Republigue Algéerienne Democratigue et Populaire

Ministare de "'Enseignament Supéarieur
&
de la Recherche Scientifigue

Universite d’Oran « ES-SENIA »
Faculté Département
des Sciences de Biotechnologie

Thése de Doctorat en Microbiologie

Presentée par ;

M MERABET Chahinez
Théme
Diversité et role des rhizobia des régions salées
et arides d’ Algérie -
—
Soutenue le ... 2007 devant la commission d’examen composée de :
Président : Mme FYAD-LAMECHE Fatima Zohra, Professeur a
I'Université d’Oran
Examinateur : Melle WILLEMS Anne, Professeur & ['université de Gand,
Belgique
Examinateur : Mr OUNANE Sidi Ahmed, Maitre de conférences, INA, Alger
Examinateur Mr BABA AHMED HAMED bey, Maitre de conférences,

Université d’Oran ES-Senia

Directeurs de thése : Mr BEKKI Abdelkader, Professeur 4 I'Université d’Oran
Mr de LAJUDIE Philippe, Directeur de recherches a I'IRD,
France



Remerciements

Ce travail de thése a été réalisé dans les laboratoires suivants :

Au laboratoire de Biotechnologie des Interactions Plantes-Microorganismes de
U'Université d’Oran, Es-Senia, Algérie
Au laboratoire des Symbioses Tropicales et Méditerranéennes, Montpellier,
France
Au laboratoire de Microbiologie, Université de Gand, Belgique.

Par ce présent travail, jadresse mes sinceéres remerciements a toutes les
personnes qui ont contribué de prés ou de loin a sa réalisation et 4 son

aboutissement.

Je remercie le professeur Abdelkader Bekki, Professeur a I’Université d’Es-
Senia, pour avoir bien voulu étre le directeur de ma these. Je lui suis
reconnaissante pour ses conseils, ses encouragements et l'aide qu’il m’a apportée
durant toutes ces années de these et bien avant pendant mon Magister. Je le
remercie pour la confiance qu’il m’a accordée et pour l'opportunité de
nt'introduire dans le vaste monde de la recherche. Qu’il trouve dans cette these

Uexpression de ma profonde gratitude et respect.

Le destin réserve bien des surprises a I'étre humain, et l'une des plus belles
qu’il m’a faite est celle de m’avoir permis de travailler sous la direction de mon
deuxieme directeur de thése le Dr Philippe de Lajudie, directeur de recherches a
UIRD, France. ['ai beaucoup appris de vous tant en sciences qu’en qualités
humaines. Je vous adresse par ce travail tous mes remerciements de m’avoir

encadré et dirigé pendant ces années de thése.

Je tiens a remercier en ce lieu monsieur le directeur du LSTM le Dr Bernard
Dreyfus de m’avoir accueilli dans son laboratoire, pour sa gentillesse et son aide,
minsi que toute 'équipe du LSTM, chercheurs, ingénieurs, techniciens et

thésards.



[

=
e

—_—
. j

——

Je remercie tous les membres du jury qui ont accepté d'évaluer ce travail

Au professenr Fatima-Zohr Fyad-Lameche, professeur & Uuniversité d’Oran
Es-Senia et qui a bien voulu présider ce jury.

Au professeur Anne Willems, professeur au laboratoire de Microbiologie de
L'Université¢ de Gand, Belgique. Je la remercie égnlement de m’avoir accueillie
pendant deux séjours au Laboratoire de Microbiologie de Gand, et aw cours
desquiels, jai profité de ses conseils ef de son aide pour la réalisation d'une
grande partie de ce travail de these. Mes sinceves remerciements vont également a
tous les membres de son équipe : au Professeur M. Gillis, a Mime R. Coopman, au
Dr M. Martens, ainsi qu’a tous les autres collegues du Fourth floor.

Mes remerciements s’adressent égulement au Dr Sidi-Ahmed Ounane, maitre
de conférences a 'INA, d’Alger qui m’a fait honneur de bien vowloir se déplacer

pour juger ce travail.

Mes sinceres remerciements s'adressent & Mr BABA Ahmed Hamed Bey, le
chef du département de Biotechnologie pour ses conseils, son aide ses
encouragements et d'avoir acceplé malgré ses nombreuses taches d'examiner ce

travail,

Une grande partie de ce travail de these a été possible grice a une bourse de these
de 18 mois accordée par le département de soutien et de formation (DSF) de
VIRD (Institut de Recherche pour le Développement) de France et qui m’a permis
de réaliser trois séjours au LSTM de Montpellier. Je remercie chaleureusement

cet mnstitut de m’avoir accordé ce financement.

Je remercie énormément Mr Miloud Aovissaf, Melle Soraya Fares, Mr

Madkour et toute V'éguipe de VITELV (Institut technigue d'élevage) a Saida, qui



nous ont offert une surface d’essai dans leur institut et pour toute l'aide qu’ils

nous ont apportée dans la réalisation de nos essais au champ.



Dédicaces

Je dédie ce travail en premier lieu a mes parents, qui ont toujours été présents a mes
cOtés pour me soutenir et m’encourager. Je n’aurais siirement pas réalisé ce chemin
sans votre aide constante, aujourd’hui cette thése est la pour vous montrer que vos
efforts ne furent pas vains.

Je dédie ce travail a mon grand frére Sadri a sa femme Nacéra et ses deux filles Lina et
Sirine.

Une énorme dédicace a Hind, qui a contribué également a la réalisation de ce travail
par son aide dans la rédaction et dans les taches ménageres et d mon frére Douliem

Une dédicace a toute ma famille dans tout le territoire algérien.

Je dédie ce travail a tous mes collégues d’Oran qui m’ont soutenu et apporter aide,
écoute et encouragements : En premier, A Leila Bouchentouf amie pour le bon et pour
le pire, pour son aide morale et physique, pour ses encouragements, sa présence
permanente @ mes cotés, pour ses beaux yeux qui ont été les miens pour la correction
de la these, qu’ Allah te récompense autant que tu le mérites.

A Inas et toute sa famille, tu me manques beaucoup chére copine.

A Omar Hassaine notre ami de longue date, a Faiza Boukhatem qui m’envoie des
figure s pour ma thése bien qu’elle avait les mains dans la pate de Baklawa (merci), a
Sousou (soulef), a Faiza Boublenza la maman des deux petits chéris, a Fatima Ghazi,
a Habiba et sa sceur Nadjwa, a Hocine Ameziane, Amine Borsali, Amel Guermouche,
Meriem Bekki, Chahra Kassouar, Leila Stalli, notre chére Nacéra du département
pour son sourire, Samia de la fac et son mari Nour-Eddine, Ghanem de la
bibliothéque, a tous les enseignants, personnelles du département, techniciennes et
étudiants.

Je dédie cette thése a ma copine Angele et sa fifille Noémie, pour ses conseils, son aide,
sa présence a mes cOtés, ses jolies phrases et toute I'amitié et la confiance qu’elle m’a
accordée. Je dédie aussi ce travail d son mari Amidou et leur souhaite tout le bonheur
du monde.

Une dédicace pour mon amie Soraya d’Alger et ses deux enfants ainsi gu’a Nadia sa
sceur et toute sa famille.

¢ A tous les amis du LSTM (ma deuxieme famille de 'autre coté de la mer) qui on

rendu mes séjours da Montpellier si agréables et qui m’ont aidé a supporter
éloignement de la famille. Je tiens a leur exprimer toute mon amitié et mon respect.
A Odile et sa famille et en particulier Romain, a Gilou et ses petits, je te remercie



pour ton grand ceeur et ton aide en phylogénie. A |-C Avarre et sa douce Estelle pour
leur présence si agréable a mon ceeur, a Christine Leroux pour son amitié et ses bons
petits plats, 4 Sophie et Jocelyn qui m’ont offert un toit et une famille d’accueil, pour
leur gentillesse, a Marianne Jaubert, Jean-Claude Cleyet-Marel, Yves Prin, Pierre
Beunard, Lucette Maure, Lucette Garcia, Brigitte Brunel, Eric Giraud, Joél Fardoux,
Lionel Moulin et sa copine Delphine, Fabienne et son petit Alexandre, Cecile Rangin,
Felix, Xavier, Laurie, Mouni (Mounia Khalifa), Marc Ducousso, Marc Bousot, Marc
Neyra, Antoine Galiana pour son aide dans lanalyse statistique. A Clémence,
Nathalie Pujet, Laure Hannibal et a Freddy (Frederic Zakhia).

A tous mes amis du Sénégal : Abdallah, Diégane, Ibrahima, Mansour, Samba, Fatou,
Aboubakry et toute l'équipe du laboratoire de Dakar.

A ma copine du Burkina Faso : La chere Kady
A Younes du Maroc

A Mosbah Mahdhi de Tunisie.

M1 Merabet chahinez



Résumé :

Dans le but de sélectionner des couples symbiotiques rhizobia/légumineuses effectives
et adaptés au contraintes pédoclimatiques des zones salées et arides d’Algérie, nous avons
entrepris des prospections concernant les légumineuses d’intérét présentes dans ces zones.
Nous avons ainsi collecté des échantillons de sols, de nodules et de graines de Medicago,
Acacia, Retama, Lotus, Astragalus, Scorpiurus et Trigonella dans plusieurs régions salées et
arides d’Algérie. Une collection de 100 isolats bactériens ont été obtenus a partir des nodules
racinaires et caractérisée par des tests phénotypiques et génotypiques. La majorité des isolats
présentent une morphologie comparable a celle des rhizobia connus, mais se distinguent par
leur particuliére tolérance a la salinité (jusqu’a 800 mM NaCl dans YM), et leur forte
mucosité. Le test de nodulation in-vitro en conditions contrdlées a confirmé leur infectivité et
leur efficience vis-a-vis de leurs plantes hotes. Nous avons inclus dans notre étude 16 souches
isolées de Argyrolobium uniflorum, Lotus creticus, Medicago sativa, Trigonella monspeliaca,
Trigonella foenum graecum, Trifolium subterraneum et Lotus arabicus échantillonnés dans la
zone infra aride de Tunisie, au Sahel (Sénégal) et dans des sites dégradés du Liban. Un
premier criblage de I’ensemble de la collection sur la base du séquengage de la zone centrale
variable de 500 pb de I’ADNr 16S a permis d’affilier 88 souches & 11 groupes dans cinq
genres ;. Ensifer, Rhizobium Agrobacterium, Phyllobacterium et Bradyrhizobium. De fagon
singuliére nous avons trouvé qu’en Algérie I’espéce M. ciliaris est associée a des bactéries
affiliées aux genres Ensifer, Rhizobium et Phyllobacterium. Le séquengage de I’ADNr 16S
total de représentants de chaque groupe a révélé cinq nouveaux groupes, deux dans les genres
Agrobacterium et Rhizobium (collection d’Algérie) et trois dans le genre Ensifer (collection
de Tunisie - Sénégal). L originalité de ces groupes a ensuite ét¢ confirmée par d’autres
approches. Ainsi 1’analyse phylogénétique de plusieurs loci (MLSA) basée sur le séquengage
de cinq génes de ménage (recA, atpD, gind, thrC et gltd), les tests auxanographiques et la
recherche du gene nod4, nous permettent ainsi de proposer deux nouvelles especes dans le
genre Ensifer pour certaines souches originaires de Tunisie : Ensifer maghrebium sp. nov
pour les souches isolées de Argyrolobium uniflorum, Lotus creticus et Ensifer xericitae sp.
nov., pour les souches isolées de Argyrolobium uniflorum et Medicago sativa. Un troisiéme
groupe B de souches, toutes nodulant leur plante héte d’origine (Lotus arabicus), a été
rapproché a I’espéce E. adhaerens gvA. L’analyse des séquences par MLSA d’un quatriéme
groupe séparé dans Rhizobium, est en cours. Des microarrays dédiées aux génes nod4 et aux
génes de tolérance a la salinité ont été testées sur certaines souches. Nous avons par ailleurs
suivi la répartition des deux partenaires de la symbiose rhizobia / Medicago le long d’un
transect — gradient de salinité - dans la Sebkha de Misserghin. Les résultats montrent que la
distribution de la légumineuse est plus influencée par la salinité que son microsymbiote. Trois
souches de Ensifer medicae et deux souches de Ensifer meliloti ont été sélectionnées sur la
base de leur efficience (mesure du poids sec des parties aériennes et de I’ARA) sur trois
especes de Medicago (M. polymorpha et M. ciliaris) en serre et deux variétés de M. sativa
(d’Algérie et de Tunisie) en parcelles d’essai en zone semi-aride. Les couples symbiotiques
les plus performants Ensifer / Medicago sont proposés en fin de cette étude.

Mots Clés : rhizobium, biodiversité, Ensifer, MLSA, salinité, inoculum.



Abstract :

In the purpose of selecting nitrogen-fixing rhizobia/legumes couples well adapted to
saline and arid areas in Algeria, we prospected the leguminous plants of ecological and
agronomical interest present in these areas. We collected samples of soils, plant seeds and
root nodules of Medicago, Acacia, Retama, Lotus, Astragalus, Scorpiurus and Trigonella in
several regions. A collection of 100 isolates were obtained from root nodules and identified
by phenotypic and genotypic analyses. The majority of isolates presented morphological
characteristcs comparable to known rhizobia, tolerate high degree of salinity (up to 800 mM
NaCl in YM medium) and were mucuous. All strains were tested for nodulation with their
host plant in standard tube conditions. We included in our study 16 isolates originating from
Argyrolobium uniflorum, Lotus creticus, Medicago sativa, Trigonella monspeliaca,
Trigonella foenum graecum, Trifolium subterraneum and Lotus arabicus growing in the infra-
arid zone of South Tunisia, in the Sahelian zone of Senegal and in degraded sites in Lebanon.
A first screening of the bacterial collection, based on the 591 bp variable central part of the
16S rDNA sequencing , affiliated 88 strains to 11 groups in five genera, Ensifer, Rhizobium,
Agrobacterium, Phyllobacterium and Bradyrhizobium. Surprisingly, we found that Medicago
ciliaris is, in Algeria, associated to three rhizobial species, Ensifer, Rhizobium and
Phyllobacterium. The full length 16STDNA sequencing of representative strains of each group
revealed five new groups, two in Rhizobium (cluster E) and Agrobacterium (cluster D) among
strains from Algeria, and three in Ensifer (clusters A, B, C) among strains of Tunisia and
Senegal. Multilocus Sequence Analysis (MLSA) of five housekeeping gene (recA, atpD,
ginA, thrC and glt4), auxanographic data and nod4 gene sequencing confirmed that Ensifer
clusters A and C, consisting of strains isolated from Argyrolobium uniflorum, Lotus creticus
and Medicago sativa in Tunisia, represent two new species, for which we propose the names
Ensifer maghrebium sp. nov. and Ensifer xericitae sp. nov. respectively. A third group
(cluster B) is close to Ensifer adhaerens gvA and nodulate their host plant of isolation, Zotus
arabicus. MLSA of Rhizobium sp., (cluster E) is still in progress. We tested new microarrays
designed with nod4- and salt tolerance- gene sequence diversity. We investigated the
distribution of the two symbiotic partners rhizobia / Medicago across the salinity gradient
along a transect in the Sebkha of Misserghin. The results showed that the distribution of the
legumes is more influenced by the salinity than their microsymbiote. We selected three
Ensifer medicae and two Ensifer meliloti strains of the Algerian collection for greenhouse
plant tests of their effectivity with two Medicago species (M. polymorpha and M. ciliaris).
Their effectivity was estimated by ARA and plant aerial part dry weight measurements using
statistical calculations of data. The most effective strains were tested in open field located in
semi-arid zone of South-Western of Algeria, with two Medicago sativa varieties from Algeria
and fromTunisia. We conclude on the most efficient Ensifer/Medicago combinations.

Key words: rhizobium, diversity, Fnsifer, MLSA, salinity, inoculum.
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1. Problématique:

L’ Algeérie, située sur la rive sud de la Méditerranée, est le deuxiéme pays d’ Afrique
par sa superficie (2 381 741 km?). La plus grande partie de son territoire (84 %) est recouverte
par les sables du désert le plus grand et le plus aride au monde, le Sahara. Le reste du pays est
situé dans des étages bioclimatiques variant de semi-aride a sub-humide. Les besoins
alimentaires de la population algérienne, particulicrement dans les régions arides et semi-
arides ne sont pas couverts par la production agricole nationale qui reste tres faible comparée
a la demande (CNES, 1996). Les importations de produits agro-alimentaires se sont élevées a
3,56 milliards de dollars US en 2003 et le taux de dépendance alimentaire pour les céréales
seules représente 85,2 % des importations agricoles (Bedrani, 2005). Si 1’Algérie a pu faire
face a une partie de ses dépenses durant plusieurs décennies, et palier temporairement a ces
problémes, c’est essentiellement grice a la richesse de son territoire en zone saharienne en
ressources naturelles « le pétrole et le gaz naturel » qui représentent 96 % des exportations du
pays et 58 % des recettes budgétaires. Cependant les exportations notamment celles du pétrole
brut sont dépendantes de la conjoncture mondiale et limitées par les restrictions quantitatives
décidées par I’OPEP.

L’ Algérie se doit de réfléchir a un moyen de subsistance durable et ne plus compter
que sur les recettes des exportations d’hydrocarbures soumises a quotas et épuisables a long
terme.

Pour répondre aux besoins de la population croissante, il est impératif de définir une
stratégie pour assurer ’indépendance alimentaire et promouvoir I’économie du pays. Le
secteur le plus prometteur est sans doute celui de I’agriculture. Le pays couvre une superficie
agricole totale de 8,2 millions d’hectares (FAO, 2005). Malheureusement la superficie des
terres cultivables en régions arides et semi-arides diminue continuellement notamment celles
destinées au paturage. L’avancée du désert et la désertification menacent pres de 32 millions
d’hectares de la zone steppique suscitant ainsi I’inquiétude quant & la sécurité alimentaire de
plus de 7 millions de personnes qui y vivent et dont la majorité vit de 1’élevage (Gargon,

2006).
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La désertification est un vrai probléme du 2 siecle selon le président algérien (Le
monde, 2006), elle touche prés d’un tiers de la superficie des terres émergées du globe (4
milliards d’hectares), chaque année, environ 24 milliards de tonnes de sols fertiles
disparaissent  (http:/ www.notre-planete.info/actualités/actu_364.php), sous 1’action
conjuguée de facteurs climatiques et humains tels que la sécheresse prolongée, le surpaturage
des zones steppiques, I’exploitation massive des sols et le déboisement incontrolé des foréts.
L’assemblée générale des Nations Unies a déclaré I’année 2006 « année internationale des
déserts et de la désertification » et a voulu par cette déclaration sensibiliser 1’opinion publique
aux problémes de la désertification et aider a préserver les zones arides, leurs communautés et
leur diversité biologique.

En plus de la désertification et du déficit hydrique, la salinisation des sols pose un
probléme sérieux pour la production végétale. 500000 hectares de terres arables ne peuvent
plus servir a I’agriculture en raison de leur salinisation (Gargon, 2006) et pres de 300000
hectares de terres irrigables sur 1,4 millions d’hectares, inventoriées, classées et susceptibles
d’étres irriguées, sont menacées par le processus de salinisation en Algérie (Ghazi, 2004). Ce
probléme se double d’un deuxie¢me que constitue I’exode des habitants du Sud, vers les zones
cotieres du Nord occupant ainsi des terres fertiles jusque-1a utilisées a des fins agricoles. En
2004, 60 % de la population algérienne vivait sur une bande cotiere de 1,7 % de la superficie
totale du pays avec une densité de 233 habitants/Km® et ce nombre continue d’augmenter
jusqu’a ce jour. Des études statistiques montrent que depuis 1’indépendance, 1’urbanisation
effrénée et anarchique a causé la perte de 200000 hectares de terres agricoles. En
conséquence, la superficie agricole utile (S.A.U.) par habitant a fortement régresseé, passant de
0,82 ha en 1982 a 0,20 ha en 2004 (Ghazi, 2004). Ces données indiquent une situation

inquiétante de ’agriculture du pays et de la sécurité¢ alimentaire de son peuple.

2. Solutions proposées et intérét de la fixation biologique de I’azote:

De nombreuses actions ont été entreprises par le gouvernement algérien depuis les
années 70 en collaboration avec différents organismes du secteur agricole, urbain, hydraulique
et en collaboration avec des chercheurs universitaires, pour protéger les terres arables contre
la désertification, la salinisation et leur réhabilitation pour la production agro-pastorale et la
reconstitution d’un couvert végétal protégeant le sol de I’érosion.

Parmi les projets en cours dans ce sens, citons celui entrepris par le secteur des foréts

visant 4 la consolidation et I’extension du « barrage vert », sur une superficie de 3 millions
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d’hectares (Forum des Nations Unies sur les foréts, 2005). Le relancement du « barrage vert »
vise le développement intégré (agro-sylvo-pastoral). Il comprend la reconstitution des massifs
forestiers dégradés de I’ Atlas Saharien par des especes adaptées a ces zones, et le reboisement
des terres dégradées. L échec du premier barrage vert congu en 1979 est di principalement
au manque d’études sur les caractéristiques du sol, aux choix des espéces introduites et au
manque d’un suivi rigoureux de ces plantations.

D’autres projets visent également a lutter contre le phénoméne d’ensablement par les
techniques de fixation des dunes et protection des parcours a I’aide d’arbres et arbustes ; la
mise en place d’une infrastructure de désenclavement (ouverture et aménagement de pistes) ;
la couverture sanitaire du troupeau; la mobilisation des ressources en eau (retenues
collinaires, point d’eau). La gestion des foréts, des terres agricoles et des prairies peut
contribuer a réduire les émissions de dioxyde de carbone, de méthane et d’oxyde nitreux.

