster fer-soufre. Ce dimère d'ANR 

(ANR-Fe4S4 / ANR-Fe4S4) reconnaît et lie la séquence d'ADN promoteur et régule 

la transcription de cet opéron hcnABC (Figure 3.29 1 et 2) [404]. 
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Figure 3.29 : (1) : La protéine ANR (Anaerobic regulatory protein)  est représentée sous 
forme de bandes (A). Le ligand Fe4S4 est montré sous forme de bâton (B). Il est démontré 
que le ligand était attaché au dimère ANR (A). (2) : les interactions ADN Promoteur-ANR 
dimère (A) les résidus d’acides aminés impliqués dans la liaison à ADN (B) [404]. 

 

La figure 3.30 illustre la répartition des Pseudomonas selon leurs 

séquences protéiques d’HCN ; nous distinguons deux clades différents éloignés 

(1) 
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de 4,9 % de différence, dont la souche CHA0  s’assemble avec la souche 

Pseudomonas fluorescens Pf-5  dans le même groupe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.30 : Phylogramme de la protéine HCN, construit par la méthode NJ chez des 

espèces du groupe Pseudomonas fluorescents. 

3.3.2.4  La Protéine TonB 

La protéine TonB, qui comprend 239 acides aminés, est à la base de 

nombreux aspects physiologiques de l'enveloppe des cellules bactériennes à 

Gram négatif, y compris l'implication obligatoire dans le transport du fer. Les 

bactéries acquièrent généralement du fer par l'élaboration de sidérophores qui le 

complexent dans l'environnement. Le transport actif ultérieur de sidérophores 

ferriques, à travers les protéines du récepteur de la membrane externe, nécessite 

l’implication de la protéine TonB (Figure 3.31) [405]. 
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Figure 3.31 : Structures RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) de  TonB-96 (96 
résidus C-terminaux de TonB). (A) Dessins au ruban du confomère à la plus basse 
énergie des structures TonB-96 montrant les éléments de la structure secondaire. (B) Vue 
stéréoscopique d'un ensemble des 20 confomères de RMN ayant la plus basse 
énergie. Les couleurs rouge et bleue sont utilisées pour les hélices α et les feuilles β, 
respectivement. N et C indiquent N- ou C-terminaux, respectivement [406]. 

 

Pour la protéine TonB, l’arbre phylogénétique est divisé en deux clades (A) 

et (B), dont l’un regroupe les souches de P. protegens et l’autre les souches de P. 

putida. Les souches de P. fluorescens se répartissent dans les deux clades (A) et 

(B), présentant une distance dans leurs séquences de 9,57 % (Figure 3.32). 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6118199/#ref-46
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Figure 3.32 : Phylogramme de la protéine TonB, construit par la méthode NJ chez les 

principales espèces du groupe Pseudomonas fluorescents : P. fluorescens P. putida et P. 

protegens 

 

3.3.3.  ARNr 16S des espèces de Pseudomonas et de Rhizobium  

La comparaison in silico de la séquence du gène ARNr 16S, de souches de 

Pseudomonas et de Rhizobium (Annexe 3), a permis de les classer en deux 

clades (A et B) illustrant deux groupes phylogénétiquement différents (Figure 

3.33).  

Les résultats indiquent que la souche CHA0 de Pseudomonas protegens  

est apparentée phylogénétiquement aux souches de Pseudomonas fluorescens : 

TAUC8 (99,78 %), Clinton (99,99 %), WSM3457 (100 %) et Darke (100%) et avec 

la souche Pseudomonas protegens 1B1 (99,94 %).  

Dans le clade B, la souche de Rhizobium fabae présente une forte similarité 

de séquences avec R. etli, R. phaseoli et R. pisi avec des similarités, 

respectivement, de 99,40 %, 99,82 % et de 99,93 %. Ainsi, les souches de 

Rhizobium (clade B) s’éloignent de plus de 5,86 % des souches de Pseudomonas.     

    



126 
 

 

     

     

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.33 : Phylogramme, construit par la méthode NJ, du gène ADNr 16S des souches 
de Rhizobium et de Pseudomonas. 
 

Clade 
A 

C
la

d
e

 B
 

C
la

d
e
 

 A
 

C
la

d
e
 

B
 

Clade 
B 



127 
 

 

3.3.4. Discussion 

Parmi les objectifs visés de l’approche in silico, en explorant partiellement 

quelques aspects de la phylogénie moléculaire, est d’analyser les structures 

génomiques pouvant avoir un quelconque lien avec les potentialités 

phytobénéfiques (métabolites) ou avec les aptitudes écologiques. Pour les 

potentialités, ce qui est visé c’est surtout les gènes responsables de nodulation 

(nod) et de fixation (nif) de l’azote chez Rhizobium et ceux responsables de la 

compétence et  de la colonisation rhizosphérique (ton et hcn) chez Pseudomonas.  

Dans cette étude, nous avons constaté que les séquences nucléotidiques 

chez Rhizobium et Pseudomonas expriment des topologies différentes selon les 

familles de gènes considérées. La comparaison de l'arbre ARNr 16S avec celui 

des gènes de ménage fait ressortir deux clades principaux dans les deux cas. Les 

clades A et B de l'arbre ARNr 16S sont totalement disproportionnés avec huit 

souches contre une seule R. giaedinii chez Rhizobium, et quatre souches contre 

deux chez Pseudomonas. Cependant les clades A et B de l'arbre des gènes de 

ménage sont plus équilibrés. Cette faible concordance entre les topologies des 

arbres obtenus n'est pas une différence absolue entre les taxons analysés. Elle 

exprime une divergence des différentes familles de gènes. Ainsi, si un groupe 

monophylétique de taxons est observé dans un clade d'un arbre donné (ARNr 

16S), il peut être dissocié et partagé en différents clades dans un deuxième arbre 

(gènes de ménage).  