Dans le domaine pastoral, plusieurs tentatives ont €t¢ entreprises pour améliorer les
parcours dégradés et augmenter la production fourragere. Entre 1985 et 1992, la steppe a
bénéficié pour I’ensemble de ces régions de 165 projets relatifs au programme pastoral. En
1995, pour renforcer les efforts des secteurs agricoles, le Ministére de I’Enseignement
Supérieur et de la Recherche Scientifique a dégagé des Programmes Nationaux Prioritaires de
Recherche (P.N.R.) dans le cadre du développement des zones de parcours (Nedjraoui, 1999)
par 1’étude des possibilités de productivité des agro-systemes avec mise en valeur et
possibilité d’utilisation des sols salés et la gestion des ressources naturelles. La charge de
coordonner et d’animer ces projets a ét¢ déléguée au Centre de Recherches Scientifiques et
Techniques sur les Régions Arides (C.R.S.T.R.A.).

Néanmoins, tous ces projets, ne peuvent aboutir que par 1’utilisation de plantes
(ligneuses ou herbacées) adaptées aux contraintes pédoclimatiques qui prévalent dans ces
régions. Les especes endémiques et spontanées sont les meilleures candidates étant déja
adaptées aux contraintes de ces régions.

Parmi ces espéces végétales fréquentes en Algérie, les légumineuses considérées
depuis longtemps comme pionnieres des sols pauvres en minéraux notamment en azote grace
a leurs symbioses avec des bactéries du sol fixatrices d’azote appelées collectivement
"rthizobiums" ou "Bactéries Nodulant les Légumineuses" ("BNL", Zakhia et al., 2004). Cette
association qui se traduit par la formation d’un organe symbiotique « le nodule » a I’intérieur
duquel les rhizobia réduisent 1’azote atmosphérique en ammoniaque, assimilable par la

légumineuse. La légumineuse devient ainsi indépendante de la fertilisation azotée.
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Cette association joue un role important a la fois écologique et économique. La
symbiose rhizobia / 1égumineuses contribue a ’enrichissement des sols en azote. En effet, on
estime que la fixation symbiotique de I’azote contribue & plus de 100 millions de tonnes
d’azote par an (Graham, 1998). Elles peuvent jouer un role dans la fertilisation des régions
désertiques et avoir un impact dans le contréle du processus de désertification (Nuti et
Casella, 1989). Dans de nombreux pays les légumineuses ont été utilisées pour la
réhabilitation des terres dégradées (Requena er al., 2001) et la revégétalisation des sites
miniers apres exploitation (Francoﬁét de Faria, 1997). Outre ce r6le de maintien de la fertilité
des sols, les l1égumineuses participent & la production de fourrage, de bois et présentent une
importante source de nourriture humaine (pois, haricots, lentilles, arachide...) constituant un
apport essentiel en protéines. Les légumineuses sont également utilisées dans les systémes de
rotation de culture. L’enfouissement des résidus de récolte ou des plantes entiéres de
légumineuses riches en azote permet d’accroitre la teneur en azote organique du sol. Les
cultures qui succeédent aux légumineuses peuvent ainsi bénéficier de ’azote fixé et libéré
progressivement par la décomposition des résidus enfouis dans le sol (Priefer ef al., 2001).
Une culture de luzemne, utilisée comme engrais vert, peut enrichir le sol avec 50 a 100 kg
d’azote/ha (Le Tacon et Obaton, 1984). L’azote issu de la fixation symbiotique est aussi
beaucoup plus adapté a I’agriculture des pays en développement comparativement aux engrais
chimiques azotés qui sont d’une part coilteux (il faut environ 1,5 tonne de pétrole pour la
fabrication d’une tonne d’azote ammoniacal), le colt des engrais azotés ou phosphatés ayant
triplé entre 1993 et 2004 en Algérie (FAO, 2005), et d’autre part polluants (Al-Sherif, 1998 ;
Dixon et Wheeler, 1986 ; Sprent et Sprent, 1990) pour 1’environnement et les nappes
phréatiques (Papastylianou, 1990).

En Algérie, plusieurs especes de légumineuses fourrageres constituent la base de la
flore des paturages, des jacheres et des prairtes (Abdelguerfi et al., 2000) et constituent un
aliment de choix pour le cheptel en raison de leur richesse en protéines et leur bon indice
d’appétibilité.

Les espéces fourragéres et pastorales spontanées les plus représentées appartiennent
aux genres . Medicago, Scorpiurus, Lolium, Trifolium (repens, hybridum, subterraneum,
fragiferum), Bromus, Lotus, Hedysarum. A 'ICARDA, 24 % du germoplasme conservé est
de type fourrager, dont 66 % proviennent d’Afrique du Nord et de I’Ouest de I’ Asie ( FAO,
1996), alors qu’au niveau mondial sur les 15 espeéces fourrageres les plus collectées, I’ Algérie
participe pour 2196 accessions soit 42 % du nombre total d’accessions (Bouzerzour et al.,

2002). Plusieurs espéces sont endémiques des régions salées, arides et cotieres du pays dont :
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les Lotus qui sont largement représentées autour du bassin méditerranéen. Ces espéces jouent
un réle important dans I’amélioration de la production pastorale et/ou fourragere dont I’espéce
Lotus creticus L. qui présente également une bonne résistance au sel et peut supporter les
eaux saumatres (Foury, 1954). Le genre Astragalus est aussi largement représenté au niveau
du bassin méditerranéen et rencontré dans différents milieux. La morphologie de certains de
ses taxons (€pineux) leur permet de se maintenir dans les parcours soumis au surpaturage. Le
genre Medicago, est le plus étudi€, avec plusieurs espéces fourragéres qui expriment un trés
fort potentiel de fixation de 1’azote et une trés forte productivité de protéines a I’hectare
(Huguet er al., 1994). Certaines espéces de Medicago sont endémiques des régions arides et
salées, leur prolifération est pourtant limitée par la désertification et la salinité des sols. Dans
les années 1980, des essais d'introduction en Algérie, de cultivars de Medicago sélectionnés
en Australie ont montré qu'il était préférable d'employer des écotypes locaux mieux adaptés
aux contraintes du milieu. En effet, les cultivars introduits rencontrent d'énormes difficultés
d'adaptation: faible productivité, sensibilit¢ aux stress abiotiques et mauvaise nodulation.
Yahia et Fyad-Lameche (2003) démontrent que, des €écotypes algériens de M. aculeata et M.
ciliaris présentent une tolérance au froid supérieure a celle de M polymorpha et M. sativa.
Ces auteurs, mettent en évidence la présence d’une teneur en protéines plus prononcée chez
les écotypes originaires des régions de haute altitude et tolérants au froid comparée a ceux des
régions de basse altitude et plus sensibles au froid. La sélection des cultivars adaptés aux
contraintes édaphiques et climatiques des régions cibles est importante avant leur utilisation.
En plus de leur intérét en agriculture, les luzernes peuvent €tre utilisées pour la réhabilitation
des sols dégradés et pour la lutte contre 1’érosion (Prosperi et al., 2006). Certaines especes
peuvent s’¢tablir dans des sols acides. Les luzernes et autres légumineuses fourrageres sont
également utilisées dans les systémes de rotation de culture (Hamadache, 2001) dans le but
d’accroitre la production céréaliere, la diversification des ressources fourrageres et la
diminution des jacheres en Algérie. Des tentatives d’introduction de luzemes annuelles dans
un assolement blé-Medicago avaient pour objectifs I’amélioration de la structure et de la
fertilité du sol et par conséquent une intensification de la production végétale et animale.
D’autres légumineuses spontanées présentent aussi un grand intérét écologique et pastoral.
Les légumineuses arbustives du genre Retama, avec ’espece R. raetam adaptée aux
écosystémes arides jouent un rdle important dans le maintien et la stabilité des dunes de sable,
servent de nourriture pour les dromadaires et de traitement contre les rhumatismes. Les arbres

du genre Acacia sont également trés présents dans tout le territoire, grace a leur résistance a la
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sécheresse et a la salinité, ils sont d’excellents candidats pour la reforestation de ces zones
(Résénen et al., 2001) en plus de leur intérét dans la production de gomme arabique.

Malgré la diversité des légumineuses d’intérét et surtout leurs adaptations aux
contraintes locales (biotiques et abiotiques), ce patrimoine ne semble pas assez valorisé au
niveau méditerranéen et surtout dans les pays du sud de la méditerranée ou de nombreuses
especes spontanées risquent de disparaitre sous 1’action du surpaturage et en ’absence de
production de semences di a des contraintes techniques et sociales (Abdelguerfi et
Abdelguerfi-Laouar, 2002).

Ainsi, pour la réussite de 1’établissement de ces Iégumineuses dans les zones salées et
arides et le renforcement de leur présence, il est nécessaire de sélectionner aussi bien les
especes de légumineuses adaptées que leurs micro- symbiotes. Certains auteurs (Zahran,
1999, Priefer et al., 2001 ; Brigido et a/., 2007 ; Chimining’wa et Vessey, 2006) ont montré
que les facteurs environnementaux tels que le stress hydrique, la salinité et le pH sont des
facteurs limitant de la croissance et de I’activité des deux partenaires de la symbiose. Dans cet
objectif, plusieurs €tudes sur les rhizobia ont €t¢ réalisées et un bon nombre de nouvelles
especes ont été identifiées (pour une revue voir Zakhia ef al., 2004, N’zou€ et al., 2007 ;
Willems, 2006), enrichissant la taxonomie actuelle qui compte plus de 56 espeéces de BNL,
réparties en 13 genres. Néanmoins, les études sur la diversité des rhizobia associées aux
légumineuses spontanées et endémiques des régions arides et salées d’Algérie restent peu
documentées (Sebbane et al., 2006, Benhizia ef al., 2004) et c’est dans le but d’apporter plus
de connaissances sur ces partenaires symbiotiques et le r6le qu’ils sont susceptibles de jouer

que s’intégre notre travail.

3. Objectifs de la these :

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la lutte contre I’extension des sols affectés par la
salinité et la sécheresse en Algérie et leur valorisation pour la production végétale.

L’objectif du travail consiste en 1’étude des associations rhizobia / légumineuses
présentes dans ces régions et jusqu’a présent peu inventoriées, en particulier celles associées
aux especes d’intérét fourrager ou pastoral telles que les Medicago et de sélectionner par la
suite les meilleurs couples symbiotiques susceptibles de jouer un role dans la réhabilitation de
ces zones, I’augmentation de la production fourragere et dans la lutte contre la désertification

et I’érosion du sol.
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Pour atteindre cet objectif, il est nécessaire au préalable de disposer de connaissances
nécessaires sur les légumineuses spontanées et endémiques de ces régions et sur la diversité

des populations naturelles de rhizobia associées et dont peu de données sont disponibles.

e Ce travail de thése a été réalisé dans le cadre du projet européen BACDIVERS
QLRT-2001-02097 dont le but était de développer des outils moléculaires pour
explorer et exploiter la diversité des Sinorhizobium (Ensifer).

Ce projet a réuni 10 partenaires de quatre continents (Europe : France, Belgique,
Finlande, Allemagne et Royaume Uni; Russie; Afrique: Algérie; Amérique :
USA). Le projet visait aussi a identifier par différentes approches phénotypiques et
génotypiques des isolats de légumineuses des zones arides, salées et dégradées de
différents pays, notamment d’Afrique et de Russie et de développer des outils
moléculaires tels que la MLSA et les microarrays pour leur caractérisation. Plusieurs
types de puces ont €t€ construites au cours de ce projet, certaines dédides a la
caractérisation taxonomique, d'autres aux genes symbiotiques, d’autres aux génes de
tolérance aux stress (salinité, sécheresse et dessiccation). Des programmes de
bioinformatique ont été élaborés pour I’analyse des résultats (The arrayLIMS et
EMMA2 software) et ont ét€ mis a la disposition des partenaires du projet.

Les souches présentant des caractéristiques symbiotiques intéressantes et une bonne

tolérance a la salinité ont été testées en termes d’inoculum en serre et au champ.

4. Stratégie d’étude :

Cette thése est constitu€e de trois chapitres. Le premier chapitre correspond a une
synthése bibliographique ayant pour but de situer le travail dans son contexte scientifique.
Elle comporte une étude sur les zones arides et salées d’Algérie, I’influence des facteurs
climatique et édaphique qui y prévalent sur la croissance et la survie des organismes et la
place de la symbiose rhizobia / légumineuse dans ces €écosystemes.

Le deuxi¢me chapitre est la présentation du matériel et méthodes utilisés dans cette
¢tude.

Le troisiéme chapitre, correspond aux résultats obtenus. Ce chapitre est divisé en trois
sous-chapitres :

Un premier sous-chapitre qui comporte une étude sur la diversité des rhizobia des
régions salées et arides d’Algérie, certains pays du sud de la méditerranée et de I’Afrique de

1I’Ouest. Dans ce chapitre, nous avons recensé les légumineuses endémiques et/ou spontanées
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présentes dans des régions salées au nord de 1’Algérie dont certaines sont sous climat-semi-
aride et d’autres régions plus au sud situées dans des zones arides, ou nous avons remarqué la
présence de 1égumineuses spontanées tels que Acacia tortilis et des Medicago et enfin nous
avons isolé également des souches présentant des symbioses effectives en milieu pollué par
les hydrocarbures. Nous avons identifi¢ ces microorganismes par une approche phénotypique
et moléculaire. A ces isolats d’Algérie, nous avons inclus des isolats des zones arides,
dégradées et salées de Tunisie, Liban et Sénégal et isolé des légumineuses spontanées de ces
régions dont le partenaire microbien était mal connu. Ces isolats formaient des groupes
séparés et présentaient des caractéristiques symbiotiques intéressantes. Le deuxiéme sous-
chapitre, est principalement une étude de I’influence de la salinité sur la croissance et la
distribution des deux partenaires de la symbiose (rhizobia / Medicago) dans une région salée
de I’ouest algérien : la Sebkha de Misserghin. La Sebkha de Misserghin a été choisie comme
zone modele d’étude pour la présence d’un gradient naturel de salinité et la présence des
légumineuses notamment des Medicago le long de ce gradient. La question majeure était de
savoir si ce gradient de salinité influengait la distribution des deux partenaires de la symbiose
et comment cette derniére pouvait-elle s’établir dans une région a forte salinité¢ ? Dans ce
sous-chapitre, nous avons également ¢tudié la tolérance de toutes les souches originaires de
1’Algérie a différents degrés de salinité. La cinétique de croissance en présence de 600 et 800
mM de NaCl a été suivie pour les souches les plus tolérantes. La tolérance de deux espéces de
Medicago (M. ciliaris et M. polymorpha) a été testée en présence d’un gradient de salinité.
Ces tests sont réalisés dans le but de sélectionner des partenaires symbiotiques tolérants au sel
et qui peuvent étre introduits dans des régions salées.

Le troisieme sous-chapitre, est une étude des propriétés symbiotiques (infectivité et
efficience) de certaines souches de Ensifer meliloti et E. medicae tolérantes a la salinité et
effectives au laboratoire en conditions contrdlées. Cette étude a pour objectif de sélectionner
les meilleures candidates a utiliser comme inoculum. Le criblage s’est déroulé en deux
étapes : la premiére étape en conditions controlées sur support inerte avec comparaison de la
croissance des plants inoculés avec les témoins non inoculés. La croissance des plants a été
estimée par la mesure du poids sec des parties aériennes, et la fixation de 1’azote par la mesure
de ’ARA. Les souches choisies en test controlé (en serre) ont été testées au champ et la
croissance des plants témoins et inoculés estimée par mesure du poids sec des parties
aériennes.

Le protocole d’étude est schématisé dans la figure (1).
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5. Financement

La thése a été cofinancée par la Faculté des Sciences de I’Universit¢ d’Oran ES-
Senia (Algérie) et I’IRD (Institut de Recherche pour le Développement, France) pour une
durée de 18 mois, répartie en 3 séjours de 6 mois par an, dans la cadre de la politique d’aide
du DSF (Département de Soutien et Formation) pour le renforcement des capacités des

équipes de recherches des communautés scientifiques au Sud.
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1. Synthése Bibliographique

1. 1 Algérie (Géographie et Climat) :

L’Algérie est située sur la cote Nord de I’Afrique et au centre du Maghreb. Sa
géographie est caractérisée par la présence de deux chaines montagneuses importantes, 1'Atlas
Tellien au Nord et I'Atlas Saharien au Sud (figure 2), qui séparent le pays en trois types de
milieux qui se distinguent par leur relief, leur morphologie et leur écologie donnant lieu & une
importante diversité biologique.

Du Nord au Sud, on distingue : le Systéme Tellien, les Hautes Plaines steppiques et le
Sahara. Le Tell est la région du Nord, qui longe le littoral méditerranéen sur une bande de
1200 km et qui s’étend vers I’intérieur du pays entre 80 5 190 Km. Il s’agit d’une plaine
étroite et discontinue avec de nombreuses vallées ou se trouve la plus grande partie des terres
cultivables de 1’ Algérie. Son climat est méditerranéen avec des hivers doux et pluvieux et des
étés chauds et secs. C’est la région la plus humide d’Algérie. Les chutes de pluie annuelles
sont de l'ordre de 400 mm a 1000 mm et les températures moyennes avoisinent 10°C en
janvier et 27°C en juillet. En été, les vents chauds et secs venant du Sahara intensifient la
sécheresse et endommagent parfois les récoltes. Ces vents portent le nom de Sirocco (Connu
localement comme le Chehili).

La longue et large dépression dite des Hauts Plateaux qui s'étend entre I'Atlas Tellien
et I'Atlas Saharien a 1100 m d'altitude est le domaine des régions semi-arides. Son profil en
cuvette explique la présence de nombreux lacs salés (chotts) collectant les eaux de surface.
Plus on descend vers le Sud, plus le climat devient sec : les précipitations annuelles dans les
hauts Plateaux et 1'Atlas Saharien ne dépassent pas 200 a 400 mm, les températures moyennes
avoisinent les + 5°C voire -7°C en hiver et les chutes de neige y sont fréquentes. La
température estivale varie de 30 a 38°C. La vocation de cette zone est essentiellement
pastorale.

Au Sud de 1'Atlas Saharien s'étend I'immense désert du Sahara qui couvre 80 % de la
superficie de 1'Algérie. Le Sahara se compose pour une grande part de plateaux rocheux (les
regs) et de plaines caillouteuses. Deux vastes régions de sable (les Ergs): le Grand Erg
occidental et le Grand Erg oriental, constituent les principaux ensembles de reliefs dunaires

du désert Saharien. Au Sud du désert, on trouve des massifs volcaniques fortement érodés.

11
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Dans le Hoggar, le mont Tahat culmine a 2918 métres. Le Sahara est une région ventée et trés

aride, ou les amplitudes thermiques sont souvent considérables : les températures, pouvant

atteindre plus de 45°C le jour et moins de 10°C la nuit, s'expliquent par I'absence totale d'une

humidité capable d'en atténuer les contrastes. La hauteur des pluies annuelles est inférieure a

130 mm dans l'ensemble du désert Algérien. (http://www bahdia free fr/seo/ geographie.html)

Les zones arides et semi-arides représentent donc environ 90 % de la superficie de

I’Algérie. Dans ces régions I’aridit¢ et la salinité¢ sont les principales contraintes pour la

production agricole et ont des répercussions considérables sur I’économie du pays.
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Figure 2 : Carte géographique de I’ Algérie
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1. 2 Laridité :

Des régions arides existent dans tous les continents et représentent 33 % de la
superficie émergée de la terre (figure 3). Elles occupent une proportion importante des
surfaces de certains continents : 57 % de 1’ Afrique, 69 % de I’ Australie et 84 % de la région
du Moyen-Orient.

Les régions arides, semi-arides et subhumides séches, sont caractérisées par des
écosystémes extrémement fragiles, a sols pauvres et a faible productivité. Une exploitation
non rationnelle des terres arides conduit a4 la dégradation de la couverture végetale et
I'exposition des sols a I'érosion €olienne et hydrique. L'érosion hydrique affecte 28 % des
terres de I'Algérie du Nord et prés de 600000 hectares de terres en zone steppique sont
totalement désertifiées sans possibilité de remontée biologique suite a 1’érosion €olienne.
L'érosion se manifeste par la formation de rigoles et de ravines sur tout le versant avec
affleurement de la roche mére et une évolution en bad-lands (qui sont des terrains argileux
ravinés par le ruissellement torrentiel) (Hadjiat, 1997). Dans ces régions, les changements
climatiques deviennent de plus en plus contraignants pour la croissance et le développement
des plantes (Higazy et al., 1995). La sécheresse observée depuis longtemps a conduit au
processus de salinisation des sols. Sous ces conditions, la physiologie des plantes est
perturbée (Gupta et Abrol, 1990). Certaines especes spontanées ont disparu, d’autres sont
menacées de disparition (halophytes incluses) (Chamard, 1993) et de chute de rendement
(Yeo et al., 1991 ; Chevery et Robert, 1993).

Pour mieux comprendre les mécanismes climatiques et édaphiques présents dans les
régions arides, il est important de définir au préalable ce qu’est I’ aridité.

L’aridité se définit en regard de la faiblesse des précipitations moyennes annuelles et par le
fort déficit de celles-ci par rapport a I'évapotranspiration potentielle (ETP). C’est un concept
climatique a référence spatiale (zone aride), l'aridité ne doit pas €tre confondue avec la
sécheresse, concept météorologique a référence temporelle. L’extension de I’aridité est
détermin€e par la persistance de températures élevées favorisant 1’apparition de sécheresses
qui bloquent les cycles et le développement de la végétation, par la présence d'anticyclones
étendus et durables, 1'¢loignement des sources d'humidité océaniques et l'effet d'abri derriere

des barri¢res montagneuses.
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Figure 3 : Carte mondiale des zones arides

Source : WRI. 2002, World Resources Instinte. Drylands, Pacple. and Ecosystem Goods and Services: A Wet-based Geospatia' Anaysis.
Available online at: hitp./www.wri.org

1.2.1 Aridité et sécheresse : Impact sur la désertification

L’aridité impose un risque potentiel mais permanent de salinisation des sols irrigués,
de dégradation des sols et d’érosion éolienne détruisant les couches fertiles du sol. La
sécheresse persistante est un risque limité dans le temps mais agit sur I’ensemble du milieu
puisque son impact se transmet de la pluie (sécheresse climatique) au sol (sécheresse
édaphique), aux produits de la terre (sécheresse agricole) et aux nappes aquiferes (sécheresse
hydrologique) (Rognon, 1996). Un des principaux impacts négatifs de I’aridité¢ et de la
sécheresse sur I’environnement est sa désertification. Le terme « désertification » est apparu
entre 1920 et 1930 souvent associ€ a ’avancée du désert et aux dunes de sable envahissant
lentement des régions fertiles. Cette vision populaire de la désertification a perdu tout
fondement dans les milieux scientifiques : les grands déserts de notre planete sont en fait des
écosystemes naturels dont les limites peuvent avancer ou reculer d’une maniere ou d’une
autre.

Selon la CDD (Convention des Nations Unies sur la lutte contre la désertification), la
désertification est définie actuellement comme la dégradation des terres dans les zones arides,

semi-arides et subhumides seches suite a divers facteurs, parmi lesquels les variations
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climatiques et les activités humaines (UNCCD, 1995). Elle ne concerne donc pas les terres
qui sont déja désertiques, mais des terres productives fragiles qui regoivent 100 a 1000 mm de
précipitations annuelles et qu'une utilisation non viable peut endommager ou anéantir (Freddy
Nachtergaele, expert de la FAO).

Les facteurs climatiques et leurs variations sont un des moteurs de la désertification
(Hillel et Rosenzweig, 2002). Selon la convention cadre des Nations Unies, les changements
climatiques sont attribués directement ou indirectement a une activité humaine altérant la
composition de I’atmosphere mondiale qui vient s’ajouter & la variabilité naturelle du climat
observé au cours de périodes comparables. Des activités telles que 1’utilisation des
combustibles fossiles, la destruction des foréts qui absorbent le dioxyde de carbone, le
changement d’exploitation des terres et les activités agricoles participent a 1’augmentation des
¢missions de gaz a effet de serre (GES). Dans quelques décennies a un siecle ou plus, le
réchauffement planétaire global serait la principale conséquence de cette concentration de
GES avec une hausse de la température moyenne globale de surface de 1,3 a 3°C (Djimingué,
1998).

Parmi les activités humaines liées a [’agriculture qui participent au processus de
désertification : le surpaturage qui détruit le couvert végétal protégeant les sols. En 1968, les
parcours steppiques algériens avec 1,6 milliards d’UF (unité fourragere) (Chellig, 1969)
nourrissaient 7890 10° équivalents ovins, ce qui donnait une charge de 1,9 ha/ eq. ovin. En
1996, le cheptel équivaut a 19170 10 eq. ovin et la charge réelle des 15 millions d’hectares
correspondrait a 0, 78 ha/eq.ovins. Les différentes études (Aidoud, 1989 ; Kacimi, 1996) ont
montré que les parcours se sont fortement dégradés et que la production fourragére est
€quivalente a environ 1/3 de ce qu’elle était en 1968. La charge pastorale potentielle serait
d’environ 8 ha/eq. ovin et donc dix fois supérieure a la charge réelle des parcours. Ce qui
donne lieu & un surpaturage intense causant des dégats sur les aires paturées prélevant ainsi
une quantité¢ de végétation largement supérieure a la production annuelle. De nombreuses
ressources génétiques précieuses d’origines méditerranéennes sont ainsi menacées de
disparition a court terme a cause du surpaturage, du labour et de I’artificialisation du milieu de
I’Afrique du Nord (Abdelguerfi et Laouar, 1999, Abdelguerfi et Laouar, 2002), ceci est
d’autant plus grave que beaucoup de taxons sont endémiques du Sud de la méditerrance.

L’Europe n’est pas exclue de la liste des zones a risque de désertification, notamment
dans les régions méditerranéennes du Sud (Garcia Latorre et al., 2001 ; Yassoglou, 2000). La

Banque Mondiale estime qu’au niveau planétaire, le manque a gagner des régions affectées
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par la désertification pourrait s’élever a 42 milliards de dollars américains, alors que le colit
annuel de la lutte contre la désertification atteint seulement 2.4 milliards (UNCCD, 1995).

L’ Algérie est au cceur de la désertification avec plus des 4/5 de son territoire en zones
semi-arides et arides. Le pays a instauré la date du 17 juin comme journée de lutte contre la
désertification, et a institué une commission appelée Organe National de Coordination (ONC)
a composantes interdisciplinaire et multisectorielle auprés du ministére de 1’ Agriculture, dont
les missions sont d’évaluer et examiner les différentes causes ayant provoqué la
désertification, de contribuer a I’¢élaboration d’une politique de lutte intégrée contre ce
phénomene, d’évaluer le programme d’action & court et moyen termes dans la mise en ceuvre
de cette politique, de suivre les programmes de sensibilisation et de vulgarisation (FOSA,
2000).

Dans sa lutte contre ce fléau, beaucoup de projets sont initi€s dans le domaine de
I’agroforesterie et de la sylviculture, avec notamment des programmes de reboisements. La
gestion des foréts, des terres agricoles et des prairies peut contribuer a réduire les émissions
de dioxyde de carbone, de méthane et d’oxyde nitreux. Ces actions doivent étre appuyées par
les recherches et I’exploitation de ressources végétales endémiques et spontanées adaptées
aux contraintes pédoclimatiques de ces régions. Plusieurs organismes et instituts de
recherches scientifiques (USTHB, INRAA, INA, INRF, ANRH) et techniques (DGF, HCDS,
ANAT, ABHS, ANN, ITDAS) contribuent par des études sur divers aspects de la

désertification, de ces causes directes et indirectes et les moyens de lutte.

1. 2. 2 La flore des régions arides et semi—arfdes (place des légumineuses) :

Les régions arides et semi-arides sont généralement dotées d’une flore résistante a la
sécheresse et a la présence de sel. Certaines de ces plantes ont développé une capacité de
stockage de I’eau dans leurs feuilles, leurs racines et leurs tiges. D’autres ont des racines
pivotantes qui atteignent les nappes phréatiques, préservent 1’intégrit¢ du sol et entravent
I’érosion. Les tiges et les feuilles de certaines plantes ralentissent par leur surface la vitesse
des vents chargés de sables et protegent le sol contre [’érosion

(http://www.unesco.org/water/news/newletter/archives).

Dans les milieux arides de I’Afrique du Nord, les espéces pastorales ainsi que leur
cortege floristique, sont de plus en plus menacées d’érosion génétique. La végétation des
steppes halophytes (Atriplex ssp., Salsola ssp., Traganum ssp., Arthrocnemum ssp.) est
relativement plus épargnée. Le surpaturage restreint les surfaces couvertes par les meilleures

especes pastorales telles que Cenchrus ciliaris, Tricholoena tenerifeae, Tetrapogon villosus,

16



—— ——

—

—_—

I/

[

=
[,

Synthése Bibliographique

— —_——
[ o

——

Medicago sativa ssp. tuneta qui se trouvent cantonnées dans les sites refuge a 1’état de
reliques (Boussaid er al, 1998). Deux légumineuses pastorales Hedysarum humile et
Hedysarum flexuosum ne subsistent plus au Maroc et en Algérie que sous forme de
populations isolées, alors qu’elles ont disparu en Tunisie (Ben Fadhel ef al., 1997).

Le maintien, iz situ, des taxons pastoraux steppiques est précaire (Dupuy, 1986 ; Le
Houérou, 1980). Le surpaturage ramene les pérennes au niveau du sol et empéche la floraison
et la fructification des annuelles palatables. Celles-ci sont progressivement remplacées par des
commensales sans grande valeur nutritive. Le défrichement (cas de steppe a Stipa
tenacissima) transforme la physionomie des parcours et expose les sols a 1’érosion hydrique et
éolienne. L’irrégularit¢ et [Iinsuffisance pluviométrique, associées aux pressions
anthropiques, contribuent largement a réduire le niveau de la diversité floristique. Néanmoins,
en Algérie la liste des espéces pastorales locales présentant de remarquables capacités
d’adaptation aux facteurs du milieu aride est longue & énumérer. De nombreuses pérennes et
annuelles, considérées comme de bonnes especes pastorales subsistent encore et peuvent
constituer en tant que telles ou aprés amélioration de trés bonnes candidates dans le
repeuplement de certains parcours dégradés.

Le genre Medicago est également représenté par un grand nombre d’especes. Les
especes perennes sont M. falcata 1. Lam., M. lupilina L., M. sativa subsp. tunetana Murb. Ce
dernier taxon est bien adapté au piturage est fréquent en Algérie orientale dans les régions
d’altitude (Abdelguerfi et Laouar, 1999). Certaines populations de M. sativa semblent assez
résistantes au sel et sont trés recherchées par les agriculteurs des oasis pour leurs
caractéristiques agronomiques. Certaines especes de Medicago annuelles sensibles a la
salinit¢ et au déficit minéral du sol sont présentes dans des zones salées (Sebkhas) souvent
associées aux plantes pérennes halophyles (Abdelly et al, 1999 ; Abdelly et al., 1995) et
produisent 50 % de la biomasse de ces écosystemes.

Dans la région la plus aride de 1’Algérie, le Sahara, la végétation est trés clairsemée.
Bien que la flore apparait pauvre comparée a 1’étendue du désert, le nombre de genres
présents est relativement élevé car il est fréquent qu'un genre soit représenté par une seule
espece. L’endémisme y est élevé du fait des vastes espaces impropres a la vie : pour le Sahara
septentrional, on dénombre 162 espeéces endémiques (Quezel, 1978). Selon Ozenda (1977), le
mode d’adaptation a la sécheresse des plantes sahariennes permet de différencier deux types
de plantes: les achebs (plantes éphémeres) qui apparaissent aprés la période des pluies et
effectuent tout leur cycle végétatif avant le desséchement du sol. Les plantes permanentes ou

vivaces présentant des caractéristiques d’adaptation (morphologique, anatomique). Ce type de
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végétation constamment présent est moins sujet aux variations saisonni€res et constitue les
seuls parcours camelins toujours disponibles, méme en été¢ (Chehma, 1987).

Une étude floristique spatio-temporelle du Sud-Est algérien dans différents types de
parcours (ergs, regs, hamadas, lits d’oueds, dépressions et sols salés) a permis de recenser 74
espeéces végétales spontanées appartenant a 28 familles, comprenant 30 vivaces et 44
éphémeres avec une présence plus riche en espéces et familles dans les lits d’oueds comparés
aux sols salés qui sont les plus pauvres en végétation (Chehma ez al., 2005). La seule famille
de légumineuse trouvée est celle des Fabacées. Elle est représentée essentiellement par les
espéces suivantes : Acacia raddiana, Astragalus akkensis, Astragalus gombo, Genista
saharae, Neurada procumbens, Ononis angustissima, Retama raetam, avec dominance de
cette derniere espece dans les lits d’oueds avec une fréquence de recouvrement de 60 % et
classée a I’échelle 4 de dominance et d’abondance de Braun-Blanquet (1951) (Chehma et al.,
2005). Les arbustes Retama raetam jouent un role important dans la stabilisation des dunes,
empéchant ainsi ’avancée des sables du désert vers les terres agricoles. Quant aux
dépressions salées, elles ne sont peuplées que par des plantes vivaces, principalement des
Tamaricacées et Zygophyllacées.

»  Sur quelle base peut-on choisir les bonnes candidates végétales pour une
culture ou une revégétalisation des zones arides et salées ?

La classification €co-climatique proposée par Le Houérou (1989) offre un cadre utile
aux choix des espéces a cultiver ou a planter dans les travaux de reboisement ou de
régénération des paturages, ou en arboriculture fruitiére dans les zones semi-arides et arides.
Cette classification basée sur I’indice de xéricité (P/EPRG : pluviosité¢/demande évaporative)
et m (moyenne des températures minimales journaliéres du mois le plus froid) permet de
déterminer les différentes zones éco-climatiques avec le nombre de jour de sécheresse et de
précipitation. Ainsi, les Acacia sahariens ne se développent quand m est inférieur a 3°C, il en
est de méme des Acacia exotiques a phyllodes utilisés dans la fixation des dunes et les
plantations sylvo-pastorales. Le re-semis des paturages n’est possible que dans la zone de
I’aride supérieur a hivers frais a froids. Les variétés de luzernes a cycle long (Sonora, Moapa,
Peruvian, San Joaquin, African, Indian, Gabes, Tagiura, El Unico...) ne produisent de bons
résultats que dans les variantes a hivers doux a chauds (m>5°C). Par contre, les luzernes a
cycle court sont bien adaptées aux variantes a hivers frais a froids (Du puits, Omega, Gamma,
Flamande,..). Les variétés intermédiaires (Provence, hunter River, W.L. 501, Demnate...)
produisent les meilleurs résultats dans les variantes a hivers tempérés a doux. Plusieurs

légumineuses semblent adaptées pour la production de fourrage dans les zones arides
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(Macroptilium artopurpureum, Medicago littoralis, M. scutellata, M. tornata, M. truncatula,
Glycine wighii, Ornithopus compressus, Acacia, Leucaena, Aeschynomene, Albizia,
Indigofera...). L’installation de certaines légumineuses est facilitée par I’inoculation avec des
souches de rhizobia adéquates (Nuti et Casella, 1989). Un modele d’association
légumineuses/ halophytes peut étre envisagé pour la réhabilitation des zones salées et arides

destinée a assurer la couverture végétale de ces régions et comme fourrage pour les ovins

1. 3 La salinité : définition et conséquences sur les plantes et les

microorganismes :

Au niveau mondial, on a pu estimer a 3 hectares les terres arables perdues chaque
minute du fait de la salinisation (Kovda, 1983). En 1’an 2000, plus de 400 Mha de terres
seraient affectées par la salinité (Bot ef al., 2000). Particulicrement, dans les zones arides et
semi-arides ou la contrainte saline s’associe souvent au déficit hydrique pour limiter la
pfoduction végétale (Ben Khaled et al., 2003). En Afrique, pres de 40 Mha sont affectés par la
salinisation, soit prés de 2 % de la surface totale.

En Algérie, les zones salées sont représentées par des lacs salés portant les noms de
Chotts et Sebkhas (figure 4), et par des terres agricoles salinisées suite a I’irrigation et qui
représentent environ 10-15 % des terres arables (World Ressources, 1987). Les lacs salés les
plus connus sont : Chotts Chergui, Zahrez, Hodna présents dans les régions steppiques semi-
arides et arides des Hauts Plateaux (900-400 m d’altitude), les Chotts Mérouane et Melrhir qui
se situent dans des régions sahariennes arides et hyperarides dans le point le plus bas du
Sahara (-35 m d’altitude). Ces Chotts occupent des surfaces allant de 52200 a 523426
hectares. Les Sebkhas sont plus présentes dans le Nord. Au Nord Ouest on compte trois
grandes Sebkhas : celle d’Arzew, de Benziane et d’Oran (celle d’Oran est présentée dans le
sous-chapitre 3.2). Les deux premieres font 1’objet d’une exploitation mini¢re (extraction de
sel).

Plusieurs définitions sont données aux Chotts et aux Sebkhas. Selon Pouget (1971), la
différence entre Chott et Sebkha réside dans leur mode d’alimentation en eau. Les Sebkhas
(figure 5) sont alimentées par les eaux de crue ; les Chotts sont alimentés a la fois par le
ruissellement et par les nappes artésiennes profondes remontant en surface par des sources
et/ou des suintements.

Les Sebkhas sont aussi représentées sous forme de bassins fermés dont le fond est

imperméable et ou s’accumulent les produits solubles et insolubles issus du bassin versant.
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Elles se distinguent également des « daia » caractérisées par la présence d’un drainage par le
fond (Benziane, 1983). Les Chotts seraient donc de véritables « machines évaporatoires »
(Coque, 1962). En période pluvieuse normale, hiver-printemps, une couche d’eau de quelques
centimetres, saturée en sel recouvre la surface, laissant, apres évaporation des dépdts de
chlorure de sodium, parfois exploitables. Aprés de fortes pluies, les Chotts peuvent constituer
de véritables lacs de plusieurs metres de profondeur; quelques mois apres, 1’évaporation tres
forte asséche completement la surface.

Le vent balayant cette surface desséchée et dénudée peut, dans certaines conditions,
entrainer des particules argileuses et des cristaux de sels (chlorure de sodium, gypse) qui
s’accumulent en bordure de la dépression. Certaines Sebkhas sont exploitées comme mines a
sel. Les sels exploités sont ceux accumulés en surface suivant 1’ordre de sédimentation des
évaporites (figure 6), généralement le NaCl ou le KCl.

Dans une autre définition, le Chott qui est un terme arabe désignant la bordure, est
donc la bordure verte de la dépression, qui comporte une végétation, alors que Sebkha est la
partie humide équivalente a lac salé et donc ne comporte pas de végétation. Si on prend en
considération cette définition, le Chott inclus donc toujours une Sebkha alors que 1’inverse

n’est pas vrai (http://www.algeria.strabon.org/portal/article.php3?id_article=63).

Mais avant d’aborder I’effet de ’excés du sel dans le sol sur la croissance des plantes

et des microorganismes, il est important de définir ce qu’est un sol salé.
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Figure 4 : Localisatéion des chotts et marais
(indiqués sur la cagte par un point jaune).

Chott El-Hodna (M’Sila)
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Figure 5 : Exemple de formation d’une Sebkha

KCI Sylvite {potasse)
NaCl Halite (sel)
CaS04.nH20 Gypse

CaCoO3 Calcite

Séquence de précipitation

Figure 6 : Ordre de précipitation des sels dans une eau de mer et formation
d’évaporites

Lorsque l'eau s'évapore, elle dépose ses particules détritiques et les ions qu'elle contient précipitent
sous forme de sels. Les matériaux déposés constituent une séquence évaporitique. L'ordre de
précipitation des sels est le suivant : CaCO3 - CaSO4 - NaCl - MgSO4 - sels de BretK

1. 3.1 Sol salé :

Les sols salés sont des sols ayant des sels dans la phase aqueuse et/ou des 1ons sodium
(Na") dans les sites d’échanges excédant les limites spécifiques. La majorité des cations
présents dans les sols salés sont le sodium (Na®), le calcium (Ca®"), le magnésium (Mg”") et

aussi le potassium (K*). La majorité des anions sont les ions chlorure (Cl), sulfate (SO4%),
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bicarbonate (HCOjy'), carbonate (COs™) et nitrate (NO5"). Ces sols sont généralement divisés
en trois catégories : les sols salés, sols sodiques et sols salé-sodiques (Qadir ez al., 2000).

Les estimations montrent qu’environ 955 x 10° hectares dans le monde sont considérés
comme affectés par différentes catégories de salinité¢ (Szabolcs, 1994). Une proportion de
40/60 existe entre les sols salés-sodiques/sols sodiques (Tanji, 1990 ; Qadir et al, 1996).
Selon Szabolcs (1989), 340 millions d’ha (23 %) des terres cultivées sont salées et environ
560 millions d’ha (37 %) sont sodiques. En Algérie, plus de 95 % des sols des régions arides
sont soit calcaires, soit gypseux, soit salé-sodiques (Halitim, 1988).

La salinité¢ du sol peut étre déterminée par la conductivité €lectrique d’une solution
aqueuse de sol. La conductivité électrique ECe (Electrical Conductivity of the extract) avec
I'unité de decisiemens/métre (dS/m) ou millimhos/centimetre (mmhos/cm) est 1’expression
des ions et cations dans le sol. Le degré de salinité des sols est donc mesuré par la

conductivité et évalué selon les normes internationales présentées dans le tableau (01) :

Tableau 01 : Normes de salinité du sol

(ISS, htpp//www.iges-stb.org/pdf/dico_donesol2.pdf)

Salinité (ECe : mS/cm) ~ Salinité du sol - Réponse des plantes
, Pas d’impact sur la croissance des
0a2 Non salé
plantes
. . La croissance des plantes sensibles
2a4 Légerement salé .
peut étre réduite
. / La croissance de plusieurs plantes
4238 Moyennement salé _
est réduite
. Bonne croissance des plantes
8al6 Salé
tolérantes au sel.
Bonne croissance des plantes tres
> 16 Tres salé
tolérantes au sel.

1 S/m=10* puS/cm= 10 mS/cm= 10° mS/m {normalisation frangaise, afnor, 1986)
1. 3. 2 Origine de la salinité:

A mesure que les roches et les sols sont érodés par I'eau, de petites quantités de sels
q p p q

minéraux qu'ils contiennent sont entrainées jusque dans les fleuves et les couches aquiferes,
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s'infiltrant ainsi dans l'eau d'irrigation. Si on utilise trop peu d'eau dans un champ, les sels
s'incrustent dans le sol. Mais le plus grave danger pour le sol est I'eau en trop grande quantité
qui cause son engorgement et éléve, a son tour, le niveau de la nappe phréatique. Le sol
fonctionne alors comme une éponge, aspirant I'eau dans la rhizosphere par capillarité. Cet
effet peut attirer l'eau a la surface sur environ 1,5 m, selon les sols. L'eau s'évapore et le sel
reste autour des racines, entravant leur capacité d'absorber l'eau. Ce processus se produit en
particulier dans les régions arides.