La structuration obtenue va dans le sens utilisé communément, définissant 

ces deux genres bactériens dans les rhizoabactéries adaptées aux rhizosphères, 

mais avec des mécanismes nettement différents ; les uns sont symbiotiques 

(Rhizobium) alors que les autres sont non symbiotiques (Pseudomonas). Il est 

utile de rappeler que ces modes de vie sont déterminés justement par le type de 

relations avec les plantes hôtes, qui peut être endophyte, exophyte, obligatoire, 

coopératif ou facultatif…etc. 

Les constructions phylogénétiques apportent un supplément d'informations 

dans la taxonomie du fait qu'elles s'intéressent à des données moléculaires et 

donc, plus spécifiques, grâce à elles, il est possible de retracer les principales 

étapes de l'évolution et ainsi de classifier plus précisément les relations 

de parentés entre les individus; en se basant sur des séquences nucléiques, telles 

https://www.futura-sciences.com/sante/actualites/vie-parente-serpents-peut-etre-resolue-3312/
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que les ADNr 16S ou encore les gènes de certaines régions très conservées le 

long de l'évolution des microorganismes [407]. Ces gènes peuvent s'exprimer 

différemment d’un individu à un autre, non seulement à cause de leur rang 

systématique mais également à cause des influences que leur font subir leurs 

environnements respectifs. 

Les deux arbres construits par les gènes nifH et nodC ont montré une 

ressemblance dans la disposition des souches R. fabae, R. leguminosarum et R. 

pisi, qui se situent dans les deux clades B des deux arbres, en présentant une 

forte analogie de séquences. La comparaison phylogénétique de la séquence 

d’ARNr 16S de souches de Pseudomonas et de Rhizobium, dans le même arbre, 

a exprimé  le degré de divergence adaptative entre ces deux espèces, et la forte 

homologie entre les souches d’une même espèce, allant jusqu’à 100 % de 

similarité. 

L'analyse de séquences d'ADN conservées (ADNr 16S) est largement 

utilisée en taxonomie microbienne [408], en raison de son universalité, son 

abondance et sa taille convenable aux analyses comparatives [409]. L’ADNr 16S 

contient par ailleurs des régions de séquences hautement conservées, très utiles 

pour la désignation des amorces [410], et d'autres régions de séquences 

suffisamment variables pour servir comme un excellent moyen taxonomique [411].  

Les approches génomiques sont utilisées actuellement pour définir et 

comprendre les systèmes génétiques des symbiotes bactériens, impliqués dans 

l'interaction avec leurs hôtes respectifs.  

Avec les progrès des technologies de séquençage, une encyclopédie 

génomique des bactéries nodulantes (GEBA-RNB : Genomic Encyclopedia of the 

Root Nodule Bacteria : http://spotidoc.com/doc/760104/) a été créée en tenant leur 

diversité phylogénétique et biogéographique [412]. Cependant malgré ces 

approches globales, le nombre de génomes rhizobiens complets reste faible. 

Compte tenu de la grande diversité génomique des rhizobia révélée par le grand 

projet  GEBA-RNB [412], il s'agit d'une limitation aux études comparatives 

approfondies. 

À ce jour, la majorité des souches de rhizobia isolées des nodules de 

plantes de Vicia fabae, cultivées dans plusieurs pays du monde, étaient 

http://spotidoc.com/doc/760104/
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étroitement apparentées à l'espèce Rhizobium leguminosarum [413,  414]. Cela 

est dus au fait que la féverole est considérée comme un hôte sélectif et à 

l'interaction entre cette plante et R. leguminosarum bv. viciae (R.l. bv. viciae) était 

considéré comme l’un des plus spécifiques [130]. En fait cette collection a été 

révisée et comprend actuellement l'espèce R. leguminosarum bv. Viciae, R. 

anhuiense [415], R. fabae [325] et R. laguerreae [416]. 

Le génome des Rhizobiums diffère des autres gènes procaryotes, par sa 

taille (6 à 9 Mb) et la présence de plasmides dont la taille varie de 200 Kb à 15 Mb 

(mégaplasmides). Le séquençage complet des génomes ou plasmides de rhizobia 

montrent une localisation étendu des gènes de nodulation sur des régions 

symbiotiques (plasmidiques ou chromosomiques). L’emplacement des gènes nod 

varie d’une bactérie à l’autre. Chez R. leguminosarum, R. etli, R. galegae, R. 

tropici, Sinorhizobium sp. NGR 234 et S. meliloti les gènes nod sont localisés 

principalement sur des plasmides symbiotiques (pSym). La taille de ces plasmides 

varie de moins de 400 kb à plus de 15 Mb. Chez B. japonicum, A. caulinodans, S. 

fredii ou M. loti, les gènes nod sont chromosomiques situés sur des îlots 

symbiotiques de 610 kb chez M. loti et de 410 kb chez B. japonicum. Les gènes 

de nodulation font partie du « génome accessoire » [87], et sont généralement 

assemblés en opérons, précédés d’une nod box régulatrice stimulé par le 

complexe NodD-flavonoïdes. Les gènes nodABC présentent différentes 

organisations génétiques qui témoignent de phénomènes de recombinaisons 

importants. L’orientation et le nombre de copies d’un gène varient d’une espèce à 

l’autre.  

Le nombre total de gènes nécessaire pour une nitrogénase fonctionnelle 

varie d'un organisme à l'autre, il est généralement estimé à environ 10 à 20 gènes 

[417]. Parmi ces gènes, nifH est la séquence la plus répandue et est devenu le 

marqueur de choix pour l’étude de l’écologie et de la diversité des organismes 

fixateurs d’azote. L’assemblage complet et le fonctionnement de la nitrogénase 

nécessite les produits de gènes nif impliqués dans la synthèse de FeMo-Co, tels 

que nifH nifD nifK nifY nifB nifQ nifE nifN nifX nifU nifS nifV nifW nifZ qui sont 

conservés chez tous les diazotrophes. Les gènes nif chez les micro-organismes 

fixateurs d’azote diffèrent au niveau de leur localisation : soit plasmidique ou 

chromosomique ; de leur organisation et de la régulation de leur expression.  
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Les conditions environnementales, biotiques et abiotiques peuvent affecter 

fortement la sélection des souches rhizobactériennes dans le sol. En outre, les 

pressions sélectives de l'hôte et le transfert latéral de gènes dans la rhizosphère 

sont les principaux mécanismes constitutifs de la structure génétique des 

microorganismes symbiotiques [418, 419], et ceux-ci confondent l'utilisation de la 

phylogénie de l'ADNr 16S pour décrire les relations bactériennes symbiotiques 

avec leurs hôtes et entre eux, ce qui rend difficile l’étude de l’histoire évolutive de 

la symbiose. D'autre part, les gènes nif et nod sont sélectivement perdus, 

dupliqués et transférés horizontalement à travers différentes souches 

chromosomiques [420].  