Il existe deux types de salinisation des sols. Une salinité¢ d’origine naturelle présente
dans 80 % des terres salinisées, on parle alors de salinisation “primaire”, due aux sels se
formant lors de ’altération des roches ou a des apports naturels externes. Par ces processus
naturels, les sels peuvent se concentrer a la surface du sol et y causer un état appel¢ salinité du
sol. Mais 20 % des terres salinisées, dont prés de 15 millions d’hectares sur le continent
Africain, ont une origine « anthropique ». On parle alors de salinisation “secondaire”, induite
par I’activité humaine, liée aux pratiques agricoles, en particulier a I’irrigation. En effet,
méme si une eau d’irrigation est relativement pauvre en sels, cela entraine le dépot d’au moins
6 tonnes/ha (2,4 tonnes/acres) de sels sur le sol par an (figure 7).

En zone saharienne d’Algérie, I’horizon de surface d’un champ de bl¢ de salinité égale
a 2 dS/m a augmenté de six fois atteignant 12 dS/m apres cinqg campagnes d’irrigation avec
des eaux diversement minéralisées. Cette salinité secondaire s’est traduite par une chute
considérable du rendement céréalier (Djili ef al., 2003).

Neéanmoins, ces problémes de salinité peuvent étre réduits par de meilleures pratiques
d’irmigation. La collection de la FAO «Irrigation and Drainage Papers » contient des
directives sur I'évaluation de la salinité des sols en champ et sur les systemes de drainage pour
aider a prévenir la salinisation. La FAO a également réalisé des manuels de formation a
l'intention des agents de vulgarisation et des agriculteurs intéressés. Des études sont en cours
pour déterminer la possibilité¢ d'utiliser la télédétection (images par satellite) en vue de
cartographier les zones touchées par la salinisation.

Cependant, dans le cas d’une absence de stratégie durable d’irrigation et de drainage
notamment dans les zones arides, la salinisation pourrait menacer 10 % de la récolte céréalicre
dans le monde, et qui représente la nourriture de base de plusieurs pays pauvres (FAQO, 2002).

Le degré de salinité peut donc étre modifié par tous les processus qui influent sur le
bilan de I’eau dans le sol, dont la géologie, I’hydrologie (eau), le climat (spécialement les

tendances a long terme des précipitations), le couvert végétal et les pratiques agricoles.
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Figure 7 : Impact de I’irrigation sur la
salinisation des terres agricoles.

(Syrte, 1997) (source FAO, 2002)

1. 3. 3 Effet de la salinité sur la croissance des plantes :

La salinité affecte la croissance des plantes suite a 1’effet de rétention d’eau provoqué
par des concentrations €levées de sel. La plante privée d’eau réagit et se défend en fermant les
stomates présents au niveau des feuilles empéchant ainsi 1’évaporation de 1’eau mais en
conséquence empéeche également la diffusion du CO; nécessaire a la photosyntheése affectant
ainsi la croissance de la plante (Rhodes et Nadolska-Orczyk, 2001 ; Reddy et al., 2004). Les
sels présents en grande quantité dans le sol peuvent également provoquer une intoxication de
la plante par absorption déséquilibrée des cations.

La baisse de production de la biomasse est une réponse classique a la contrainte saline.
Lachaal er al. (1997) ont démontré que les légumineuses aussi bien tolérantes que sensibles au
sel peuvent accumuler les ions Na” et Cl™ dans les feuilles et que cette accumulation est
compatible avec la croissance a condition que la fourniture des éléments nécessaires a la
croissance soit assurée. Ainsi, la croissance des plantes est limitée par ’effet de 1’inhibition
par le sel des transports des éléments nutritifs et non aux effets toxiques des ions Na" et CI
accumulés dans les feuilles.

Néanmoins, la tolérance des plantes vis-a-vis de la salinité varie largement en fonction
de ’espece, de la variété, du stade végétatif et des facteurs liés au milieu (température,
humidité, intensité de la lumicre et fertilité du sol) (Cordovilla et al., 1995).

Cette tolérance est déterminée par de nombreuses voies biochimiques qui facilitent la

rétention et/ou ’acquisition de I’eau, protége la fonction des chloroplastes et maintien
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I’équilibre ionique. Les voies principales incluent celles qui ménent & la synthése de
métabolites osmotiques, et certains radicaux libres cofacteurs d’enzymes qui contrdlent le flux
d’ions et de ’eau. Plusieurs especes tolérantes accumulent des métabolites méthylés, qui
jouent un réle crucial comme osmoprotecteurs et récupérateurs de radicaux. Leur synthése est
corrélée avec I'induction de stress par 1’augmentation de la photo- respiration (Kumar Parida
et Bandhu Das, 2005).

Chez les légumineuses comme pour le reste des végétaux, la salinité affecte la
croissance des plantes mais différemment selon les especes ( Zahran, 1991a ; Zahran, 1991b ;
Keating et al., 1986 ; Giridhar, 1987). Vicia faba, Phaseolus vulgaris et Glycine max sont plus
tolérantes que d’autres. Abdel-wahab et Zahran, (1983) et Cordovilla et al. (1995) rapportent
que certaines lignés de V. faba tolérantes au sel maintiennent méme une activité de fixation
d’azote en présence de sel. D’autres légumineuses comme Prosopis, Acacia et Medicago
sativa sont également tolérantes au sel mais moins que leurs microsymbiotes (Fagg et
Stewart, 1994 ; Zhang et al., 1991 ; Abdel-Wahab et Zahran, 1983).

Chez certaines variétés de trefle, la réponse au stress salin se traduit par une baisse de
la croissance et de la teneur en protéines foliaires solubles jusqu’a 75 % & 6 g/L. de NaCl avec
accumulation significative de la proline et des sucres solubles dans les feuilles (Ben Khaled et
al., 2003).

1. 3. 4 Effet de la salinité sur la survie des BNL (Bactéries Nodulant les
Légumineuses) :

La salinité réduit la survie et la distribution des rhizobia dans le sol et la rhizosphere
(Tate, 1995 ; Jenkins et al., 1989). Elle affecte également le processus de nodulation ainsi que
la fixation symbiotique de I’azote (El-Sheikh et Wood, 1995). Néanmoins, cet effet differe
selon que les souches de rhizobia présentes dans le sol sont sensibles ou tolérantes au sel
(Kumar ez al., 1999). Ohwad ez al. (1998) ont montré que des souches de Rhizobium sensibles
au sel formaient des nodules inefficients avec le soja.

L’excés de sel peut également provoquer des modifications du contenu protéivque
(Soussti et al., 2001) et de la syntheése des lipopolysaccharides (LPS), essentielles a !’initiation
de la nodulation chez des rhizobia (Lioret et al., 1995).

L’effet néfaste du sel est essentiellement dii a I’augmentation de 1’osmolarité du milieu
environnant la bactérie. Cette osmolarité entraine un efflux d’eau entrainant une diminution
du volume du cytoplasme. Cette plasmolyse affecte le métabolisme de la cellule et le
fonctionnement des macromolécules et finalement conduit a 1’arrét de la croissance (Le

Rudulier, 2005).
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Néanmoins, tout comme chez les plantes, la tolérance a la salinité chez les bactéries
différe considérablement entre les especes. Selon Imhoff (1986), les bactéries peuvent étre
classées en quatre catégories selon leur demande en sel :

= Les bactéries non halophiles : se développent en dessous de 0,2 M NaCl

* Les bactéries légérement halophiles : se développent de 0,2 jusqu’a 1-1,2 M
NaCl

» Les bactéries halophiles modérées : se développent a partir de 1-2 M jusqu’a
2,5 M NaCl

* Les bactéries extrémement halophiles : se développent de 2-2,5 M NaCl et
plus.

Chez les rhizobia, la tolérance a la salinité différe entre espeéces et également chez les
souches appartenant & la méme espéce. Des souches de Ensifer meliloti tolérent entre 300 et
700 mM NaCl (Embalomatis et al., 1994 ; Helemish et al., 1991 ; Mohammad et al., 1991 ;
Sanginga et al,, 1996). 11 a été rapporté que la croissance de cette espéce de rhizobia était
sévérement inhibée par des ions Mg™, alors que les ions Na* ou K™ ont un effet moins
inhibiteur (Jian et al., 1993). Chez d’autres espéces de rhizobia la tolérance a la salinité varie
entre 300 et 850 mM NaCl. Abdel-Wahab et Zahran (1979) et Breedveld er al. (1991)
rapportent que des souches de Rhizobium leguminosarum tolérent des concentrations de NaCl
supérieures a 350 mM. Les rhizobia isolés de Vigna unguiculata tolérent des concentrations
de 450 mM NaCl (Mpepereki et al., 1997). Les rhizobia isolées de légumineuses ligneuses
sont substantiellement tolérantes & la salinité et peuvent pour certaines souches isolées
d’Acacia, Prosopis et Leucaena tolérer entre 500 et 850 mM de NaCl (Lal et Khanna, 1995 ;
Zahran et al., 1994 ; Zhang et al., 1991)

La vitesse de croissance des rhizobia semble également intervenir dans la tolérance de
ces bactéries a la salinité. El-Sheikh et Wood (1995) ont observé que des souches de rhizobia
isolées du pois chiche et & croissance rapide sur milieu de culture, étaient plus tolérantes a la
salinité que celles a croissance lente.

D’autres activités de transport et de métabolisme sont déclenchées chez la bactérie

pour ajuster sa pression osmotique. Ce sont les mécanismes d’osmorégulation.
1. 3. 5 Mécanismes d’osmorégulation chez les rhizobia :

Les mécanismes d’osmorégulation ont été étudiés selon différentes approches

biochimiques et moléculaires notamment chez E. coli et Salmonella typhimurium (Lucht et
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Bremer, 1994) et chez certaines espéces de rhizobia mais tout n’est pas connu des
mécanismes complexes qui interviennent dans cette osmorégulation.

La réponse la plus commune face au stress est I’accumulation par la cellule de solutés
compatibles, communément nommés osmolytes (figure 8) afin de maintenir une pression
osmotique positive essentielle au bon fonctionnement de la cellule et a son intégrité
structurale.

Dans un premier temps, les bactéries résistantes stimulent le transport des ions
potassium qui vont s’accumuler dans la cellule bactérienne. En présence de fortes
concentrations de sel (supérieure a 300, 400 mM NaCl) dans le milieu extérieur, le taux de
glutamate ou d’ions potassium libres intracellulaire augmente fortement et peut sextupler en
quelques minutes dans les cellules de £. meliloti (Botsford et Lewis, 1990 ; Jian ef al., 1993 ;
Le Rudulier et Bernard, 1986). Cette accumulation d’ions potassium a ét¢ observée également
chez E. fredii (Susheng et al., 1993), et des rhizobia isolés de plantes ligneuses Leucaena
leucocephala (Yap et Lim, 1983). Les ions potassium contrdlent strictement le flux des ions
Mg durant le choc osmotique.

Chez d’autres bactéries Gram négatif, |’osmorégulation est enticrement dépendante de
la présence de proline exogéne accumulée souvent a des concentrations élevées (Csonka et
al., 1989). Cette accumulation de proline peut étre le résultat d’une stimulation de la synthése
et/ou d’activité de transport. Cependant, la proline ne semble pas jouer de réle dans
I’osmorégulation chez le Rhizobium, méme sous conditions de stress sa concentration
intracellulaire est faible (Le Rudulier et Bernard, 1986).

Il existe donc une hiérarchie dans 1’accumulation des osmolytes dans la cellule. Les
ions potassium et le glutamate servent a réguler I’osmolarité cytoplasmique dans le cas ou la
pression osmotique externe est relativement basse. Cependant dans le cas ou la pression
osmotique externe est élevée des systémes de transport de vrais osmoprotecteurs interviennent
dont ceux de la glycine bétaine ou de son précurseur la choline (Brhada et le Rudulier, 1994).
Il a été démontré que 1’ajout de 1 mM de glycine betaine permet la restauration de la
croissance de E. meliloti dans un milieu contenant une concentration inhibitrice de 0,5 M
NaCl (Le Rudulier, 2005).

La glycine betaine est accumulée par différentes bactéries pendant le stress osmotique,
incluant des especes halophiles telles que Ecrothiorhodospira halochloris (Csonka, 1989 ;
Galinski et Truper, 1982) et des bactéries non halophiles telles que Escherichia coli (Perroud
et le Rudulier, 1985) et E. meliloti (Le Rudulier et Bernard, 1986).
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Chez E. meliloti, 1a glycine bétaine est accumulée dans le cytoplasme de la bactérie
suite & son transport & partir de I’environnement ou a sa biosynthése directement a partir de
précurseurs, la choline ou la glycine bétaine aldehyde (Le Rudulier et al., 1984 ; Styrvold et
al., 1986). Cependant, la choline elle méme ne joue aucun rdéle osmoprotecteur chez des

mutants bloqués dans la voie de biosynthése de la glycine betaine (Pocard et al, 1997).

~ Brhada et le Rudulier, (1994), ont observé que chez des souches de Rhizobium

leguminosarum biovar viciae, la restauration de la croissance en présence de 0,3 M NaCl avec
de la Choline a eu lieu aprées celle de la Glycine betaine, ce qui serait dii au temps nécessaire a
la synthese de cette demiére par son précurseur (figure 9).

La synthése de la glycine bétaine a partir de la choline ou de la choline-O-sulfate est
codée par le géne de régulation bet/ et trois génes structuraux betC (Choline sulfatase), betB
(bétaine aldehyde dehydrogenase) et betd (Choline dehydrogenase). 1l a été démontré par
Mandon et al. (2003) que les génes bet/CBA constituent un seul opéron malgré la présence de
régions inter géniques comportant des éléments en mosaique entre les génes bet/ et betC et
entre betB et bet A. La glycine bétaine est transportée du milieu extérieur par deux activités de
transport bétaine qui ont ét¢ mises en évidence chez E. meliloti . Le systéme Hut a faible
affinité¢ (Boncompagni et al, 2000) et le syst¢tme BetS de transport de la bétaine choline
carnitine (BCCT) nécessaire pour un premier ajustement osmotique (Boscari ez al., 2002). Un
troisieéme systéme de transport Choline-ABC (Cho) a été récemment identifi¢ (Dupont et al.,
2004). En faible osmolarité, ia glycine bétaine et la proline bétaine peuvent également étre
utilisées comme source de carbone et d’azote chez E. meliloti (Bernard et al., 1986 ; Smith et
al., 1988).

Compatiblc osmolytes
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(CH3) NCH2CH20H Choline
1
e
(CH3)3 + NCH2CHO bétaine aldéhyde
NAD+
2
NADH
CHB13 s NCHACO0 . Figure 9: Métabolisme de la Glycine bétaine
+ = i . . .
©h9) v glycine bétaine chez S. meliloti 102F34 (Smith et al., 1988)
o3 / 3 1. la Choline oxydase,
(CH3)2 +NHCH2C00- diméthyl glycine 2. betal_ne alfie{lyde dehy(%rogenase ;
3. glycine bétaine transméthylase ;
CH3 4 4 4. dimethyl glycine déhydrogénase ;
5. monométhyl glycine déhydrogénase ;
CHHNRzCcH2c00- Monomeéthyl glycine 6. la(;{c};)ilne trz}a.]nsg h};dr:x(;/mgth;lis[el -
-CH3 4 5 7. la sérine déhydratase
H+NCH2C0O0- glycine
CH3 4 6
H3+NCH(CH3)COOC- sermrine
NH4 7
CH3COCO0 pyruvate

1. 4 Les légumineuses (Généralités):

La famille des légumineuses est I’une des plus importantes parmi les plantes a fleurs
dicotylédones. Cette famille dont le fruit est une gousse, compte environ 18 000 especes de
répartition mondiale et & grand intérét économique. Les 1égumineuses comptent des espéces
alimentaires (pois, féves, haricots), ornementales (arbre de Judée) et fourragéres (luzerne)
(Encarta ® 2006). Les légumincuses appartiennent a la famille des Fabaceae qui est
subdivisée en trois sous familles : les Mimosaideae, Caesalpinioideae et Papilionoideae qui ne
sont pas toutes nodulées (figure 10). Peu d’espéces nodulent avec la primitive sous famille des
Caesalpinoideae (23 %) qui est la plus diverse et compte environ 162 genres avec
approximativement 3000 espéces, contrairement & la majorité de celles des deux autres sous
familles Mimosoideae (90 %) et qui renferme environ 77 genres et 3000 espéces et la plus
grande part est attribuée aux Papilionoideae (97 %) et qui regroupe 467 genres et environ
14000 especes (Sprent, 1995; Lewis et al., 2003).
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Jusqu’a présent environ 20 % des 18000 especes de plantes légumineuses ont été
¢tudiées du point de vue nodulation (Sprent, 1995), ce qui laisse un large éventail d’especes

de légumineuses a étudier, notamment celles spontanées et endémiques de 1’ Afrique du Nord.

1. 4.1 Les légumineuses les plus répandues dans le Maghreb :

Le bassin méditerranéen est le berceau de diversification d’un grand nombre d’espéces
végétales notamment celles d’intérét fourrager et/ou pastoral. Plus de 500 espéces pastorales
en sont originaires (Talamucci et Chaulet, 1989) dont les genres 7rifolium, Medicago, Vicia,
Astragalus, Lathyrus, Ononis, Avena, Eragrostis, Hordeum, Dactylis, Phalaris, Lolium,
Bromus, Stipa sont largement représentés. Le degré d’endémisme de la flore du bassin
Meéditerranéen est tres élevé. Sur 976 espéces appartenant a 18 genres de Fabacées
fourragéres et/ou pastorales, 336 especes sont endémiques a la région méditerranéenne. Au
Maroc, sur les 550 especes endémiques, la famille des Fabacées est parmi les plus riches en
especes endémiques (environ 63 especes) (M’hirit et Maghnouj, 1997). En Algérne,
I’endémisme est assez important chez les Fabacées et les Poacées. Plusieurs espéces sont
spontanées ou endémiques des régions arides et salées, dont les nombreuses espéces de
Medicago annuelles, de Lotus, de Retama, de Scorpiurus, d’ Astragalus et des arbres Acacia.
En Tunisie, les légumineuses constituent la deuxieme famille apres les Composées par ordre
d’importance du nombre de taxons. Leur rdle est capital dans toutes les opérations de
développement et ¢galement de restauration et de réhabilitation. L.a majorité des légumineuses
sont annuelles, abondantes dans les zones semi-aride a humide et diminue dans les zones
arides avec seulement 33 % sont des taxons pérennes. (Le Floch et Grossmann, 1998). Les
Medicago occupent une place importante dans la flore tunisienne avec des cultivars locaux
d’une valeur agronomique confirmée et qui se développent vigoureusement dans les zones
arides et semi-arides. Parmi les cultivars les plus populaires, M. sativa var. Gabes qui peut
persister deux fois plus dans un sol contenant 10 g/l de NaCl apres la deuxiéme coupe
comparé a deux autres cultivars testés de la méme especes « Hunter Field et Hybride 555 »
(Seklani et al., 1996). Néanmoins, la flore endémique tunisienne est moins importante que
celle de I’ Algérie et du Maroc. Les taxons propres a la Tunisie sont au nombre de 34 dont

environ 6 sont des Fabacées et 1 est une Poacée.
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Galegeae - Galega

Trifolieae - Tréfle, Melilot, Luzerne
Vicieae - Pois, Vesce, Lentille
Cicereae - Cicer

Hedysareae

Carmichaelieae

Millettieae - 2 - Glycine
Loteae - Lotier, Coronille
Rabinieae - Rabinier, Sesbania
Phaseoleae - Haricot, Soja
Psoraleae

Desmodieae

Millettieae - 1

Indigofereae - Indigotier
Bossiaeae, Mirbelieae
Sophoreae -3
Aeschynomeneae - Arachide
Adesmjeae

Dalbergieae - Dalbergia
Amorpheae

Genisteae - Genét, Lupin
Crotalarieae - Podalyrieae

Sophoreae - 2 - Thermopsideae
Euchresteae
- Sophoreae - 2
L Brogniartieae
[Sophoreae - 2, Swartzieae |
| Dipterygeae |

Caesaipinieae - 1* |

| Cassieae -4 - Ceratonia* |
Caesalpinieae - 2*
MIMOSQIDEAE - Leucaena, Acacia**

Cassieae - 3 - Senna* ,
Cassieae - 2 - Chamaecrista*

[ Detarieae, Microlobieae®
{ Cercideae - Cercis, Bauhinia*

: Cassieae - 1 - Diafium* |

PAPILIONOIDEAE

CAESALPINIOIDEAE

Figure 10: Arbre
phylogénétique des
légumineuses construit a
partir des séquences rbcl.

Les trois principales familles
sont représentées, Les
principales tribus sont
indiquées et les genres
essentiels sont mentionnés en
termes  vernaculaires. Les
encadrements soulignent les
plantes connues pour ne pas
noduler. Les Papilionoideae et
les Mimosoideae constituent
des familles trés regroupées,
les représentants des
Caesalpinioideae (*) sont plus
dispersés

(d’apres Doyle, 1998).