La duplication de gènes nif dans de nombreux types rhizobiens, s’est 

révélée identiques dans de nombreux cas [421]. Ceci est également expliqué par 

Zheng et al. [401], qui supposaient que la région symbiotique de B. japonicum 

était localisée à l'origine sur un plasmide similaire aux plasmides Sym de S. 

meliloti, puis est devenu une partie du chromosome par intégration à un stade au 

cours de l'évolution. Alternativement, les plasmides symbiotiques de S. meliloti (et 

d'autres Rhizobia) peuvent avoir évolué par excision d'une région chromosomique.  

L’analyse des séquences protéiques d’HCN et de TonB chez les 

Pseudomonas présente un certain équilibre dans le groupement des souches en 

deux clades A et B. La souche CHA0 de P. protegens a montré toujours des 

homologies avec P. fluorescens.       

D’autre part, la souche CHA0 de Pseudomonas protegens possède des 

gènes du groupe 2 pour un opéron d'assimilation nitrite/nitrate, ce qui suggère 

qu’elle est plus efficace pour réduire la teneur en nitrates du sol. Des travaux 

effectués par Yu et al. [422], suggèrent qu’un mutant CHA0-ΔretS-Nif contenant 

un opéron intégré de fixation de l'azote, montre une activité fondamentale de la 

nitrogénase, indiquant que les protéines Nif ont été exprimées avec succès dans 

tous les transformants, bien que le degré de l'activité de la nitrogénase diffère 

entre eux. Cette différence peut être due au fait que l’îlot du gène Nif a été insérée 

de manière aléatoire dans le génome de souches de CHA0 mutantes, et que le 

positionnement de l’îlot du gène Nif sur différents sites génomiques affecterait 

l’expression des protéines Nif.  
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Il est important de noter que la croissance de Arapidopsis thaliana, après 

l’application de la bactérie CHA0-ΔretS-Nif, était supérieure à celle des groupes 

témoins et même supérieure à celle des plantes sujette à la souche d'origine 

DSM4166 avec intégration de l'îlot du gène Nif. Ces résultats pourraient être 

expliqués par l'activité de biocontrôle de P. protegens CHA0 qui possède ses 

propres mécanismes de biocontrôle, son propre mode de vie, qui ont démontré 

leur capacité à favorise la croissance des plantes. Par conséquent, la nouvelle 

souche de biocontrôle CHA0-ΔretS-Nif a divers effets sur la croissance des 

plantes après l’acquisition de la capacité de fixation de l'azote. 

La capacité des Pseudomonas à coloniser la rhizosphère et être 

compétitives avec d’autre communautés microbiennes ; provient de leur capacité 

à absorber des éléments importants pour leur survie, tel que le fer, et à produire 

de nombreux antibiotiques tels que le cyanure d’hydrogène (HCN) et autres 

antibiotiques, ce qui leur confère un avantage concurrentiel dans la complexité 

rhizosphérique.  

L'absorption de fer est particulièrement importante pour la croissance 

bactérienne  et, par conséquent, la synthèse des transporteurs de fer à membrane 

externe (appelés transporteurs dépendants de TonB TBDT) est donc régulée de 

différentes manières. Ces transporteurs présentent une grande affinité et 

spécificité pour les chélates de métal (sidérophores) et nécessitent de l’énergie 

dérivée de la force proto-motrice à travers la membrane interne pour être 

transportés [423]. Pour exploiter cette source d'énergie, les TBDT doivent interagir 

avec un complexe protéique de la membrane interne constitué de TonB ExbB et 

ExbD [424]. Selon son rôle dans le transport du fer, tous les TBDT pour les 

sidérophores ferriques sont contrôlés par Fur et leur expression est donc supprimé 

lorsque le fer atteint un certain niveau. 

Le transport des sidérophores ferriques à travers la membrane externe  tire 

son énergie de la puissance proto-motrice de la membrane interne. Cela nécessite 

un complexe TonB qui convertit l’énergie dans la membrane interne constitué des 

protéines TonB, ExbB et ExbD. TonB interagit avec les transporteurs de 

membrane externes au niveau du motif TonB-box. Le transport des sidérophores 

ferriques à travers la membrane interne nécessite une protéine de liaison 

périplasmique et un transporteur ABC. Une fois que le sidérophore ferrique est 
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pénétré dans le cytoplasme, l’ion ferrique (Fe 3+) est réduit en ion ferreux (Fe 2+), 

destiné au stockage ou à l’incorporation à des enzymes. L’excès de Fe 2+ (qui 

pourrait induire la formation de radicaux nocifs pour la cellule) se lie à la protéine 

répresseur Fur, qui à son tour se lie aux promoteurs cibles (Pfur) et empêche la 

transcription des gènes de transport des sidérophores. Tant le transport que 

l'induction nécessite une transduction d'énergie du complexe TonB-ExbB-ExbD 

dans la membrane interne [425]. 

Pseudomonas fluorescens Pf-5 produit deux sidérophores, une pyoverdine 

et une enantio-pyocheline, et son protéome comprend 45 protéines TonB-

dépendante de la membrane externe, qui interviennent généralement dans 

l'absorption de sidérophores et d'autres substrats de l'environnement. 18 d'entre 

elles ont un domaine N-terminal de signalisation caractéristique des transducteurs 

de TonB-dependant (TBDT), qui sont impliqués dans les systèmes de 

signalisation de surface cellulaire [425]. 

Les analyses phylogénétiques des 18 TBDT et des récepteurs dépendants 

de 27 TonB (TBDR), dépourvus du domaine de signalisation N-terminal, 

suggèrent une histoire évolutive complexe impliquant un transfert horizontal entre 

les différentes souches microbiennes. Des fonctions putatives ont été attribuées à 

certains TBDR et TBDT dans des clades comprenant des orthologues bien 

caractérisés d'autres Pseudomonas spp [426]. 

Le cyanure d'hydrogène (HCN) est un composé antimicrobien à large 

spectre, impliqué dans la lutte biologique contre les maladies des racines, 

synthétisé par de nombreux Pseudomonas spp. fluorescents associés aux 

plantes. La HCN-synthase est codée par trois gènes de biosynthèse 

( hcnA,  hcnB et hcnC ), mais on en sait peu sur la diversité de ces gènes 

chez Pseudomonas spp. Dans des travaux réalisés par Ramette et al. [427], 

la séquence partielle hcnBC a été déterminée pour une collection mondiale 

de Pseudomonas spp. Les phylogénies basées sur hcnBC et les séquences 

protéiques déduites ont révélé quatre groupes bactériens majeurs, mais des 

synergies topologiques ont été observées entre phylogénies hcnBC et à base 

d’ARNr 16S, suggérant un transfert latéral antérieur de hcnBC entre les 

Pseudomonas saprophytes colonisant les racines. 
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DISCUSSION GÉNÉRALE 

 

La rhizosphère est une niche préférentielle pour divers types de 

microorganismes, en particulier les PGPRs qui s’addaptent aux exsudats 

racinaires et interagissent de manière phytobénéfique, directement ou 

indirectement, pour la croissance des plantes. Ces rhizobactéries colonisent 

efficacement les racines végétales et peuvent améliorer leur croissance, en 

augmentant les rendements en produits agricoles et en biomasse végétale [428], 

grâce à leurs propriétés phytobénéfiques, notamment, la fixation de l'azote, la 

production de phytohormones, la mobilisation des éléments nutritifs ou leurs 

capacités de bioprotection. Outre ces actions bénéfiques sur les plantes, 

l’utilisation des PGPRs répond également à des objectifs agroécologiques 

souhaitables, notamment en ce qui concerne les nouvelles orientations, voire 

exigences,  de la gestion durable des pratiques agricoles, de par son respect de 

l’équilibre biologique naturel ainsi que de l'environnement [429]. Dans ce contexte, 

de nombreuses études s’intéressent à la recherche de microorganismes PGPRs 

potentiels, par l’isolement, l’identification et leur application en tant que solution 

alternative aux intrants chimiques [8, 53]. 

Notre étude s’est intéressée à mettre en évidence les effets 

phytobénéfiques recherchés, selon deux types de mécanismes l’un est 

symbiotique (Rhizobium) et l’autre non symbiotique (Pseudomonas). De plus, à 

travers la variation de nos conditions expérimentales, sous serre et en plein 

champ, il nous a été possible de constater l’impact des potentialités 

rhizobactériennes et l’expression des effets positifs recherchés. En effet, la 

coinoculation avec des souches de Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium 

fabae a influencé considérablement la croissance des plantes, le nombre de 

nodules produits et la fixation de l’azote atmosphérique, notamment en plein 

champ.  

La croissance et l’activité métabolique des Pseudomonas fluorescens sont 

plus fortes et peuvent être maintenues plus longtemps dans la rhizosphère par 

rapport au sol environnant [430]. L’efficacité des effets bénéfiques des 

Pseudomonas fluorescens dans le champ, dépend d’une colonisation racinaire 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00144/full#B21
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réussie [431], nécessitant une bonne compréhension de la localisation, de 

l’organisation, de l’activité et de la viabilité des colonies bactériennes dans la 

rhizosphère le long de la racine [432]. Ainsi, des échecs dans des études 

précédentes, de promotion de la croissance végétale, ont été souvent associés à 

la faiblesse de leur rhizocompétence [433].  

selon Shishido et Chamvay [434], l’évaluation de la colonisation des racines 

par les PGPRs a montré que les chutes de populations bactériennes n’étaient pas 

associés à la variabilité de la réaction de croissance au champ. Leurs résultats 

indiquent qu’une fois que la stimulation de la croissance a été induite en serre, le 

taux relatif de croissance des plantules peut augmenter de plus de 100% au 

champ. 

Le type et la quantité d’exsudats racinaires sont influencés par l’espèce et 

l’âge de la plante [435], la zone d’excrétion [432], ainsi que les conditions 

environnementales [379]. La capacité de colonisation peut également être liée aux 

mécanismes impliqués dans le biocontrôle; l’antibiose nécessite une colonisation 

appropriée de la souche impliquée, contrairement au mécanisme de la résistance 

induite [232]. Ceci peut inhiber ou stimuler la croissance de certaines bactéries, 

affecter la structure bactérienne en espèce, ainsi que la proportion de cellules 

viables et mortes [436]. 

Les rhizobactéries bénéfiques sont également influencées par les 

composés d’origine microbienne impliqués dans le parasitisme, l’antagonisme ou 

la compétition. De plus, les signaux moléculaires, à savoir des composés de faible 

poids moléculaire, émis par un organisme est reconnus par d’autres qui induisent 

une réponse interactive à ce dernier  sont également impliqués [40]. Ces signaux 

sont importants pour l’établissement d’interactions mutuelles et associatives entre 

microorganismes et racines de plantes [437].  

L'identification des gènes impliqués dans les processus d'inoculation et de 

colonisation des racines donnera un aperçu plus détaillé des interactions plante-

microorganismes et conduira à une application plus efficace des souches à 

inoculer. Plusieurs gènes de colonisation des racines chez 

Pseudomonas fluorescens ont été identifiés [438]. Rainey [439] a décrit une 

méthode permettant l’identification de gènes chez Pseudomonas fluorescens, en 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00144/full#B16
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00144/full#B38
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652017000301027&lng=en&tlng=en#B3
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652017000301027&lng=en&tlng=en#B15
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montrant des niveaux élevés dans leur expression rhizosphèrique. Cette méthode 

a identifié vingt (20) gènes induits dans la colonisation des niches 

rhizosphériques. Quatorze gènes ont montré une homologie significative, 

impliqués dans l’acquisition des nutriments et la réponse aux différents stress ; six 

gènes n’ont montré aucune homologie, et sept autres gènes de l’induction 

rhizosphérique (rhi) ont une homologie, permettant de reconnaitre les gènes non-

Pseudomonas.  