Le germoplasme fourrager du bassin méditerranéen a ¢€té largement utilisé dans les

programmes d’amélioration des autres régions du monde. Plusieurs caracteres de ces
ressources génétiques, comme le haut rendement et la résistance aux stress abiotiques (froid,
sécheresse) et biotiques (maladies, insectes), ont servi de base génétique dans ces programmes
d’amélioration. Plusieurs exemples d’écotypes fourragers du bassin Méditerranéen ont été
utilisés au niveau international dont Demnat et Gabes de Medicago sativa, Rivoli de
Medicago tomata et El-Golea d’ Omithopus compressus et Jebala d’O. prinnatus (FAQO, 1996
Tazi, 1999). Néanmoins, plusieurs de ces especes endémiques des régions méditerranéennes
risquent de disparaitre en absence d’une stratégie de conservation et de valorisation de cette

richesse et qui devrait étre sérieusement entreprise. Qu’il s’agisse du Sud de I’Europe ou du
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Nord de I’ Afrique, la production de semences d’écotypes locaux rencontre des difficultés
énormes de nature diverse (Porqueddu et al., 2000 ; Abdelguerfi ez al., 2000).

Actuellement, grice aux systémes de production de semences en Australie, plusieurs
ressources génétiques mediterranéennes ont pu Etre valorisées et conservées dans des centres
de recherches dont le AMGRC (Australian Medicago Ressource Centre) et SARDI
(Australian Research and Developpement Institute). Ces instituts maintiennent et gerent une
collection fourragére de plus de 38000 accessions représentant 159 genres et 731 especes. La
plus large collection est constituée de Medicago, mais il existe aussi d’autres légumineuses
comme les Lotus, Hedysarum, Melilotus, Onobrychis, Astragalus et Trigonella. En plus de
cette collection, des centres de recherches australiens ont pu mettre au point des cultivars
utiles a partir d’un matériel originaire le plus souvent du Bassin méditerranéen et de ce fait
d’exporter grace a leur systtmes de production de semences d’especes d’intérét fourrager
et/ou pastoral des quantité de semences importantes vers l’Argentine, les Etats Unies
d’Amérique, I’Espagne et I’ Arabie Saoudite (Norman et a/., 2000). Parmi les especes les plus
exportées entre 1997 et 1998, environ 3984 tonnes de luzeme (Medicago sativa) et 1485
tonnes des autres especes de légumineuses pastorales.

D’autres laboratoires dans les pays européen, ont également consenti beaucoup
d’efforts dans le rassemblement et 1’évaluation du matériel végétal notamment des différentes
espéces de medics (Medicago annuelles). Le laboratoire d’amélioration des plantes
fourrageres de ’INRA de Montpellier est un exemple. La collection du laboratoire comporte
2095 échantillons au total de 25 espéces différentes de medics (M. aculeata Willd, M. arabica
Huds, M. ciliaris Krock, M. intertexta Mill, M. minima Bat, M. murex Willd, M. orbicularis
Bart, M. polymorpha L., M. praecox DC., M. rigidula All., M. scutellata Mill., et M
truncatulat Gaemnt). Parmi ces échantillons, 484 proviennent d’Algérie (Prosperi et al., 1995).

L’intérét grandissant a l’égard des légumineuses est du principalement a leur
possibilité de s’établir dans des sols pauvres et carencés en azote, Cette possibilité de s’établir
dans ces sols et de ’enrichir est possible grace a leur association avec des bactéries du sol

appel€es rhizobia.

1. 5 Les rhizobia:

Les rhizobia sont les partenaires symbiotiques des légumineuses. Ils induisent la
formation des nodules a I’intérieure desquels ils fixent 1’azote atmosphérique en azote

combiné utilisable par les plantes. Dans la majorit¢ des cas, cette fixation d’azote
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atmosphérique a lieu a I’intérieur du nodule (racinaire ou caulinaire) organe de symbiose entre
la légumineuse et la bactérie, cependant chez quelques Caesalpinacées et la non-légumineuse
Parasponia, les thizobia ne pénétrent pas a l'intérieur des cellules, mais fixent l'azote de l'air
dans les cordons d'infection, appelés dans ce cas cordons fixateurs (Duhoux et Nicble, 2004).

La capacité des rhizobia & former des nodules repose sur la présence dans leur génome
d’un ensemble de génes de nodulation indispensables a la symbiose. Les génes nod sont
impliqués dans la biosynthése de facteurs Nod, qui sont des lipochitooligosaccharides qui
agissent comme molécules signal et induisent la formation des nodules (Parniske et Downie,
2003 ; Perret et al., 2000). Parmi ces génes, les génes commun nod4, nodB, nodC qui sont des
génes clé de la nodulation car ils sont responsables de la syntheése du squelette commun des
facteurs Nod. Dans la mesure ou ces genes n’ont pas de paralogues chez les non rhizobia, ils
constituent la signature moléculaire d’un rhizobium. Un grand nombre de séquences partielles
ou complétes des genes nodABC sont aujourd’hui disponibles dans les banques de données,
avec plus d’une centaine de séquences complétes pour nod4.

Pour une production optimale, une légumineuse devra trouver un partenaire microbien
non limitant, adapté a son environnement, et capable d’assurer la mise en place d’une
symbiose efficace. Ainsi, il est important de bien connaitre le partenaire bactérien indigéne
spécifique de la légumineuse a implanter, sa position taxonomique, le nombre présent dans le
sol pour la nodulation et son efficience. Dans le cas ou les souches indigénes sont peu ou pas
efficientes, une inoculation de nature & modifier 1’équilibre microbien dans le sol peut étre
envisagée. Mais avant toute tentative d’inoculation il est important d’étudier les partenaires
symbiotiques des légumineuses spontanées de ces régions, leur diversité et I'influence des
facteurs biotiques et abiotiques sur cette diversité.

Diverses méthodes sont utilisées pour la caractérisation du partenaire microbien. Nous
présenterons dans la partie suivante les techniques les plus utilisées dans la taxonomie actuelle
des BNL, d’autres techniques moins utilisées ou trés récentes dont le pouvoir discriminatif est
encore a confirmer sont détaillées dans des revues suivantes (Vandamme et al., 1996 ; Zakhia

et de Lajudie, 2006 ; Coenye er al., 2005).

1. 5. 1 Taxonomie bactérienne polyphasique :

La taxonomie est une science dynamique qui évolue selon les progres de la
connaissance et des théories retenues. Dans le passé, la taxonomie reposait principalement sur
des caracteres phénotypiques. Ces criteéres se sont avérés insuffisants pour une taxonomie

juste des bactéries car ils ne refletent qu'une partie du génome. 1’ introduction de caracteres
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génotypiques et phylogénétiques a permis la description de plusieurs genres et especes
bactériens et une meilleure étude et compréhension des relations taxonomiques des
procaryotes. Cette classification est dite polyphasique (Wayne et al., 1987 ; Vandamme e? al.,
1996). La taxonomie bactérienne (rhizobia) actuelle repose sur une approche polyphasique
(Graham et al.,, 1991 ; Vandamme et al., 1996 ; Stackebrandt et al., 2002 ; Gillis et al., 2005)

L’espece bacténienne est définie selon cette approche comme un groupe de souches
avec un certain degré d’homogeénéité caractérisées par un certain nombre de caracteres
phénotypiques, par une valeur d’hybridation ADN-ADN significative (50-70 %) et une
homologie de séquence d’ADNr 16S supérieure a 97 % (Vandamme et al., 1996 ; Ursing et
al., 1995).

Ces critéres taxonomiques sont toujours utilisés dans les études de diversité et de
description de nouvelles espéces mais en dépit de leur avantage, elles présentent également
certaines limites.

Jusqu’a la fin des années 60, la taxonomie bactérienne était basée sur une analyse
phénotypique. Cette analyse reposait essenticllement sur 1’étude de la morphologie de la
cellule bactérienne; des caractéristiques physiologiques et biochimiques, notamment celles du
métabolisme des sources de carbone par emploi de galeries miniaturisées (BIOLOG,
BIOTYPE, API); I’analyse des acides gras cellulaires (Jones et Krieg, 1984 ; Suzuki et dl.,
1993) ; étude du profil protéique total par SDS-PAGE (Laemmli, 1970 ; Roberts ef al., 1980 ;
de Lajudie er al., 1994) et la technique de Multilocus Enzyme Electrophoresis (MEE)
(Selander et al., 1986 ; Wang et al., 1999 ; Jebara et al., 2001).

Bien que cette caractérisation soit importante et ait permis 1’identification de
nombreux microorganismes notamment dans le domaine médical, elle s’est avérée néanmoins
insuffisante pour une classification juste des microorganismes. Pour certains groupes de
bactéries, le manque de caractéristiques phénotypiques distinctives pose souvent des
problémes pour leur description ou leur différenciation. D’autres limites ont également été
observées, les caractéres phénotypiques peuvent &tre variables parmi les membres d’une
méme espéce, étre controlés par des genes plasmidiques, par conséquent sujets a perte ou
gain. Les résultats sont parfois variables selon la méthodologie employée, et, par analyse
numeérique les différents genres bactériens ne forment pas nécessairement de groupes distincts
(Zakhia et de Lajudie, 2006).

Le développement de la biologie moléculaire a permis 1’étude des relations
phylogénétiques entre les microorgénismes par I’utilisation de techniques qui ciblent
directement les molécules d’ADN et d’ARN.
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Parmi les techniques les plus importantes jusqu’a ce jour pour la description d’une
nouvelle espeéce bactérienne celle des hybridations ADN-ADN (Graham et al., 1991 ;
Vandamme et al, 1996 ; Stackebrandt er al, 2002). L’homologie ou la parenté génétique
ADN-ADN est évaluée par réassociation ou hybridation de I’ADN total monobrin d’une
souche avec I’ADN total monobrin d’une autre souche. Bien que la technique d hybridation
ADN-ADN soit depuis longtemps considérée comme incontournable dans la délimitation des
especes, elle présente un certains nombre de limites. Elle est fastidieuse et délicate a réaliser,
et ne reste accessible qu’a un petit nombre de laboratoires spécialistes. Un autre inconvénient
de la technique est 1ié a la nature méme du génome des rhizobia, qui peut étre composé pour
une grande part jusqu’a 50 % d’ADN plasmidique, par définition non stable dans la cellule et
qui pourrait grandement influencer les résultats des hybridations. Ces inconvénients laissent
penser que les hybridations ADN-ADN sont appelées a jouer un réle moins prépondérant a
I’avenir pour la description d’espece et plus de poids devrait étre donné a 1’avenir aux
analyses de génétique des populations et de phylogénie, basées sur des données de séquences
de plusieurs genes situés le long du génome (Zakhia et de Lajudie, 2006) -

L’étude des genes ribosomiques, notamment par la technique de séquengage s’est
révélée jusqu’a présent décisive pour la taxonomie moléculaire et la phylogénie des
procaryotes (Woese et Fox, 1977 ; Woese, 1991). Le séquengage de ’ADNr 16S est devenu
le critere le plus précieux dans la classification bactérienne. Les séquences codant pour
I’ARNr168S sont constituées de zones trés conservées et de parties de s€équences tres variables
(Woese, 1987 ; Schleifer et Ludwig, 1989 ; Stackebrandt et Goebel, 1994). La méthode
connait son extension avec la constitution de banques de données rassemblant les séquences
de trés nombreuses espéces bactériennes et qui sont disponibles dans des bases de données
consultables sur Internet. Il en va de méme pour les programmes informatiques indispensables
a l’alignement des séquences, au traitement des données et a la construction d’arbres
phylogénétiques. Les études phylogénétiques qui permettent I’affiliation d’une espéce a un
genre sont essentiellement basées sur la comparaison des séquences d”’ADNr 16S.

Cette technique joue également un réle important dans la nécessité ou pas d’utiliser
des hybridations ADN-ADN dans la classification d’une espece. Ainsi, il est bien €tabli que
deux microorganismes qui présentent moins de 97 % d’homologie de séquences d’ADNr 16S
présentent entre eux une valeur d’hybridation inférieure a 60 % et dans ce cas selon la
définition de l’espéce (Stackebrandt et Goebel, 1994) appartiennent a deux especes

différentes. Par contre, il est nécessaire de recourir aux hybridations lorsque 1’homologie de
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séquence entre deux souches est supérieure a 97 % pour statuer sur leur affiliation a des
especes différentes ou non.

Or cette technique présente également des limites. Il a ¢té¢ prouvé que certains
génomes bactériens renferment plusieurs copies divergentes de ce gene, démontré chez la
souche type de £. saheli (deux séquences différentes du géne) (Haukka ez al., 1996). D’autres
auteurs (Eardly ef al.,, 2005 ; Hashimoto et al., 2003 et Vinuesa et al., 2005a) ont démontré
que les génes ribosomaux peuvent étre sujets a des conversions et des recombinaisons. Ueda
et al. (1999) et Schouls er al. (2003) montrent la présence de transfert horizontal de gene. 1l
est important de souligner que les transferts horizontaux de génes sont fréquents chez les
bactéries et permettent d’introduire de nouveaux génes ou alleles importants pour 1’adaptation
écologique de la bactérie et qui peuvent conduire a une diversification et une spéciation
(Ochman et al., 2000 ; Cohan, 2001).

Néanmoins, La classification actuelle des BNL repose encore sur le séquengage de
I’ADNr 16S. Cette classification est néanmoins satisfaisante car elle permet la séparation des
différents genres décrits jusqu’a ce jour, mais tenant compte des limites citées plus haut, il
devient clair que les arbres phylogénétique basés sur un seul gene ne reflétent pas la relation
phylogénétique et évolutive entre taxons en raison de la possibilité¢ de transferts horizontaux
de genes, et de phénoménes de recombinaison donnant des séquences mosaiques (Coenye et
al., 2005 ; Vinuesa et al., 2005 ; Eardly et al., 2005).

Le séquengage de I'ITS (Internal Transcribed Spacer) chez les rhizobia trouve son
application dans la discrimination de groupes de souches ayant peu de divergence dans leurs
séquences d’ADNr 16S. Cette technique combinée aux hybridations ADN-ADN a permis la
description de différents groupes génomiques dans le genre Bradyrhizobium (Willems et al.,
2003b).

Le développement de nouvelles approches génotypiques visant a étudier les séquences
du génome entier offrent une plus grande quantité d’information possible a analyser avec le
développement d’outils de bioinformatique. Certaines de ces approches sont déja utilisées en

taxonomie et d’autres sont analysées actuellement pour une future application.

1. 5. 2 Nouvelles approches taxonomiques :
Le séquengage des génomes entiers constitue une véritable révolution dans le domaine
bactériologique en général et taxonomique en particulier, de nouveaux outils sont

actuellement développés en génomique et qui permettent 1’étude de la diversité des rhizobia.
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Les plus utilisées sont la technique MLSA et les puces 8 ADN (DNA microarrays). D’autres
méthodes récentes sont actuellement en cours d’étude (figure 11) (Coenye et al., 2005).

Actuellement les structures du génome entier de prés de 160 bactéries ont été
déterminées et le séquengage de plusieurs centaines de génomes bactériens sont en cours
(Ussery, 2004).

Chez les BNL, des génomes entiers ont été séquenceés : Ensifer meliloti 1021 (Galibert
et al., 2001), Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (Kaneko et al., 2002) et Mesorhizobium
loti MAFF303099 (Kaneko et al., 2000), Rhizobium etli CFN42 (Gonzalez et al., 2006),
Rhizobium leguminosarum 3841(Young et al., 2006). D’autres génomes sont en cours de

séquengage notamment ceux de deux especes de Bradyrhizobium photosynthétiques.

1.5.2.1 MLSA (Multilocus Sequence Analysis) :

Les génes de ménage (housekeeping gene) sont par définition les genes qui assurent
les fonctions indispensables a la vie de tous les types de cellules. Le séquengage d’un ou de
plusieurs "geénes de ménage” (MLSA ou Multilocus Sequence Analysis) est actuellement
utilis€ dans de nombreuses études populationnelles et de taxonomie en rhizobiologie. La
technique MLSA offre I’avantage de fournir des résultats comparables entre les laboratoires.
Elle a été recommandée par le ad hoc comité pour la réévaluation de I’espéce bactérienne
(Stackebrandt ef al., 2002) et propose I’analyse d’un minimum de cinq génes de ménage pour
une caractérisation phylogénétique adéquate.

Des études récentes (Wertz et al., 2003 ; Zeigler, 2003 ; Naser et al, 2005 ; Adékambi et
Drancourt, 2004) confirment que les séquences de génes de ménage peuvent prédire les
relations entre génomes et peuvent étre utilisées dans 1’identification au niveau de 1’espéce.
Zeigler (2003) suggere que 1’information donnée par le s€quengage de moins de cinq génes de
ménage a un pouvoir identique ou méme supérieur a celui obtenu par les hybridations ADN-

ADN.
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NIVEAU TAXONOMIQUE
TECHNIQUES
Domain Phylum Class Order Family Genus Species Strain
Metabolic pathway content
| RS ——————
Presence/ absence of
Protein families — )
Protein folds — s y
Indels e ‘
Gene content : —
Genome Blast distance [
Sequence analysis of a single — !
Conserved macromolecule (e.g. 165 rRNA)
Genomic signature . !
Gene order I v ——]
MLST (5-7 housekeeping genes) -

Figure 11 : La résolution taxonomique de quelques nouvelles approches basées sur
I’étude des séquences du génome entier (d’aprés Coenye et al., 2005)

Cette discrimination est possible a condition de bien choisir les génes qui seront analysés et
propose les critéres suivants pour leur sélection : ces genes doivent €tre (i) universellement
présents dans les génomes ; (ii) idéalement présents en copie unique sur le génome ; (iii) les
séquences doivent étre assez longues pour contenir un nombre d’informations suffisant mais
aussi suffisamment courtes pour pouvoir étre séquencées. Les phylogénies de ces marqueurs
sont comparées avec ceux de I’ADNr 168S.

Plusieurs auteurs ont utilisé récemment la technique MLSA pour ’étude de la diversité
des rhizobia. Gaunt ef al. (2001) ont comparé les phylogénies de deux genes de ménage recA
(Recombinase A) et atpD (ATP synthase beta subunit) chez les groupes d’Agrobacterium et
Rhizobium et ont montré que les résultats obtenus ne concordent pas toujours avec ceux de
I’ADNr 168S. Vinuesa et al. (2005a) ont utilis€ une combinaison de recAd et atpD pour la
classification d’isolats de Sesbania du Venezuela et ont comparé les résultats obtenus avec
ceux de la SSU et du géne nifH. D’autres genes ont également €té utilisés dans des études de
diversité des rhizobia et des non rhizobia telles que le gind (Glutamine synthetase) (Turner

et Young, 2000), git4 (Citrate synthase) (Hernandez-Lucas et al., 2004), dnaK (Stepkowki
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et al., 2003). Les séquences de 'atpD ont €galement ¢ét¢ étudices en comparaison avec
d’autres marqueurs dans la description de nouvelles especes de Phyllobacterium (Mantelin et
al., 2006).

Les arbres dnaK permettent une bonne résolution dans les genres Mesorhizobium,
Ensifer et Rhizobium souvent meilleure que celle de I’ADNr 16S (Stepkowski et al., 2003).

© Martens et collaborateurs (2007) ont €tudié le pouvoir discriminatif de cinq genes de

ménage recA (recombinaseA), g/nAd (glutamine synthetase typel), g/iA (citrate synthase I),
thrC (threonine synthase), dnaK (heat shock protein Hsp70) chez douze especes de référence
de Ensifer connues en comparaison de I’ADNr 16S. Les résultats montrent que le signal
phylogénétique obtenu avec ’ADNr 16S n’est pas congruent avec celui des autres genes de
ménage. Ceci suggere la possibilité de recombinaisons dans I’ARNr16S entre les rhizobia
(van Berkum et al., 2003 ; Vinuesa et al., 2005b). Par contre, une congruence significative a
été obtenue avec trois génes de ménage ; dnak, gind et thrC. Ceci suggére que I’utilisation
des séquences de I’ADNr 16S comme seul marqueur dans le genre Ensifer pourrait étre
insuffisant pour une caractérisation fiable. Dans une seconde étape, ces auteurs ont comparé
I’homologie de séquence inter et intra spécifique entre les especes de Ensifer (figurel2) et qui
a révélé une discrimination plus nette entre les especes avec les cing genes de ménage
comparée a celle de I’ADNr 16S.

La technique MLSA devrait prendre une place grandissante en taxonomie, du fait de la
relative facilité¢ de sa mise en ceuvre, de la disponibilité des séquences de différents genes

déposées dans les banques de données et qui sont comparables dans 1’espace et le temps.

o0
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i Figure 12 : Schéma montrant le degré
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— ménage entre les différentes especes
connues de Ensifer

[ ] ] (d”aprés Martens ef al., 2007)
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1.5.2.2 Les puces 8 ADN :

La mesure simultanée du niveau d'expression de plusieurs milliers de génes, voire d'un
génome entier, dans un grand nombre de conditions est actuellement possible grice au
développement de la technologie des puces @ ADN. Les puces & ADN permettent aussi de
détecter la présence ou I’absence d’un geéne et donc de caractériser les différences de contenu
génétique entre deux isolats d’une méme espéce. Les puces a ADN reposent sur le principe
d’hybridation moléculaire entre deux acides nucléiques simples brins. Cette hybridation
moléculaire s’effectue lorsque deux brins sont complémentaires. Les quelques centaines de
séquences d’ADN recherchées sont déposées sur un support. Les fragments d’ADN fixés a la
surface de la puce sont appelés « sondes » ou « probe » en anglais, et les séquences nucléiques
contenues dans 1’échantillon a analyser sont appelés «cibles » ou «target» en anglais
(Bowtell et Sambrook, 2003). Cet ensemble constitue la puce a ADN. La détection de ces
hybridations, aprés lavage de I’ADN hybridé de maniere non spécifique, s’effectue soit par
détection de la fluorescence soit de la radioactivité (Glasser, 2005).