Les modes de coinoculation des Pseudomonas et de Rhizobium peuvent 

avoir des effets variables sur la croissance des légumineuses ; cela est en 

fonction de la phase du processus modifié par les PGPRs : infection, nodulation 

ou fixation de l’azote. Ceci a été démontré par des résultats prouvant que les 

souches de PGPRs (P. fluorescens, Chryseobacterium balusim et Serratia 

fonticola) et Sinorhizobium fredii ont provoqué les augmentations les plus 

significatives sur la croissance et le rendement de plantes, lorsqu’elles étaient 

inoculées à différents temps (PGPR ou S. fredii d’abord), bien que leur inoculation 

au même temps n’ait eu aucun effet, ceci est probablement dû à la concurrence 

entre les souches inoculées [353].  

Des études récentes indiquent que la coinoculation avec des rhizobiums et 

autres PGPRs peut affecter le métabolisme de la plante hôte. Cagide et al. [440] 

ont montré qu’un effet bénéfique de la coinoculation avec Bradyrhizobium elkanii 

et une souche PGPR sur la croissance du soja ; le taux de nodulation et le 

rendement en légumineuses ont été simultanément améliorés. En outre, sur la 

base d’une approche métabolique, ils ont démontré qu’un type différent de 

métabolites de plantes était se former à différents stades de développement. De 

nouvelles informations suggèrent que la coinoculation modifie le métabolisme 

primaire et secondaire de la plante, notamment les modifications du statut 

métabolique des nodules principaux et secondaires. Les travaux ont permis de 

découvrir un modèle différent de pigments photosynthétiques et photoprotecteurs, 

de flavonoïdes, d’acides organiques et de glucides. 

L’inoculation microbienne peut modifier, au moins temporairement, la 

communauté bactérienne indigène du sol [441]. Celles-ci consistent en un 

mélange complexe de taxons endémiques et nouvellement introduits, avec un 

degré d’échange génétique entre les rhizobia et d'autres bactéries du sol 
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[442].  Lu et al. [443] ont montré que l’inoculation de Rhizobium a modifié les 

communautés bactériennes dans la rhizosphère et les nodules, quel que soit 

le statut du milieu de croissance. Les différences dans la physiologie des bactéries 

(y compris leur capacité à établir diverses interactions entre elles) affectent la 

composition des communautés microbiennes dans le sol, la rhizosphère et les 

nodules de légumineuses [444, 445]. Denton et al. [446] ont démontré que 

l’inoculation de plants de fève avec des densités suffisantes de Rhizobium peut 

augmenter la fixation de N2  en présence de populations importantes, ce qui 

suggère que l’inoculant Rhizobium et les bactéries du sol pourraient former une 

association pour une nodulation efficace et une meilleure fixation d’azote.  

De nombreux facteurs biotiques et abiotiques contribuent au processus de 

la colonisation chez les Pseudomonas dans la rhizosphère. Ces facteurs vont du 

type et de la quantité des exsudats racinaires produits par les plantes à la capacité 

des bactéries à utiliser ces sources pour leur mobilité et à des fins métaboliques 

[447]. Cependant, le pouvoir tampon du microbiote du sol et des plantes n’est pas 

bien compris. Par conséquent, comprendre la persistance des bactéries inoculées 

sur le terrain et leurs impacts sur les communautés microbiennes indigènes revêt 

une importance, théorique et pratique, en ce qui concerne l’utilisation des 

inoculats microbiens en agriculture. 

Les méthodologies classiques appliquées en microbiologie du sol et dans 

les études de l’écologie microbienne, chez les communautés bactériennes 

telluriques ou rhizosphériques, même si elles permettent de mettre en évidence 

les effets phytobénéfiques, néanmoins l’évaluation quantitative et implicative 

moléculaire ne peut être que globale. La microbiologie de la rhizosphère dans sa 

grande complexité, qui s’ajoute à la spécificité interactive avec les plantes 

(architecture et exsudats racinaires) est en phase d’établir des protocoles qui 

devraient clarifier le type de telles interactions. Actuellement, on fait recours à des 

méthodologies de conception et de modélisation, à partir de systèmes bien définis, 

afin d’élucider au moins partiellement quelques aspects métaboliques et 

moléculaires. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5702347/#B10
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CONCLUSION 

 

Notre étude sur l’interaction de deux types bactériens; l’un est symbiotique 

Rhizobium fabae (R1 et R2), l’autre est  non symbiotique  Pseudomonas 

fluorescens (S20, CHAO et P64) avec la fève (Vicia fabae), a mis en évidence une 

stimulation dans le processus de nodulation, accompagnée de phytostimulation de 

la croissance végétale.  

En premier lieu, à titre de prérequis, pour la réussite de cette association où 

la population bactérienne symbiotique endophyte s’attache de manière spécifique, 

il a été démontré que les souches de Pseudomonas se caractérisent par une 

compétence rhizosphérique. En effet, par rapport aux densités bactériennes 

introduites initialement (108 CFU/g de sol), les niveaux de colonisation, estimés en 

moyenne à 1011 CFU/g de sol, sont nettement supérieurs et traduisent une bonne 

adaptation à l’environnement radiculaire des plantes testées. La colonisation est 

conditionnée par la quantité et la qualité des exsudats racinaires, en exerçant 

même un gradient de sélection au sein des communautés microbiennes 

rhizosphériques. Les souches de Pseudomonas fluorescens se caractérisent par 

leur capacité à utiliser une large gamme de composés organiques libérés par les 

plantes. Dans des travaux précédents [20], ces souches ont montré leur 

adaptation à différentes niches rhizosphériques, et ce malgré leurs origines 

végétales par rapport aux plantes testées. En plus elles ont induit des effets 

phytobénéfiques. 

La phytostimulation induite par les souches de Pseudomonas fluorescens 

chez la fève, s’est traduite par une amélioration des phytomasses aériennes et 

racinaires, notamment en interaction avec la souche P64. L’impact de l’interaction 

des souches de Pseudomonas fluorescens et de Rhizobium fabea sur la 

stimulation de la nodulation, est plus notable avec les interactions  P64-R1 et P64-

R2. Des gains très appréciables, en nombre de nodules par plant dépassant le 

taux de 128 %, ainsi que des gains en matières azotées totales atteignant 82 %. 

La comparaison des effets de la phytostimulation, entre les 

expérimentations conduites sous serre ou en plein champ, a révélé des niveaux 

appréciables de biostimulation de la croissance et de la nodulation. L’impact de 
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l’association des deux groupes rhizobactériens est mieux perceptible dans les 

conditions de plein champ par rapport aux essais sous serre. Ces résultats 

mettent en évidence que l’efficacité de ces interactions rhizobiennes est plus 

perceptible en conditions naturelles, considérées plus stressantes aux populations 

bactériennes. Il est souvent question que les interactions se mettent plus en 

activité en présence de facteurs stressants. 

La phylogénie moléculaire des souches de Rhizobium et de Pseudomonas, 

ADNr-16S et les gènes de ménages, nous a apporté un complément 

d’informations sur la taxonomie des souches étudiées. Les gènes nifH et nodC 

chez Rhizobium ont montré une forte homologie entre R. fabae, R. leguminosarum 

et R. pisi. La souche CHA0 de Pseudomonas protegens présente beaucoup de 

similarité avec Pseudomonas fluorescens pour les séquences protéiques d’HCN 

et de TonB. Ces deux genres bactériens ont présenté des topologies différentes 

pour les séquences d’ARNr 16S. 

Les PGPRs possèdent plusieurs avantages pour une utilisation à grande 

échelle, ils colonisent efficacement les racines de plantes génétiquement très 

éloignées, de plus, les nombreuses connaissances acquises sur leur production 

commerciale, leur physiologie et leur génétique s’ajoutent à ces avantages. La 

formulation des inoculats de bactéries sélectionnées, destinées aux applications 

pratiques comme biofertilisants, constitue une solution, économiquement rentable 

et écologiquement recherchée, afin de minimiser l’application des intrants 

chimiques.  

Les mécanismes par lesquels les PGPRs induisent des bénéfices 

réciproques avec leurs plantes hôtes ne sont pas complètement élucidés. En plus, 

ces microorganismes doivent être compétents et pouvoir résister dans la 

rhizosphère influencée par plusieurs facteurs, notamment le type de sol, la plante 

hôte et les pratiques agricoles. Donc, il devient nécessaire de mieux comprendre 

les aspects communicatifs et de signalisation, notamment ceux ayant des 

déterminismes biochimiques et moléculaires entre les groupes de PGPRs 

(symbiotiques et non symbiotiques), qui sont impliquées dans les interactions 

plante hôte - rhizobactéries, ce qui constitue un indice fondamental sur la synergie 

observée dans la stimulation de la croissance des plantes. Cette situation 

synergétique, ou de complémentarité pour des rôles phytobénéfiques, peut être 
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valorisée notamment en conditions défavorables par la sélection de souches 

douées de potentialités stables, reproductibles et adaptées aux différentes 

conditions telluriques. Ainsi, l’investigation des phylogénies moléculaires et 

l’adoption de méthodologies et de techniques microbiologiques appropriées aux 

niches rhizosphériques, deviennent indispensables pour élucider et comprendre 

les interactions rhizobactériennes et plantes. 
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APPENDICE A  

LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS 

°C 

ACC  

Degré Celsius 

1-aminocyclopropane-1-carboxylate  

ADN 

AIA  

AON 

ARN 

Acide deoxyribonucléique  

Acid indol-acétique 

Autoregulation Of Nodulation 

Acide ribonucléique 

ADNr  Acide deoxyribonucléique ribosomique  

ARNr 

ATP 

CFU 

cm 

CPS 

DAPG 

Acide ribonucléique ribosomique  

Adénosine 5-triphosphate 

Colony Forming Unit 

Centimètre 

Polysaccharides de capsule 

Diacéthylephloroglucinol 

EPS  

FN 

g 

HCN 

Exopolysacharides  

Facteurs Nod 

Gramme 

Cyanure d’hydrogène 

hsn  

ISR 

Host specific nodulation (gènes de la spécificité de 

l’hôte) 

Induced Systemic Resistance (Induction Systémique 

de Résistance) 

Kb  

MAT 

ml 

mm 

m 

Kilobase  

Matière azotée totale 

Millilitre 

Milimètre 

mètre 

LCO 

LPS  

mn 

lipochitooligosaccharides  

lipopolysaccharides 

minute 

N2  

NCBI 

PDA 

PGPB 

PGPF 

PGPR 

PHZ 

PLT 

PRN 

QS 

SV 

TSI 

 

Nitrogène  

National Center for Biotechnology  Information 

Potato Dextrose Agar 

Plant Growth Promoting Bacteria 

Plant Growth Promoting Fungi 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

Phénazines 

Pyolutéorine 

Pyrrolnitrine 

Quorum sensing 

Symbiovar 

Tolérance systémique induite 
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APPENDICE B 

1- MILIEUX DE CULTURE 
 
Milieu King B (King et al., 1954). 
- Peptone(Difco) 20 g 
- Glycérol (prolabo) 15 ml 
- K2HPO4 (sigma) 1,5 g 
- MgSo4 (sigma) 1,5 g 
- Agar (sigma) 15 g 
- Eau distillée 1000 ml 
- pH=7,2, autoclavage 20 minutes à 120 °C 
 
Milieu PDA gélosé (Potato Dextrose Agar) (Jonsthon et Booth, 1983). 
- Pomme de terre 200 g 
- Dextrose 20 g 
- Agar 15 g 
- Eau distillée 1000 ml 
- pH=7, autoclavage 20 minutes à 120 °C 

 

      2 – COLORATION DE Gram (Prescott ,2003): 

1. Prélèvement du frottis bactérien sur une lame et le fixé. 
2. Recouvrir la lame avec du violet de gentiane pendant 2 minutes, puis le rincer à 
l’eau distillée. 
3. Recouvrir avec une solution de lugol pendant 2 minutes, rincer à l’alcool jusqu’à 
ce la disparition de la couleur 
4. Recouvrir la lame avec de la fushine durant 2 minutes, puis rincer le colorant 
avec del’eau distillée. 