Les puces a ADN sont largement utilisées pour des applications variées telles que
I’analyse du transcriptome, la détection de mutation, la génomique comparative ou
I’identification des bactéries (Cho et Tiedje, 2001 ; Koide et al., 2004 ; Lockhart et Winzeler,
2000). Cependant cette approche est marginalisée dans la détection de génes
environnementaux particuliers di a la variabilité considérable entre un géne donné d’un
génome & l’autre ce qui rend impossible la représentation sur une puces de tous les alleles
possibles d’un méme gene.

Cette méthode fournit un grand nombre d’informations pour un grand nombre
d’applications (Wang et al., 1998 ; Drmanac et al., 2002). L’utilisation des puces ADN pour
des discriminations avec un seul mismatch ont récemment été décrites (Zwick et al., 2005).
Les contraintes budgétaires et la difficulté de réalisation de cette technique limite son
utilisation a un nombre restreint d’organismes. Néanmoins, des méthodes de microarrays plus
simples et moins onéreuses ont été récemment adaptées pour des études de diversité (Avarre
et al., 2006). Une application de cette nouvelle méthode simplifiée par I’utilisation de deux
oligonucléotides qui se fixent sur des loci spécifiques et qui ne demandent pas de marquage
radioactif a été appliquée pour le génotypage de 33 souches de £. medicae/ E. meliloti (Bailly
et al., 2006). Les puces a ADN ont également été utilisées pour la détection et le typage du
géne nodC chez des rhizobia. Cette analyse du gene nodC obtenu d’un ADN extrait
directement des bactéries présentes dans les nodules a permis non seulement la détection de

séquences connues ainsi que de nouvelles séquences nodC qui a permis de classer les souches
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en fonction de la séquence nucléotidique de ce géne mais également le typage du géne nodC

en s’affranchissant de la culture en préalable de I’endosymbiote (Boivin-Masson et al., 2006).

1. 5. 3 Performances symbiotiques :

Chez les rhizobia les performances symbiotiques avec 1’hote végétal est un critére
important pour inclure une bactérie dans la famille des BNL. La proposition d’une nouvelle
espece doit comporter 1’étude du spectre d’hdte présent dans la région d’isolement.

De méme, 1’analyse des séquences de genes de nodulation (nod, noe ou rnol) ou de
fixation d’azote (nif, fix) peut fournir également d’importantes informations pour la
description d’écotypes ou de biovars (Amarger et al., 1997 ; Laguerre et al., 2001 ; Silva et
al., 2003).

Toutes ces méthodes de caractérisation ont permis de classer les rhizobia dans un

ordre hiérarchique bien défini.

1. 6 Classification actuelle des BNL:

Les BNL comportent a ce jour 13 genres et plus de 56 especes (Willems, 2006 ;
N’zoué er al., 2007)(tableau 2), tous classés dans les Protéobactéries et sont réparties en 9
groupes monophylétiques. La plupart appartiennent a la subdivision alpha des Protéobactéries
dans les genres: Rhizobium (Frank, 1889), Mesorhizobium (Jarvis et al, 1997),
Sinorhizobium (Chen et al., 1988), Allorhizobium (de Lajudie et al.,1998a), Bradyrhizobium
(Jordan, 1982), Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988) et plus récemment Methylobacterium (Sy
et al., 2001), Devosia (Rivas et al., 2003), Blastobacter (van Berkum et Eardly, 2002), Ensifer
(Willems et al., 2003a), Ochrobactrum (Ngom et al., 2004) et Phyllobacterium (Mantelin et
al., 2006). Au cours des derniéres années, des BNL ont été aussi découvertes dans les beta
Protéobacteries, dans les genres Burkholderia sp. (Moulin et al., 2001) et Ralstonia (Chen et
al., 2001). Récemment, Benhizia et al. (2004), ont décrit I’association entre des légumineuses
du genre Hedysarum et des souches appartenant a la subdivision gamma des Protéobactéries
comme Pantoea, Enterobacter, Leclercia, Esherichia et Pseudomonas. Cependant, leur
aptitude a induire des nodules sur leur plante hdte n’a pas €té clairement démontrée.

Dans la classification actuelle des BNL, les especes dont la nodulation n’a pas été
confirmée ont €té omises car elles ne répondent pas aux critéres majeurs de BNL. Néanmoins,
certaines de ces especes ont bien été isolées de nodules de légumineuses. Han et a/. (2005) ont

identifié 33 isolats de Phaseolus vulgaris, Campylotropis spp. et Cassia spp., comme
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appartenant a 1’espéce Agrobacterium tumefaciens et Liu et al. (2005) ont démontré que des
isolats de la légumineuse ligneuse Wisteria sinensis appartiennent a I’espéce Agrobacterium.

Paradoxalement, certains genres de BNL peuvent contenir des especes non effectives.
Ainsi, Bradyrhizobium betae forme des tumeurs sur Beta vulgaris mais n’est pas connu pour
la fixation d’azote (Rivas et al., 2004). Mesorhizobium thiogangeticum est une bactérie sulfo-
oxidante et ne nodule pas les Iégumineuses testées : Clitoria fernatea, Pisum sativum et Cicer
arietinum (Ghosh et Roy, 2006).

Plusieurs révisions taxonomiques ont ¢té faites avec le genre Cupriavidus, nommé
auparavant Wausteria et Ralstonia. Le genre contient une seule espéce de BNL (Cupriavidus
taiwanensis) qui nodule le Mimosa spp., les dix autres espéces sont non symbiotiques

(Euzéby, 1997).

1. 6. 1 De Sinorhizobium 3a FEnsifer: nomenclature d’un genre soumis a
controverse :

Le genre Sinorhizobium est I’un des genres qui comporte un grand nombre d’especes
numériquement dans la famille des Rhizobiaceae. Il renferme plusieurs especes importantes
en agronomie par leur infectivité et efficience avec une grande diversité¢ de légumineuses
ligneuses et herbacées.

Actuellement, ce genre renferme 15 especes, la majorité décrite sur la base d’une étude
de taxonomie polyphasique. Le genre Sinorhizobium constitue un cluster a part dans la famille
Rhizobiaceae qui comporte également Rhizobium, Allorhizobium et Agrobacterium par
analyse de I’ADNr 16S.

La taxonomie du genre a subi de nombreux remaniements. Le genre a été proposé en
premier par Chen et collaborateurs (1988) avec deux especes : S. fredii et S. xinjiangensis a
croissance rapide nodulant le soja sur la base d’une analyse numérique. Cette description fut
réfutée par Jarvis et al. (1992) du fait que S. fredii est phylogénétiquement proche de
Rhizobium meliloti (Jordan, 1984). S. fredii fut reclassé dans le genre Rhizobium et la validité
taxonomique de S. xinjiangensis remise en cause. Deux ans plus tard, en 1994, de Lajudie et
collaborateurs, démontrent par une analyse polyphasique incluant des tests phénotypiques
(galeries API), profils protéiques par SDS-PAGE et des tests génotypiques (séquengage de
I’Hybridations ADN-ADN) que des isolats de différentes especes d’Acacia et de Sesbania
constituaient deux espéces génomiques rattachées a la branche phylogénétique R. fredii-R.
meliloti. Cette branche phylogénétique a été individualisée par la création d’un nouveau

genre, répondant aux régles de nomenclature et de taxonomie et le nom Sinorhizobium a été
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confirmé. R. fredii et R. meliloti ont €té reclass€es dans le genre Sinorhizobium avec deux
chemovars pour S. fredii (chemovar fredii et siensis, de Scholla et Elkan, 1984). Ce genre
renferme aussi d’autres especes S. saheli (biovars acaciae et sesbaniae de Haukka et al.,
1998) et S. teranga (biovar acaciaec et sesbaniae de Lortet er al, 1996) rectifiées
ultérieurement en S. sahelense et S. terangae de Triiper et de Clari, 1997, nodulant les especes
du genre Sesbania et Acacia (de Lajudie et al., 1994).

D’autres especes ont été ensuite décrites : S. medicae (Rome et al., 1996) associée au
genre Medicago, S. arboris et S. kostiense (Nick et al., 1999) associées a Prosopis chilensis et
Acacia senegal. S. kummerowiae a été isolée de Kummerowia stipulacea au Nord-Ouest de la
Chine (Wei et al., 2002), S. morelense (Wang et al., 2002) et S. americanum (Toledo et al.,
2003) isolées d’Acacia spp. du Mexique et plus récemment S. mexicanum 1solée d’Acacia
angustissima (Lloret et al, 2007). Deux especes de Sinorhizobium ont été décrites par
Ogasawara et al., 2003 : S. abri et S. indiaense, isolées de légumineuses tropicales mais qui
n’ont pas €té encore validées par I’International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology.

Le genre Sinorhizobium a été récemment reclassé en Ensifer sur la base de similarité
des séquences d’ADN (Willems et al., 2003a, Young, 2003). Ensifer adhaerens est une
bactérie tellurique qui adhére & d’autres cellules bactériennes et peut causer leur lyse dans le
cas d’absence de nutriments dans le sol (Casida, 1982). La souche type de I’espece ATCC
33499 qui est a D'origine non effective avec les légumineuses, peut par acquisition du
plasmide symbiotique de Rhizobium tropici devenir infective avec Phaseolus vulgaris et
Leucaena leucocephala. (Rogel et al., 2001), démontrant ainsi sa capacité a devenir une BNL.
Depuis, d’autres souches de E. adhaerens infectives ont €t¢ identifiées. L’analyse de I’ADNr
16S et des séquences rec4 montrent que ces souches forment une seule branche avec Ensifer
(Willems et al., 2003a) et par conséquent ces auteurs proposent de renommer ces souches en
Sinorhizobium adhaerens. Cependant, Ensifer (Casida, 1982) est la premi¢re nomenclature
donné a I’espece E. adhaerens et de ce fait est prioritaire a Sinorhizobium adhaerens (Young,
2003).

Ainsi, en application des lois de la nomenclature bactérienne (Lapage et al., 1990)
toutes les especes de Sinorhizobium spp., doivent €tre renommees en Ensifer spp.

Dans notre travail, Ensifer est utilisée pour désigner les souches anciennement

nommées Sinorhizobium.
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Tableau 2 : Classification de bactéries fixatrices d’azote symbiotiques des légumineuses

Espéces

Plantes hotes

Références

Rhizobium

Frank, 1889

R. leguminosarum

Frank, 1889; Jordan, 1984

biovar viciae

Pisum sativum, Vicia, Lathyrus, Lens

Frank, 1889 ; Jordan, 1984

biovar frifolii

Trifolium pratense

Frank, 1889 ; Jordan, 1984

biovar phaseoli Phaseolus vulgaris L. Frank, 1889; Jordan, 1984
R. tropici
Martinez-Romero et al.,
Type Il A P. vulgaris L., Leucaena
1991
Martinez-Romero ez al.,
Type II B P. vulgaris L., Leucaena
1991
R etli Segovia et al., 1993;
) Phaseolus vulgaris, Leucaena
biovar phaseoli Hemandez-Lucas et al., 1995
R etli

biovar mimosae

Mimosa affinis

Wang et al., 1999a

Desmodium sinuatum, Stylosanthes,

Chen et al., 1997

R hainanense Centrosema, Tephrosia, Acacia, Zornia,
Macroptilium.
R gallicum Amarger et al., 1997
biovar gallicum Phaseolus vulgaris L. Amarger et al., 1997
biovar phaseoli Phaseolus vulgaris L. Amarger et al., 1997

R. mongolense

Medicago ruthenica

van Berkum et al., 1998

R. galegae Lindstrém, 1989
biovar orientalis Galega orientalis Radeva et al., 2001
biovar officinalis Galega officinalis Radeva et al., 2001
R. giardinii Amarger et al., 1997
biovar giardinii Phaseolus vulgaris L. Amarger et al., 1997
biovar phaseoli Phaseolus vulgaris L. Amarger et al., 1997
R huautlense Sesbania herbacea Wang et al., 1998
R. indigoferae Indigofera Wei et al., 2002

R sullae

Hedysarum coronarium

Squartini et al., 2002

R. loessense

Astragalus, Lespedeza

Wei et al., 2003

R. yanglingense

Coronilla, Amphicarpaea, Gueldenstaedtia

Tan et al., 2001

R. daejeonense

Medicago

Quan et al., 2005

Rhizobium lusitanum

Phaseolus vulgaris

Valverde et al., 2006
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Rhizobium cellulosilyticum

isolated from sawdust of Populus alba

Garcia-Fraile ef al., 2007

Mesorhizobium
Lotus corniculatus, Lupinus, Anthyllis, )
M. loti Jarvis et al., 1982
Leucaena
M. huakuii Astragalus sinicus, Acacia spp. Chen ef al,, 1991
biovar loti Turner et al., 2002
M. ciceri Cicer arietinum Nour et al., 1994

M. tianshanense

Glyeyrrhiza pallidiflora, Sophora,
Caragana, Halimodendron, Swainsonia,

Glycine

Chen et al., 1995

M. mediterraneum

Cicer arietinum

Nour et al, 1995

M. plurifarium

Acacia, Prosopis

de Lajudie et al., 1998a

M. amorphae

Amorpha fruticosa

Wang et al., 1999b

M. chacoense

Prosopis alba

Velasquez et al., 2001

M. temperatum

Astragalus adsurgens

Gao etal., 2004

M. septentrionale

Astragalus adsurgens

Gao et al, 2004

M. thiogangeticum

Rhizosphere de Clitoria ternatea

Ghosh et Roy, 2006

Ensifer (Sinorhizobium)

Young, 2003.

E. meliloti Medigaco, Melilotus, Trigonella Young, 2003
biovar meliloti Villegas et al., 2006
biovar acaciae Bietal, 2002
) Bena et al., 2005; Villegas et al.,
biovar medicaginis M. lasciniata, M. sauvagei
2006
Scholla et Elkan, 1984; de Lajudie
E. fredii
et al., 1994
chemovar fredii Glycine max Scholla et Elkan, 1984
chemovar siensis Glycine max Scholla et Elkan, 1984

E. xinjiangense

Glycine max,

Chenetal, 1988

E. sahelense

Sesbania spp.

de Lajudie et al., 1994

biovar acaciae

Acacia spp.

Boivin et Giraud, 1999

biovar sesbaniae

Sesbania spp.

Boivin et Giraud, 1999

de Lajudie et al., 1994;Triiper et de

E. terangae
Clari, 1997
biovar acaciae Acacia spp. Lortet ef al., 1996
biovar sesbaniae Sesbania spp. Lortet etal., 1996
E. medicae Medicago spp. Rome et al., 1996
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E. kostiense

Acacia, Prosopis

Nick et al., 1999

E. morelense

Leucaena leucocephala

Wang et al., 2002

E. americanum

Acacia spp.

Toledo et al., 2003

E. arboris

Acacia, Prosopis

Nick et al., 1999

E. kummerowiae

Kummerowia stipulacea

Wei et al., 2002

E. adhaerens

Sesbania, Medicago

Casida, 1982

E. mexicanum

Acacia angustissima

Lloret et al., 2007

Ensifer abri

Ogasawara et al., 2003

Ensifer indiaense

Ogasawara et al., 2003

Allorhizobium de Lajudie et al., 1998b
A. undicola Neptunia natans de Lajudie et al., 1998b
Devosia

Devosia neptuniae

Neptunia natans

Rivas et al., 2003

zorhizobium

A. caulinodans

Sesbania rostrata

Dreyfus et al., 1988

Azorhizobium sp.

Sesbania rostrata

Rinaudo et al., 1991

A. doebereinerae

Sesbania virgata

Moreira et al., 2006

Bradyrhizobium

Jordan, 1982

B. japonicum

Glycine max, Glycine soja

Kirchner, 1896; Jordan, 1984

biovar genistearum

Vinuesa et al., 2004

biovar glycinearum

Vinuesa et al., 2004

B. elkanii

Glycine max

Kuykendall et al., 1992

B. liaoningense

Glycine max, Glycine soja

Xuetal, 1995

biovar glycinearum

Vinuesa et al., 2004

B. yuanmingense

Lespedeza spp.

Yao et al., 2002

B. betae

Beta vulgaris

Rivas et al., 2004

B. canariense

Genisteae et Loteae plants

Vinuesa et al., 2005¢

biovar genistearum

Vinuesa et al., 2005¢

biovar glycinearum

Vinuesa et al., 2005¢

Bradyrhizobium sp.

Vigna, Lupinus, Mimosa

Jordan, 1982

Bradyrhizobium sp. Acacia Dupuy et al., 1994
Bradyrhizobium sp. Aeschynomene Alazard, 1985; Young et al., 1991
Blastobacter

B. denitrificans Aeschynomene van Berkum et Eardly, 2002

Methylobacterium

M. nodulans

Crotalaria spp.

Sy et al., 2001; Jourand et al., 2004

Burkholderia
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Burkholderia sp. Machaerium lunatum, Aspalatus Moulin et al.,, 2001

B. caribensis

B. cepacia

B. tuberum Vandamme e al., 2003
B. phymatum Vandamme et al., 2003
B. mimosarum Mimosa spp. Chen et al., 2006

Cupriavidus (Ralstonia)

Chen ef al., 2001; Vaneechoutte et

C. taiwanensis Mimosa spp.
al., 2004
Ochrobactrum sp. Ngom et al., 2004
Ochrobactrum lupini LupinuS albus Trugillo et al., 2005
Herbaspirillum
Herbaspirillum lusitanum Phaseolus vulgaris Valverde et al., 2003
Phyllobacterium
P. lupini Trifolium pratense ; Lupinus Valverde et al., 2005
P. trifolii
P. ifrigiense » Mantelin ef al., 2006
P. leguminum
Hedysarum carnosum, Hedysarum
Gamma-Froteobacteria Spinosissimum subsp. capltatum, Benhizia et al., 2004

Hedysarum pallidum

1. 7 La rhizobiologie au Maghreb :

Les études sur les légumineuses et leurs microsymbiotes se sont multipliées ces
derniéres années au Maghreb (Tunisie, Maroc, Algérie) en raison de I’endémisme de certaines
espéces et leur présence spontanée dans différents milieux. Ces légumineuses représentent un
potentiel intéressant a exploiter dans des projets réhabilitation des terres dégradées, la lutte
contre la désertification, leur intérét fourrager et/ou pastoral, Agronomique et pour la sécurité
alimentaire.

La Tunisie est le leader dans les études sur la diversité des rhizobia associés a de
nombreuses légumineuses notamment les espéces fourrageres présentes dans les zones infra-
arides. Ben Romdhane ef a/. (2006) ont identifi¢ génétiquement les microsymbiotes d’Acacia
tortillis ssp. raddiana présentes en Tunisie et démontrent une grande diversité des rhizobia
associés, proches d’Ensifer ssp., Rhizobium tropici et Agrobacterium tumefasciens. Jebara et

al. (2001) ont identifié¢ les partenaires symbiotiques de différentes variétés de AMedicago
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cultivées en Tunisie dont Medicago ciliaris, M. sativa cv. Gabes et M. scutelleta cv. Kelson
dont les microsymbiotes s’apparentent a Ensifer. Ces méme auteurs rapportent que les régions
1GS situées entre les génes nifD et nifK permettent une nette discrimination entre £. medicae
et £. meliloti, les deux espéces du genre les plus proches phylogénétiquement. La diversité de
ces deux especes a €galement été étudiée sur trois sols en Tunisie par piégeage avec 4 variétés
de Medicago truncatula (Zribi et al., 2005). Ces études ont montré la dominance de I’espece
Ensifer medicae dans les différents sols. D’autres auteurs (Zakhia et al., 2004) ont focalisé
leur études sur les rhizobia associées aux légumineuses spontanées de la zone infra-aride de la
Tunisie et peu étudiées (Argyrolobium uniflorum, Coronilla, Astragalus, Anthyllis, Ebenus,
Genista et Lotus ) et rapportent la présence de Rhizobium galegae associé & Astragalus
crutiatus, Lotus creticus et Anthyllis henoniana. Mantelin et al. (2006) ont enrichi la
taxonomie des rhizobia avec deux especes de Phyllobacterium : P. leguminum isolée des
nodules racinaires d’Argyrolobium uniflorum et Astragalus algerianus et P. ifrigiyense isolée
des nodules racinaires d’Astragalus algerianus et Lathyrus numidicus.

La diversité des rhizobia des légumineuses alimentaires de Tunisie a également été
¢tudiée, notamment ceux associ€s aux haricots (Phaseolus vulgaris) et aux pois chiche
(Chickpea) (Mhamdi et al., 2002 ; Aouani et al., 2001). Mhamdi er a/. (2005) ont démontré la
présence de souches d’Agrobacterium non infectives dans les nodules des haricots co-inoculés
avec une souche infectieuse de Rhizobium. Ils ont démontré que cette co-inoculation
(Agrobacterium/Rhizobium) n’améliore pas la nodulation ou le rendement des haricots,
comparé au témoin inoculé juste avec la souche de Rhizobium. Plus tard, Mrabet et al. (2006)
démontrent qu’une inoculation de haricot cultivé sur du sol non stérile avec un mélange de
souches d’Agrobactrium isolées de nodules de haricot augmente significativement la
nodulation de ces plantes et leur croissance. Cette inoculation semble favoriser I’infection de
la légumineuse avec des souches de £. medicae et exerce par contre un effet antagoniste vis-a-
vis des souches de Rhizobium gallicum.