Observation sous microscope optique. 

       3 – DOSAGE DE L’AZOTE TOTALE  (Kjeldahl, 1883) : 

Composition du Catalyseur :  

250 g de K2SO4 

250 g de CuSO4  

5 g de Sélénium  

20 ml d‘acide sulfurique (d = 1,84). 

 Composition de l’indicateur (pour 1 litre de solution) :  

20 g d‘acide borique  

200 ml d‘éthanol absolu  

10 ml d‘indicateur contenant : ¼ de rouge de méthyle à 0,2% dans l‘alcool à 95 °et 

de ¾ de vert de bromocresol à 0,1% dans l‘alcool à 95°. 
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APPENDICE C  

 ANALYSE DE LA VARIANCE 

 

Essai sous serre 

Hauteur des tiges 

                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL        12543.73        71               176.67 
VAR FACTEUR    562.65            11                51.15                  1.42        0.1940 
VAR.BLOCS        741.84           2                370.92                  10.33       0.0002 
VAR RESIDUEL    1651.32         46                 35.90                                                  5.99      9.7% 
Longueur des racines  

                                  S.C.E         DDL             CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL            2096.43        71                             29.53                              
VAR FACTEUR         354.63       11                              32.24           3.88          0.0006           
VAR.BLOCS            103.77          2                             51.89             6.24           0.0041 
VAR RESIDUEL      382.40         46                               8.31                                              2.88       9.6%                        

Poids frais des pousses 

                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL          10813.08      71                 152.30                              
VAR FACTEUR       248.12        11                  22.56                 0.91          0.5375          
VAR.BLOCS           117.71          2                  58.86                 2.38          0.1019 
VAR RESIDUEL    1137.99         46                  24.74                                                   4.97     14.1%                        
Poids frais des racines 

                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL            1935.86      71                27.27                              
VAR FACTEUR        96.91          11                8.81                     3.06          0.0038          
VAR.BLOCS            13.75           2                 6.87                      2.39          0.1013 
VAR RESIDUEL      132.51         46                 2.88                                                    1.70     19.0%                        
Poids sec des pousses 

                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL            110.06      71                  1.55                              
VAR FACTEUR        6.78         11                   0.62                    2.05          0.0444          
VAR.BLOCS            4.74          2                   2.37                     7.90          0.0012 
VAR RESIDUEL       13.82         46                   0.30                                                    0.55     15.8%                        
Poids sec des racines 

                                  S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL             13.55      71                      0.19                              
VAR FACTEUR         7.27         11                     0.66                7.18          0.0000          
VAR.BLOCS             0.16          2                      0.08                0.89          0.4195 
VAR RESIDUEL        4.23         46                      0.09                                                   0.30     32.2%                        
Teneur en matière azotée totale (MAT %) 

                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL             450.82          71               6.35                              
VAR FACTEUR        305.38         11                 27.76                22.31          0.0000          
VAR.BLOCS               0.59           2                 0.29                    0.24          0.7941 
VAR RESIDUEL         57.24         46                 1.24                                                    0.30   6.8%                        
Nombre de nodules 

                                 S.C.E         DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL           10729.67    35                 306.56                              
VAR FACTEUR       9505.71      11                 864.16               18.28          0.0000          
VAR.BLOCS           183.79        2                   91.89                  1.94          0.1653 
VAR RESIDUEL       1040.16     22                  47.28                                                  6.88   9.8%                        
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Essai plein champ 

Longueur des racines 

                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL          100.10      35                    2.86                              
VAR FACTEUR       66.25       11                    6.02                 4.94           0.0008            
VAR.BLOCS           7.02         2                     3.51                 2.88           0.0763 
VAR RESIDUEL       26.83       22                   1.22                                                    1.10      9.4% 
 

Poids frais des racines 

                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL           21.22        35                    0.61                              
VAR FACTEUR       21.27       11                     1.12                3.00           0.0137           
VAR.BLOCS            0.78        2                      0.39               1.04           0.3703 
VAR RESIDUEL        8.18        22                    0.37                                                 0.61      17.8% 
 

Poids sec des pousses 

                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL           58.57       35                     1.67                              
VAR FACTEUR       14.70       11                     1.34                1.23          0.3253           
VAR.BLOCS          19.97       2                       9.98                9.19          0.0013 
VAR RESIDUEL      23.90       22                      1.09                                                1.04      24.2% 
 

Poids sec des racines 

                                  S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL            0.95        35                    0.03                              
VAR FACTEUR        0.36       11                     0.03                  1.36          0.2600           
VAR.BLOCS           0.06        2                      0.03                  1.35          0.2807 
VAR RESIDUEL       0.53       22                      0.03                                                 0.15      27.2% 
 

Nombre de nodules 

                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL         3567.14      35                 101.92                              
VAR FACTEUR      2873          11                 261.20               9.12          0.0000           
VAR.BLOCS          63.75         2                  31.87                 1.11          0.3475 
VAR RESIDUEL      630.17       22                  28.64                                                 5.35      16.3% 

 
Teneur en matière azotée totale (MAT%) 

                                 S.C.E       DDL     CARRES MOYENS    TEST F    PROBA    E.T      C.V 

VAR.TOTAL          366.31       35                 10.47                              
VAR FACTEUR      335.51       11                 30.50                  23.54          0.0000           
VAR.BLOCS            2.30        2                   1.15                     0.89           0.4294 
VAR RESIDUEL       28.51       22                  1.30                                                    1.14       6.1% 
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APPENDICE D  
 

1. Codes d’accession (GenBank) des différents gènes de Rhizobium spp. 

Source: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/taxonomy/ 

 

  Espèces ARNr 16S Espèces rpoB  Espèces gyrB 

R.fabae strain 

CCBAU 33202 
NR115872.1 

R.fabae strain 
CCBAU 33202 

FJ392877.1 
R.fabae strain 
CCBAU33202 

KC293523.1 

R. leguminosarum 

bv. viciae strain USDA 2370 
NR044774.1 

R.leguminosarum bv. 
viciae 

EF202569.1 
R.leguminosarum 
bv. trifolii strain 3.22 

JQ795182.1 

R. phaseoli strain 

ATCC 14482 
NR044112.1 

R.phaseoli strain ATC
C 14482 

HQ670651.1 

 

R.phaseoli strain 
ATCC 14482 

KC293518.1 

 

R. etli strain 

CFN 42 
NR074499.2 

R.etli strain 
HBR2 

JN580720.1 
R. etli strain 
CNPSO664 

JN129333.1 

R. tropici strain 

USDA 9030 
NR026067.1 

R.tropici strain 
H20 

JF318217.1 

 

R.tropici strain 
CNPSO655 

JN129327.1 

 

R.gallicum strain 

R602sp 
NR036785.1 

R. gallicum strain 
R602sp 

EF027930.1 

 

R. gallicum strain 
R602 

HQ438235.1 

R.leucaenae strain 

LMG 9517 

NR118993.1 

 

R.leucaenae 
strain HBR12 

JN580728.1 
R.leucaenae strain 
CNPSO660 

JN129330.1 

R.giardinii strain 

H152 
NR026059.1 

R. giardinii strain 
USDA 2914 

MF350317.1 

 

R. giardinii strain 
H152 

HQ438240.1 

 

R.pisi strain 

DSM 30132 

NR115253.1 

 

R. pisi strain 
DSM 30132 

JQ795190.1 

 

R. pisi strain 
DSM 30132 

JQ795183.1 

S. meliloti strain 

IAM 12611 

NR043399.1 

 
- - - - 
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Espèces nodC Espèces nifH Espèces Nitrogenase 

R. fabae strain  

CCBAU 33202  

JN580683.1 

 

R.fabae strain  
CCBAU 33202  

JN580789.1 R. fabae 
AEZ05090.1 

 

R. leguminosarum bv. viciae 

strain USDA 2370  
FJ596038.1 

R. leguminosarum 
isolate USDA 2370 

DQ450935.1 R. phaseoli RDJ04533.1 

R.phaseoli strain  

ATCC 14482  

HM441255.1 

 

R.phaseoli strain  
ATCC 14482 

JN580788.1 
R. leguminosarum  
bv. trifolii 

RFB83363.1 

R. etli bv. Phaseoli 

 isolate RP330  

DQ413003.1 

 

R. etli bv. Phaseoli 
 isolate RP330  

DQ413018.1 

 
R. etli WP020923547.1 

R.tropici strain 

 UPRM 8033  

AY166842.1 

 

R.tropici strain  
UPRM 8021 

EU490519.1 R. tropici 
BAU45301.1 

 

R. gallicum bv. 

gallicum strain R602sp 

AF217266.1 

 

R. gallicum bv. 
gallicum strain IE4770 

AY907475.1 R. gallicum WP040114461.1 

R.leucaenae strain  

HBR12 

JN580662.1 

 

R.leucaenae strain 
 HBR12 

JN580767.1 R. leucaenae 
AEZ05068.1 

 

R. giardinii bv. giardinii  

strain H152 
AF217267.1 

R. giardinii strain 
 HBR21 

JN580774.1 R. giardinii 
AEZ05075.1 

 

R. pisi strain 

 DSM 30132 
JN580682.1 

R.pisi strain 
 DSM 30132  

JN580787.1 

 
R. pisi 

AEZ05088.1 
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2. Codes d’accession (GenBank) des différents gènes de Pseudomonas spp. 

Source : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/taxonomy/ 

Espèces ARNr 16S Espèces rpoD Espèces  HCN Espèce TonB 

P. protegens  

strain Darke 

KT695848.1 

 

P. protegens  
strain CHA0 

DQ458677.1 

 
P. protegens CHAO WP053157943.1 

P. fluorescens 
R124 

EJZ60772.1 

P. protegens  

strain CHA0 
NR_114749.1 

P. protegens  
strain PGNR1 

DQ458686.1 

 
P. protegens Pf-5 

ANF06960.1 

 

P. fluorescens 
F113 

AEV61137.1 

 

P. fluorescens  

strain WSM3457 

JF423119.1 

 

P. putida  strain 
CFBP 5933 

HF545859.1 P. fluorescens WP014337865.1 
Pseudomonas 
putida DOT-T1E 

AFO49835.1 

P. fluorescens  

strain TAUC8 
HQ914783.1 

P. putida  
strain MG2010 

KR559354.1 

 
P. chlororaphis WP114761760.1 

Pseudomonas 
putida BIRD-1 

ADR62648.1 

P. putida KC189961.1 
P.fluorescens  
strain QAU67  

KM251441.1 
Pseudomonas sp. 
AD21 

WP102358434.1 
P.protegens 

Cab57 
BAO60539.1 

P. putida strain  

ATCC 17390 
AF094737.1 

P.fluorescens  
strain CFC1595  

KF701428.1 
Pseudomonas sp. 
GM30 

WP007965625.1 
P. protegens 
CHAO 

AQT07902.1 

P. fluorescens  

strain IAM 12022 
NR_043420.1 - - - - - - 

P. protegens  

strain Clinton 

KT695847.1 

 
- - - - - - 

P. protegens  

strain 1B1 
KT695804.1 - - - - - - 

P. putida  

strain 4A1 

MH379785.1 

 
- - - - - - 

P. putida  

strain AA7 
KX817279.1 - - - - - - 
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