Au Maroc, beaucoup d’études ont €té réalisées sur la tolérance a la salinité et les
mécanismes d’osmorégulation chez les rhizobia isolés de différentes 1égumineuses. Brhada et
al. (1997) ont étudié le transport de la glycine betaine et de la choline chez trois souches
isolées de nodules de Vicia faba var. Major et une souche isolée de Cicer arietinum L. en
zone semi-aride. Ces auteurs ont montré que dans des conditions de stress salin I’ajout de
Glycine bétaine ou Choline dans le milieu de culture joue un role bénéfique dans la croissance
de ces souches et montrent que les deux substances sont transportées par la cellule a faible

osmolarité avec une stimulation de transport de la Glycine bétaine a 0,15 M NaCl.
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Ben Khaled er al. (2003) ont montré que I’application d’un stress salin en milieu
hydroponique a des plantules de tréfle (7rifolium alexandrinum L.) inoculées avec des
souches de Rhizobium affecte la nodulation a partir de 2 g/ de NaCl alors que la croissance
n’est affectée qu’a une double dose de NaCl et montrent que le stress salin est accompagné de
modifications biochimiques et ultrastructurales chez la plante. Abdelmoumen ez a/. (1999) ont
démontré la haute tolérance d’isolats de Trigonella foenum greacum a des concentrations
élevées de NaCl pouvant atteindre 10 % et de 14 %. Ces souches semblent avoir la capacité
d’accumuler le glutamate, la proline et la Glycine betaine mais non le CaCl,. Bouhmouche et
al. (2001) démontrent que des souches osmotolérantes isolées de Phaseolus vulgaris dans des
zones salées du Maroc avaient une viabilité différente lorsqu’elles étaient cultivées en
présence de concentration minimale inhibitrice de sel. Ils recommandent fortement de prendre
en considération le critére de viabilité des souches, notamment celles destinées a I’inoculation
destinée en zones salées.

Plusieurs études sur la diversité des rhizobia isolés de légumineuses ligneuses comme
les Acacia présentes dans les zones arides et sahariennes ont €té réalisées (Zerhari et al.,
2000 ; Khbaya er al, 1998). Certaines souches isolées de ces légumineuses peuvent tolérer
jusqu’a 1 M de NaCl et semblent accumulé le glutamate et le mannosucrose dans leur
cytoplasme pour ajuster leur osmolarité (Essendoussi et al., 2007).

En Algérie, beaucoup d’études ont été réalisées sur les légumineuses spontanées et
endémiques (Quezel et Santa, 1962), notamment celles sur les Medicago annuelles et
cultivées (Abdelguerfi, 1978 ; Abdelguerfi er al., 1988 ; Abdelguerfi er al., 2000 ; Yahiaoui et
Abdelguerfi, 1995) et sur le trefle (Issolah et Abdelguerfi, 1995).

Parall¢lement, moins d’études ont été réalisées sur leurs partenaires symbiotiques.

Les travaux les plus importants sont ceux de Benhizia et al. (2004) qui ont démontré pour la
premicre fois que des BNL de la classe des gamma Proteobacteriaceae €taient isolées de
nodules de Hedysarum (H. carnosum, H. spinosissinum et H. pollidum). Dans la littérature,
les BNL spécifiques & Hedysarum coronarium ont ét¢ identifiées comme Rhizobium sullae
(Squartini et al., 2002).

Sebbane er al. (2006) ont réalis¢ une €tude de caractérisation des bactéries isolées des especes
annuelles de Medicago dans la vallée du Soummam et découvrent que I’espece Medicago
orbicularis est associée a une souche STM 966 proche de R. galegae. Dans la littérature, les
partenaires connus de Medicago orbicularis appartiennent aux especes E. medicae ou E.

meliloti (Rome et al., 1996). Quand aux souches de R. galegae, sont généralement spécifiques
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de Galega orientalis et Galegae officinalis dans le Caucase (Lindstrom, 1989) et découvertes
aussi en Italie, Bulgarie et Tunisie (Radeva et al.,, 2001 ; Zakhia et al., 2004).

Certains auteurs se sont plus intéressés aux légumineuses spontanées de quelques
zones salées de I’Algérie et ont étudié la diversité des bactéries associées (Bekki, 1986 ;
Bekki et al., 1987 ; Bekki, 1994; Bekki, 1996; Bekki, 1997; Bekki et al., 1999). Ces
chercheurs ont essayé de comprendre les mécanismes qui ont permis 1’établissement et le
maintien de I’association rhizobia/ Medicago présentes dans les Sebkhas. Les recherches dans
ce sens sont encore entreprises.

Dans les zones arides du sud de 1’Algérie, Kaci er al. (2005) ont identifié¢ des
nouvelles molécules d’exopolysaccharides (EPS) produites par la souche KYGT207 identifiée
comme R. sullae et qui semble favoriser I’acquisition de 1’eau et des nutriments dans la
rhizosphere de Triticum durum L. la présence de cette souche dans le sol et sa production
d’EPS joue également un role dans 1’agrégation des particules du sol.

Prenant conscience de I'intérét de la symbiose dans les pays du Maghreb, les études
sur les deux partenaires de la symbiose se sont multipliées ces dernieres années afin de mieux
comprendre ces associations et de ce fait de mieux 1’exploiter notamment en zones a stress

pédoclimatique.

1. 8 L’inoculation pour ’agriculture et ’environnement :

Dans les écosystémes semi-arides et arides, la sécheresse et le manque de nutriments
notamment 1’azote et le phosphore assimilables rendent les sols peu fertiles, ajouté au
probléme de salinité (Zahran, 1997). Ces facteurs rendent la récolte médiocre et détruisent le
couvert végétal.

11 existe des moyens pour pallier a cette médiocrité et tenter d’augmenter la fertilité de
ces sols et les rendre plus productifs.

Parmi les solutions proposées, celle de 1’utilisation de variétés de plantes a rendement
¢levé. Mais qu’attendre d’elles sur un sol peu fertile et dans des conditions climatiques peu
propices. Il est possible de penser a I’apport d’engrais chimiques, mais ces derniers en plus de
leur colit élevé notamment pour les pays pauvres, présentent également des risques de
pollution de I’environnement. L’emploi de boues des eaux d’épuration et les déjections
d’animaux peut également améliorer les rendements agricoles et présentent 1’avantage d’étre

moins onéreux que les engrais chimiques et riches en azote et en phosphore (Fahmy er al,,
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1997 ; Ferreira et Castro, 1995), mais ils présentent également 1’inconvénient de contenir
généralement des taux élevés de métaux lourds toxiques, rendant leur utilisation dangereuse.

S’orienter vers les végétaux capables symbiotiquement de fixer I’azote de 1’air semble
une voie prometteuse car elle permet de s’affranchir de 'utilisation des engrais azotés
chimiques. Néanmoins, pour 1’établissement de ces 1égumineuses dans ces sols pauvres, il est
important qu’elles puissent s’associer efficacement avec des rhizobia adaptées aux contraintes
du milieu et spécifiques a la l[égumineuse. Hélas, les souches effectives ne préexistent pas
toujours dans ces sols. Il convient alors d’inoculer soit le sol, soit les graines qu’on lui confie.
Obaton et Blachere (1965) estimaient que 1’inoculation peut étre raisonnablement conseillée
lorsque 1’on veut établir une luzerniére en sol acide, chaulé depuis peu. La bactérisation des
semences a fait de gros progres dans les pays développés.

Les Premieres méthodes d’inoculation comprenaient 1’apport dans les nouveaux
champs de tonnes de sol des terrains ou poussaient les légumineuses en question. Cette
méthode encombrante de transfert de sol fut probablement responsable de la naissance de
I’industrie actuelle de production d’inoculums. C’est des la fin du dix-neuvieme siécle que les
bactéries symbiotiques des légumineuses ont ét¢ commercialisées et utilisées a grande échelle
pour ameéliorer la fixation de I’azote des plantes fourrageres comme le tréfle et la luzerne.

80 % a 90 % des surfaces cultivées en luzerne sont ensemencées chaque année, aux
Etats Unis, avec des souches effectives de £. meliloti et environ 10000 ha en France sur terres
acides (Davet, 1996).

Dans de nombreux essais, I’inoculation a augmenté considérablement le rendement
des cultures. Van der Heijden ef a/. (2006) ont montré que 1’inoculation du microcosme avec
un melange de rhizobia augmente la production des légumineuses et d’autres plantes
présentes dans les prairies ainsi que leur teneur en azote comparé au témoin non inoculé.
L’inoculation de semences de luzemes par des souches de £. meliloti sensibles a 1’acidité a
permis le développement de la bactérie dans la rhizospheére et I’implantation de la
légumineuse dans un sol acide. L’inoculation de cultivars de M. truncatula et M. polymorpha
originaires de la zone semi-aride de Tunisie avec une souche de E. meliloti indigene a
augmenté le rendement en poids sec et la teneur en azote de ces plantes (Mezni et Sifi, 1996).
Récemment, 1l a ét¢ suggéré d’inoculer les Iégumineuses herbacées spontanées telles que
Argyrolobium flaccidum, Astragalus gravelens et Indigofera gangetica pour augmenter la
production de couverture végétale et la fertilité¢ du sol (Jha et al., 1995). Des études montrent
que les rhizobia isolées de légumineuses sauvages semblent performantes avec d’autres

légumineuses. Ainsi, des souches de Rhizobium isolées d’Astragalus cicer sont effectives
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avec Medicago sativa et Phaseolus vulgaris (Zhao et al., 1997) de méme que des rhizobia
isolés de régions désertiques en Egypte sont effective avec Vicia faba et Pisum sativum.

Dans les zones arides et salées, la sélection de rhizobia tolérantes au stress pour
I’inoculation est importante. Des rhizobia qui établissent une symbiose fixatrice d’azote avec
une viabilité dans des conditions de stress ont été identifiés (Fuhrmann er al., 1986 ; Jenkins
et al., 1989). D autres compétitifs et capables de tolérer des températures élevées (35-40°C) et
une sécheresse forte (Wadisirisuk er al, 1989). Des souches de R. leguminosarum bv.
phaseoli tolérant des temperatures ¢levées, forment une symbiose effective avec leur plante
héte (Hungria et al., 1993 ; Michiels et al., 1994).

Une autre voie d’amélioration de la production végétale est la double inoculation des
légumineuses avec des rhizobia et des champignons mycorhiziens. Cette méthode qui a fait
ses preuves dans [’adaptation des [égumineuses aux régions arides. Ainsi il a ét¢ démontré que
des Acacia et de Leucaena mycorhizées tolerent plus le stress hydrique (Robson et Bottomley,
1991) que celles qui sont juste inoculées avec des rhizobia. Requena er al. (2001) ont montré
que l’introduction de plantes indigénes associées a un inoculum microbien (rhizobia /
champignon mycorhizien) augmentent significativement la teneur en azote du sol, la maticre
organique et améliore la texture de sols désertifiés dans les écosystemes méditerranéens.

Pour la réussite d’une inoculation, la sélection de souches effectives avec la plante
cible est donc primordiale. Les souches destinées a I’inoculum doivent en plus des propriétés
symbiotiques présenter un certain nombre de caractéristiques :

Les souches doivent étre competitives avec les souches indigénes. Athar et Johnson,
(1996) rapportent que 1’utilisation de deux mutants de E. meliloti compétitives avec les
souches indigenes de la luzerne, se sont avérées effectives sous stress hydrique. Ces résultats
montrent que la nodulation, la croissance et la fixation de 1’azote chez la luzerne comme pour
d’autres légumineuses peuvent é&tre améliorées par 1’inoculation avec des souches
compétitives. Les souches inoculum doivent étre résistante a 1’action létale de divers facteurs
physiques (température €levée, dessiccation) chimiques (pH, substances toxiques dont les
produits fongicides) et biologiques (phages). Elles doivent entre autre avoir un niveau
d’adaptation important du niveau de fertilit¢ du sol (il a été démontré que certaines souches
sont plus aptes que d’autres a la fixation en présence de fortes doses d’azote combiné ou dans
des sols carencés en potassium). Les souches doivent aussi étre persistantes dans le sol et
avoir un bon taux de survie pendant la préparation de I’inoculum et dans le sol. A ce sujet, il
est important de rappeler que les normes frangaises exigent la présence d’un nombre ¢€levé de

la souche spécifique dans I’inoculum (environ 1 million de bactéries /g pour le soja et S000
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bactéries/g pour la luzerne) (Le Tacon et Obaton, 1984) des doses moins importantes
réduiraient la chance de nodulation de la souche introduite notamment en présence de souches
autochtones.

Pour leur commercialisation, les inoculums se présentent sous trois formes : solide,
liquide ou lyophilisés. Les plus utilisés sont les inoculums sous forme solide, notamment ceux
utilisant un support de tourbe. D’autres inclus dans des billes d’alginate sont également
efficaces. Sarr er al. (2005) démontrent que 1’inoculation d’Acacia (Acacia nilotica et Acacia
senegal) avec un inoculum dans des billes d’alginate a augmenté considérablement la
croissance de ces deux arbres. Le plus important dans le choix du support de I’inoculum est
celul qui permet de maintenir le plus grand nombre de cellules vivantes.

Les inoculums commercialisés doivent contenir une date d’expiration, indiquant les
risques d’une diminution du nombre viable de rhizobia dans I’inoculum au-dela de la date
indiquée (Erker et Brick, 2006). Enfin il est trés important de vérifier I'innocuité de
I’inoculum avant son application dans le sol et I’absence de contaminants. Les enquétes sur la
qualité¢ d’inoculums de RAizobium formulés sur tourbes sont inquiétantes (Olsen ez al., 1995).
Sur 40 échantillons prélevés dans des lots non périmés vendus au Canada par des compagnies
américaines, 39 contenaient davantage (des fois jusqu’a 1000 fois plus !) de contaminants que
des cellules de Rhizobium. Plusieurs de ces contaminants étaient fortement inhibiteurs de
Rhizobium in vitro et I'un deux Pseudomonas aeruginosa, était une bactérie potentiellement
pathogéne pour ’homme. La réglementation a ce sujet est stricte est exige un controle de

qualité.

54



—

b3 U2

—
- i

o Eies B cus B e RN cam T cxm B cu N oun N G

Chapitre 11

Matériels & Méthodes




.

—

—_— —_— _—_— ——
I . i . s N

Matériels & Méthodes

2. Matériels et Méthodes

2. 1 Isolement des bactéries a partir de nodules :

Les nodules récoltés a partir de racines de plantes in-narura ou par piégeage au
laboratoire ont été soit directement utilisés pour I’isolement ou conservés secs dans des tubes
contenant du gel de silice ou du CaCl, (Date, 1982) surmonté de coton cardé. Au laboratoire,
les nodules sont réhydratés dans de 1’eau distillée stérile (pendant une demi-heure) dans des
tubes Eppendorf. Aprés avoir éliminé 1’eau, les nodules sont stérilisés en surface par
immersion dans de I’hypochlorite de calcium a 3 % (m/v) pendant 3 min. Ensuite, ils sont
rincés 10 fois avec de I’eau distillée stérile pour éliminer toute trace d’hypochlorite de
calcium. Chaque nodule est écrasé dans un tube Eppendorf stérile dans deux gouttes d’eau
stérile a I’aide d’un béton stérile en plastique. Une goutte du broyat obtenu est étalée a ’aide

d’une 6se sur milieu YMA en boite de Pétri (Vincent, 1970).

* Milieu YM (Vincent, 1970)

Utilisé pour la culture courante des souches de BNL, et pour I’obtention de cellules en
vue d’une préparation d’ADN. La composition en g/L : mannitol : 10 g; glutamate de
sodium: 0,5 g; K;HPO4: 0,5 g; MgS0,,7H,0: 0,2 g; NaCl: 0,05 g; CaCl,: 0,04 g;
FeCl; : 0,004 g ; extrait de levure: 1 g.

Le pH du milieu est ajusté a 6,8 avec du HCI 0,1 N.

Le milieu gélos¢ (YMA) correspondant est obtenu par addition de 20 g/L. d’agar-agar.

Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 min a 120°C.

2. 2 Vérification de la pureté des souches :

2. 2.1 Vérification de la pureté des souches par repiquage et microscopie :

La pureté des souches est vérifiée par épuisement sur milieu YMA jusqu’a 1’obtention
de colonies isolées. Il est conseillé d’observer les colonies a 1’aide d’une loupe binoculaire
afin de vérifier leur pureté aprés épuisement. La pureté des cultures est vérifiée par

observation au microscope optique des préparations de cultures entre lame et lamelle a 1’état
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frais ce qui permet de vérifier ’homogénéité des cellules, les différentes formes présentes, et

leur mobilité.

2. 2. 2 Coloration de Gram :

Un controle supplémentaire par la coloration de Gram permet de différencier sur la
base de la composition de la paroi cellulaire entre les bactéries qui sont a Gram négatif
(comme les rhizobia) et les autres bactéries 8 Gram positif. La coloration de Gram doit son
nom au médecin danois Hans Christian Gram qui mit au point le protocole en 1884
(Microsoft ® Encarta ® 2006. © 1993-2005 Microsoft Corporation. Tous droits réservés).

Les étapes du protocole sont les suivantes : Les cellules sont fixées & la flamme.
Ensuite le violet de Gentiane est ajouté (1-2 min). Les bactéries se colorent alors en violet. Le
colorant est par la suite fixé¢ a I’aide du lugol (iodure de potassium KI) (2 x 30 sec). La
préparation est abondamment rincée & 1’eau distillée afin d’évacuer I’exces de colorant. La
préparation est décolorée (éthanol 95 %, 5 sec) et rincée de nouveau abondamment a ’eau
distillée. Puis, une deuxi¢éme coloration avec de la fuschine ou safranine est réalisée (1-2min).
De nouveau, la préparation est rincée a 1’eau et séchée z‘i température ambiante. L’ observation
microscopique au grossissement X1000 avec huile & immersion permet de voir si les cellules

sont colorées en violet (Gram-positif) ou bien en rose (Gram-négatif).

2. 3 Conservation des isolats :

Les isolats purifiés sont conservés selon les deux procédés suivants :

* Pour une courte durée, on les repique sur le milieu YMA incliné aprés
une incubation de 48 heures a 28°C, les tubes sont ensuite conservés au
réfrigérateur a 4°C.

* Pour une conservation de longue durée, les isolats sont conservés dans
des cryotubes contenant 0,750 mL de glycérol (50 % v/v) additionné de
0,750 mL de suspension bactérienne de Rhizobium en phase

exponentielle. Le mélange homogénéisé et conservé a -80°C.

2. 4 Test de nodulation :

Les 1solats extraits des nodosités de légumineuses ne peuvent étre identifiés comme

rhizobia qu’apres avoir effectué le test de nodulation, montrant leur capacité¢ a former des
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nodosités sur leur plante hote, en conditions bactériologiques controlées. Pour réaliser ce test
les étapes suivantes sont effectuées :

Nous avons utilisé les graines disponibles au LSTM citées ci-dessous et de deux
espéces de Medicago (M. ciliaris et M. polymorpha) provenant de la Sebkha de Misserghin en
Algérie.

2. 4. 1 Stérilisation des graines :
Stérilisation des graines de Retama raetam, Argyrolobium uniflorum (Tunisie), Lotus creticus
(LSTM) et Lotus arabicus (Sénégal).
* Tremper les graines 15 a 20 min dans 1’acide sulfurique concentré (H,SO,
a 96 %).

= Rincer 7 fois avec de 1’eau stérile

= Laisser gonfler une nuit a 4°C
» Transférer les graines sur de I’eau gélosée a 1 % pour la pré-germination
(chambre noire, & 22°C)

* ]l faut compter 3 a 5 jours avant de transférer les plantes en tubes Gibson.

Stérilisation des graines de (Medicago ciliaris, Medicago polymorpha, Acacia tortillis sub sp.

raddiana) (Algérie) et Medicago arabica (collection du LSTM, Montpellier)

» Tremper les graines 5 min dans de 1’hypochlorite de calcium (poudre 70 %,
solution a 3 g/L fraichement préparée et filtrée aprés compléte dissolution).
= Rincer 7 fois.
» Scarifier manuellement a I’aide d’une aiguille flambée jusqu’a incandescence.
= Alternativement, les graines sont scarifiées par traitement a 1’acide
sulfurique 98 %, pendant 10 a 20 min (selon 1’espece), suivie de
plusieurs ringages a I’eau distillée stérile. Une goutte d’eau du dernier
ringage est étalée sur une boite YMA, pour vérifier I’absence de

contaminants.

* Mettre les graines 24 h a 4°C et les laisser 48 h a 22°C et a 1’obscurité pour la

germination.
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2. 4. 2 Culture des plantes :
Aprés germination (3 4 5 jours selon I’espéce) les jeunes plantes sont transférées dans des
tubes Gibson (Gibson, 1980) et placées dans une chambre de culture en conditions de lumiére
continue (20 W/m?) a 28°C.

Préparation des tubes Gibson : les tubes contenant 25 mL de milieu de culture
(Bertrand, 1997) sont stérilisés par autoclavage pendant 20 min a 120°C. A la sortie de
l'autoclave ils sont disposés de fagon inclinée le temps que la gélose se fixe en pente et ensuite

remplis avec le méme milieu liquide (60 mL par tube).

= Milieu de culture pour légumineuses méditerranéennes (Bertrand, 1997)

Dans un litre de solution : 1 mL de KH,PO, (solution a 13,609 g/L), 1 mL de KCI
(solution a 223,65 g/L), 1 mL de CaCl ; (H,O),, (solution a 294,04 g/L), 1 mL de MgSO,
(H,0); (solution a 246,48 g/L.). 0,04 mL d’une solution de micro €éléments (Cette solution
contient : H;BO; (6,25 g/L), MnSO,4 (H,0) (25 g/L), ZnSO4(H,0)7 (6,25 g/L), CuSOs, (Hy
0)s5 (6,25 g/L), Na,MoO, (H, O), (0,625 g/L), CaCO; 1 g/L).

1 mL de séquestrene de fer (solution a 16,6 g/L). 1 mL de Ca(NOs;), (82 g/L).

Qsp : 1000 mL H,O.

Ajouter du CaCOs : 1 g/L. Ajuster le pH a 7. Ajouter de 1’agar : 20 g/L. Le milieu est stérilisé
pendant 20 min a 120°C.

2. 4. 3 Inoculation :
L’inoculation des plantes est réalisée 48 heures apres la mise des plantes en tube avec
1 mL de culture bactérienne en phase exponentielle de croissance, en effectuant cing

répétitions par souche. Chaque essai comprend un témoin négatif non inoculé.

2. 5 Extraction de ’ADN génomique :

L"ADN utilisé est obtenu selon plusieurs méthodes d’extraction :

2. 5.1 Préparation de ’ADN génomique « a la protéinase K » :
Une colonie pure, fraichement isolée sur milieu gélos¢ YMA, est repiquée en masse,
sur milicu YMA gélosé sur boite de Pétri. Apres 48 heures, d’incubation, le tapis bactérien est

lavé 2 fois a I’eau distillée stérile et la densité optique est mesurée.
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A 100 puL de suspension cellulaire de DO (620nm) = 2, sont ajoutés 100 uL de Tris-HCI (10
mM, pH 8,3) puis 20 puL de protéinase K a 1 mg/mL d’eau milliQ stérile (Boehringer).
Le mélange est mis a incuber 2 heures a 55°C, puis 10 min dans ’eau bouillante pour
dénaturer la protéinase K. Les tubes sont stockés a —20°C.
Pour les souches trés muqueuses le milieu TY est utilisé pour la culture bactérienne.
= Milieu TY (Beringer, 1974)

Il contient par litre : tryptone (oxoid): 5 g; extrait de levure (oxoid): 0,75 g;
KH,PO, : 0,454 g ; Na,HPO,,12 (H,0) : 2,388 g ; CaCl,, 2H,0 (13,4 g/ 100 mL) : 5 mL (ou
CaCl,, 6H,0 2 20g /100 mL : 5 mL); Le pH est ajusté 8 6,8 — 7,0. agar LabM : 20 g.

2. 5. 2 Extraction de PADN génomique par choc thermique :

Nous avons aussi utilisé une technique rapide pour I’extraction de I’ADN génomique
par éclatement des cellules. Le protocole est le suivant : des colonies fraichement cultivées sur
milieu solide (YMA) sont déposées dans 50 pl d’eau milliQ stérile et soumises au
programme de traitement thermique suivant : chauffage initial : 96 °C pendant 2 min, puis 7
cycles de : chauffage pendant 2 min & 96 °C, refroidissement jusqu’a 4 °C pendant 10 sec. Un
refroidissement final : 4°C pendant 25 min. Les cycles sont réalisés dans un thermocycleur de

type Gene Amp PCR system 2400 (Perkin Elmer, Nieuwerkerk a/d Jjssel, Hollande).

2. 5. 3 Extraction Alkaline de PADN (EK) (Baele ez al., 2000) :

Une a deux colonies obtenues sur milieu TY d’une culture jeune sont mises en
suspension dans 20 ul. de tampon de lyse contenant : 2,5 pl. de SDS 10 % ; 5 mL. NaOH 1 M
et 92,5 mL eau milliQ.

Le mélange est incubé dans un bain-marie sec a 95°C pendant 15 min et refroidi
rapidement dans de la glace. Les tubes sont ensuite centrifugés en speed down et additionnés
de 180 pL d’eau distillée stérile. Le mélange est encore centrifugé pendant 5 min a 13000 rpm
et conservé a -20°C (cette derniére étape est trés importante car elle permet de retenir les

débris cellulaires).
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2. 6 Amplification par PCR :

La PCR (Mullis et Faloona, 1987), de I’anglais Polymerase Chain Reaction ou en
frangais : Réaction de Polymérisation en Chaine, permet I’amplification sélective in vitro de
séquences d’acides nucléiques.

* Nous avons amplifié plusieurs génes au cours de cette these : I’ADNr
168, ITS, cinq génes de ménage (atpD, recA, gind, thrC et git4) et un
gene symbiotique de nodulation nodA.

* La composition du tampon pour la PCR differe selon les amorces
utilisées et le géne a amplifier, le programme d’amplification est
spécifique a chaque géne.

» Pour ’ADNr 16S et ITS (espace intergénique) I’ADN matrice est
purifié selon la méthode a la protéinase K.

* Pour les génes de ménage (atpD, recA, ginA, thrC et gitd) et le gene
symbiotique nod4, I’ADN matrice est purifiée selon la méthode

d’extraction alcaline (EK).

L’amplification est réalisée sur 2 uL. d’ADN obtenu par traitement a la protéinase K
ou par extraction alkaline. Le volume du mélange réactionnel est de 50 uL et contient : 2 uL.
d’ADN, 5 uL de tampon de réaction 10X (invitrogen, Etats Unis), 1,5 puL de MgCl, 50 mM, 1
puL de dNTPs chacun a 10 mM (Sigma ~ALDRICH, Allemagne), 1 uL. de chacune des deux
amorces a 20 uM (Biotech AG), | unité de 7ag polymérase (Invitrogen, Etats Unis) et 33,2
ul. d’eau milliQ stérile. Un contrdle négatif contenant 2 pl. d’eau milliQ) stérile au lieu de
I’ADN est inclus dans chaque réaction PCR. L’amplification est réalisée dans un
thermocycleur de type Gene Amp PCR system 2400 (Perkin Elmer, Nieuwerkerk a/d Ijssel,
Hollande) avec le programme qui correspond.

Les produits d’amplification sont visualisés par électrophorése (cuve a électrophorése
15,5 x 24,5 cm, Easy Cast, Electrophoresis system, Model #B1, OWI Scientific, Inc.) en
prenant 4 pL d’ADN amplifié de chaque souche avec une goutte de bleu de charge (bleu de
bromophénol 0,025 %, glycérol 3 %, EDTA 1 mM) sur un gel d’agarose 1 % (Agarose type
II: Medium EEO, Sigma, Allemagne, 12 x 13 cm) mélangé avec 2 gouttes de Bromure
d’Ethidium ( solution 4 0,625 mg/mL). La migration se fait dans du tampon TAE 1X (40 mM
Tris-acétate, 1| mM EDTA, pH 8,3). Le gel est photographié (perfect image V-5.3 Clara

Vision). La taille du produit d’amplification attendu varie suivant le géne amplifié.
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La totalité de 1’amplifiat est visualisé et découpé apres migration sur gel d’agarose a 1
%. La bande correspondant a la taille du gene amplifié est découpée et purifiée a ’aide d’un
kit QIAquick Extraction Qiagen (annexe 1). La quantité de I’ADN éluée est ensuite évaluée
sur un gel de 1% agarose dans du TAE 1X (1%, mémes conditions de gel que pour découper
les bandes), visuellement en le comparant aux bandes du Smart Ladder. Le Smart Ladder est
un marqueur de poids moléculaire qui sert d’étalon puisqu’il est compos¢ de fragments
d’ADN double-brin linéaires de tailles connues, réguliérement réparties respectivement entre
200 et 10000 pb. De plus il permet aprés migration, de quantifier approximativement la
quantité d’ADN déposé en fonction de I’intensité des bandes puisque le mélange est composé

d’une quantité connue de chaque fragment.

2.7. Séquencgage :

Les amorces utilisées pour le séquengage des différents génes sont regroupées sur

I’ADNTr 168 (figure 13).

2.7. 1. Séquencage de ’ADNr 16S :

L’étude de 1’opéron ribosomique (codant pour les ARNr 5S, 16S et 23S) constitue un
outil de choix pour étudier les relations phylogénétiques grace a sa présence chez toutes les
bactéries, sa fonction constante et la présence de zones trés conservées ainsi que de parties a
séquence variable (Woese, 1987 ; Schleifer et Ludwig, 1989 ; Stackebrandt et Goebel, 1994).
Actuellement la plus importante base de données pour le développement de la classification
des BNL et de I’ensemble des bactéries est constituée par les séquences du géne codant pour
I’ARNr16S. Notre étude porte dans un premier temps sur la partie centrale de 591 pb de
I’ADNTr 168 (annexe 2) qui permet une discrimination entre les différentes espéces de Ensifer
ainsi que !’identification d’autres rhizobiums (Gilles BENA, communication personnelle). Le
s€équengage du gene total est complété pour les représentants des groupes obtenus par le
séquengage partiel.

Apres "amplification par PCR du géne codant pour ’ARNr16S. L’ ADN est utilisé (40
a 50 ng) pour une réaction de séquence en utilisant le kit de ABI Prism BigDye Terminator
(Applied Biosystems, Foster City, Calif.). La réaction de séquence est ensuite analysée dans
un séquenceur (Applied Biosystems model 310 DNA sequencer). Les séquences d’ADN sont
obtenues sous forme de pics colorés avec 4 couleurs différentes correspondant chacune a une

base de I’ADN. Elles sont ensuite corrigées a I’aide de différents logiciels.
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2.7. 2. Séquencage de I’espace intergénique ITS:

Pour les souches a croissance lente, nous avons procédé a la détermination de la
séquence de I’espace intergénique (ITS) qui sépare I’ADNr 16S de I’ADNr 23S. Les amorces
utilisées pour la réaction d’amplification sont: *SM et BR2, trois autres amorces ont €té
rajoutées pour la réaction de séquence *BRS, BR4 et *BR4 (voir position des amorces sur
figure (13)) et les séquences des amorces sont données dans le tableau (4).

Les conditions de la PCR sont données dans le tableau (3)

FGPS 485-292

Fapss b *SM *BR5 *BR4
=

165-1924 Rev FGPS
$Ps BR4

16S-1080r
168—87gf

Figure 13 : Position des amorces internes du géne ADNr 16S et de I’espace
intergénique ITS employées dans cette étude.

2.7.3 Séquencage des génes de ménage :

Stackebrandt ef a/. (2002) recommande I’évaluation de cette méthode pour son
utilisation en taxonomie et ceci par [’analyse d’au moins cinq génes de ménage sélectionnés.
Ces genes doivent étre situés a différents loci du chromosome et largement distribués entre les
taxons. Les séquences obtenues sont analysées par différentes méthodes d’analyses
phylogénétiques afin de confirmer la solidité des clusters obtenus avec les différents geénes. Le
niveau de diversité renseignera également sur le nombre de genes a analyser.

Pour notre étude, nous avons choisi d’amplifier 5 génes de ménage : atpD, recA, gind,
thr(C et gltA, sélectionnés par nos partenaires belges du projet BACDIVERS (Martens et al.,
2007) et qui apportent I’information satisfaisante pour discriminer les différentes especes
connues de Ensifer.

Cette étude concerne 4 groupes de BNL formant des clusters séparés des especes
connues dans le genre Ensifer et Rhizobium. Les programmes d’amplification spécifiques a

chaque géne sont regroupés dans le tableau (3)
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Les séquences partielles des différents geénes sont identifiées d’abord par Blast et sont

analysées ensuite phylogénétiquement.

2. 7. 4 Séquencage du géne symbiotique nodA :
Nous avons recherché les geénes symbiotiques nodd4, d’un (s) représentant (s) de chaque
groupe suppose nouveau, considérant aussi sa plante hote.

Pour le géne symbiotique nodA, I’amplification a été réalisée suivant le programme
« Touch down». Ce type de programme est souvent nécessaire lorsque les couples
d’amorces utilisés sont dégénérés. Le « Touch down » regroupe deux séries de cycles, ce qui
permet de tester toute une gamme de températures pour 1’hybridation des amorces lors d’une
premiere série de cycles, puis une seconde série permet d’amplifier les fragments d’ADN
obtenus lors de la premicre série.

Le premier cycle comprend une hybridation a différentes températures décroissantes

de 0.5°C.
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Tableau 3 : Programmes d’amplification PCR de différents geénes étudiés
Gene |16SrDNA atpD recA gltA thrC ginA
05 min 94°C 05 min 95°C 05 min 95°C 05 min 95°C 05 min 95°C 10 min 95°C ﬁ
30 sec 94°C 02 min 94°C 45 sec 94°C 02 min 94°C 02 min 94°C 02 min 94°C
X3 , X2
30 sec 55°C x35 101 min 64.3°C X2 01 min 60°C %32 02 min 50°C | X3 02 min 55°C 02 min 62°C
07 min 72°C 01 min 72°C 1, 5 min 74°C 01 min 72°C 01 min 72°C 01 min 72°C
g 07 min 72°C 30 sec 94°C 5 min 72°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C
& |Pause 15°C 01 min64.3°C | %39 |Pause 15°C 01 min 50°C | *3° |01 min55°C | *3* |01 min61°C | X32
o0
E 01 min 72°C 01 min 72°C 01 min 72°C 01 min 72°C
5 min 72°C 05 min 72°C 05 min 72°C 10 min 72°C
Pause 15°C Pause 15°C Pause 15°C Pause 15°C
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Suite du tableau 3

Gene IGS (ITS) nodA
05 min 94°C 05 min 96°C
02 min 94°C 30 sec 94°C
01 min 59°C X 30 30 sec 65°C X20
= 01 min 30 sec 72°C 01 min 72°C
g 05 min 72°C 30 sec 94°C
g Pause 15°C 30 sec 5S0°C X25
01 min 72°C
07 min 72°C
Pause 15°C
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Tableau 4 : Amorces utilisées dans I’amplification et le s€quengage des différents génes étudiés

Géne Amorce Réaction | Direction Longueur de P’amorce | Séquence de Pamorce (5°-3") Référence

(bases)
168 FGPS 6 PCR, séquence forward 22 GGA GAG TTA GAT CTT GGC TCA G Normand ef al., 1992
168 FGPS 1509 PCR, séquence reverse 20 AAG GAG GGG ATC CAGCCG CA Normand et al., 1992
168 FGPS 484-292 Séquence forward 15 CAGCAG CCG CGG TAA Normand et al., 1996
168 16S-1080r Séquence reverse 19 GGG ACT TAA CCC AAC ATC Sy et al., 2001
165 16S-870f Séquence forward 21 CCT GGG GAG TAC GGT CGC AAG Sy et al., 2001
168 165-1924 Séquence reverse 20 GGC ACG AAG TTA GCC GGG GC Sy et al,, 2001
recA AS555 PCR, séquence reverse 26 CGR ATC TGG TTG ATG AAG ATC ACC AT Gaunt et al,, 2001
recd A36 PCR, séquence forward 23 ATC GAG CGG TCG TTC GGC AAG GG Gaunt et al., 2001
atpD 273 PCR, séquence forward 21 SCT GGG SCG YAT CMT GAA CGT Gaunt ef al., 2001
atpD 771 PCR, séquence reverse 23 GCC GAC ACT TCC GAA CCN GCC TG Gaunt ef gl,, 2001
gind 144 PCR, séquence forward 21 GTC ATG TTC GAC GGY TCY TCG Martens ef al., 2007
gind 1142 PCR, séquence reverse 21 TGG AKC TTG TTC TTG ATG CCG Martens et al., 2007
gind 572F Séquence forward 20 GGA CAT GCG YTC YGA RAT GC Meartens et al., 2007
gind 572R Séquence reverse 20 GCA TYT CRG ARC GCA TGT CC Martens et al., 2007
thrC 577F PCR, séquence forward 21 GGC AMK TTC GAC GAY TGC CAG Martens et al., 2007
thrC 1231R PCR, séquence reverse 20 GGR AAT TTD GCC GGR TGS GC Martens et gl., 2007
thrC T66F Séquence forward 17 GGC AAT TTC GGC GAY AT Martens ef al., 2007
thrC 7T66R Séquence reverse 17 ATR TCG CCG AAA TTG CC Martens et al., 2007
thr(C 925R Séquence reverse 20 GAS GAR AYC TGG ATR TCC AT Martens et al., 2007
gitd 428F PCR, séquence forward 19 CSGCCTTCT AYCAYG ACTC Martens ef al., 2007
gled 1111R PCR, séquence reverse 20 GGG AAG CCS AKC GCC TTC AG Martens ef al., 2007
nodd4 NodA [ forward PCR, séquence forward 24 TGC RGT GGA ARNTRB VYT GGG AAA Haukka et al., 1998
nodA NodABI reverse PCR, séquence reverse 23 GGN CCG TCR TCR AAW GTC ARG TA Haukka et al., 1998
ITS *SM PCR, séquence forward 19 AAG TCG TAA CAA GGT AGC C Willems et al., 2001
ITS BR2 PCR, séquence reverse 19 CACCTT TCC CTC ACG GTAC Willems et al., 2001
ITS *BR5 Séquence forward 20 CTT GTA GCT CAG TTG GTT AG Willems et af., 2001
ITS *BR4 Séquence forward 19 GCA TGA GGT CGT CGG TTC G Willems et al., 2001
I BR4 Séquence reverse 19 CGA ACC GAC GACCTC ATGC Willems et ai., 2001 I
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2. 8 Construction phylogénétique :

Pour I’exploitation des données de séquences, ces dernieres sont tout d’abord corrigées
grice a certains logiciels disponibles sur Internet tels que CLUSTALX ou CHROMAS-Pro et
comparées avec d’autres séquences stockées dans des bases de données GENEBANK. Cette
recherche est dite par « BLAST », du nom du programme informatique (Altschul ez al., 1997)

et se fait via I'internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Le résultat est donné sous forme

d’une liste des 100 séquences les plus proches de celle que 1’on a soumis.

Les séquences corrigées doivent étre ensuite alignées avec celles de souches de
référence pour le méme géne. Cet alignement peut étre réalisé automatiquement par
CLUSTALX et amélioré manuellement avec GENDOC software.

Le fichier d’alignement doit &tre transféré sous un format reconnaissable par le logiciel
de construction d’arbre phylogénétique. Les formats possibles sont FASTA, NEXUS ou PIR.

Les logiciels de construction d’arbres phylogénétiques les plus utilisés sont PAUP*
version 4.0b10 (Swoford, 2002) et MEGA 3.1 software. Avant d’utiliser ces logiciels, il
convient de choisir la méthode de construction phylogénétique adéquate. Trois méthodes sont
les plus utilisées en phylogénie : celle de distance (Algorithmique), de parcimonie (Minimum
Evolution) et de vraisemblance (Maximum-Likelihood).

* Pour les méthodes de distance, il s’agit tout d’abord de choisir le critére de
distance entre les futures feuilles de I’arbre. Dans le cas ou les feuilles sont
des séquences d’ADN, on peut choisir comme distance le nombre de
nucléotides qui different. Pour déterminer cette valeur, on est amené & en
effectuer un alignement. Puis on peut utiliser la méthode UPGMA ou celle
du Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) pour en déduire 1’arbre.

* Les méthodes de parcimonie consistent & trouver I’arbre qui minimise le
nombre de mutations, délétions, ou insertions ponctuelles pour passer
d’une séquence a ’autre. C’est une méthode trés lente si ’on génere tous
les arbres possibles pour en calculer la parcimonie.

Les méthodes de vraisemblance sont plus probabilistes. En ce basant sur le taux de
substitution pour chaque élément de base (nucléotide pour les séquences d’ADN) au cours du

temps, on estime la vraisemblance de la position et de la longueur des branches.

En taxonomie actuelle, les méthodes de maximum de vraisemblance et de Bayesian

permettent la meilleure optimisation des données de séquences et I’obtention de résultats de
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phylogénie les plus robustes. Plusieurs études actuelles de diversité des rhizobia ont utilis€ ces
méthodes pour la construction d’arbres phylogénétiques (Vinuesa et al., 2005a ; Stepkowski

et al., 2003).

2.9 Les hybridations ADN-ADN :

L’homologie ou la parenté¢ génétique ADN-ADN est évaluée par réassociation ou
hybridation de I’ADN monobrin d’une souche avec I’ADN monobrin d’une autre souche.
Cette réassociation est une réaction spécifique, étroitement dépendante des conditions
physico-chimiques de I"expérience, en particulier de la température optimale d’hybridation
dite encore de renaturation et qui est de 25 a 30°C inférieur a la température de dénaturation.

Les hybridations ADN-ADN, ont été réalisées dans le laboratoire de Microbiologie de
I’Université de Gand (Belgique).

2. 9.1 Extraction d'ADN par la méthode de Marmur (Marmur, 1961) :
Principe :

La méthode d'extraction d’ADN de Marmur (1961) a été décrite comme une méthode
utilisable pour différentes espéces de microorganismes en résolvant des problémes liés a la
physiologie des bactéries, tels que la résistance de la paroi cellulaire, le taux de
polysaccharides cellulaires (difficiles a séparer de I'ADN) et la séparation des protéines de
I’ ADN.

Les étapes principales de la méthode d'extraction de 'ADN de Marmur (1961) sont les
suivantes : lyse des cellules, élimination des débris cellulaires et des protéines par
dénaturation et centrifugation, élimination de I'ARN par traitement a la RNase

et précipitation sélective de 'ADN a 1'isopropanol.

Protocole :

a) Culture des bactéries :

Les souches de BNL sont cultivées sur milieu TY en boite de Pétri a 28°C pendant 3
jours. D’une culture pure vérifiée par observation a la loupe, trois tubes de milieu TY incliné
sont ensemencés par souche et incubés 3 jours a 28°C. La culture bactérienne est récoltée

dans 90 mL de TY liquide et mise en culture sous agitation pendant 3 jours. La croissance est
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observée par I’apparition de trouble et sa pureté vérifiée par repiquage sur une boite de TY
gélosé.

Les 90 mL de culture bactérienne sont transférés dans un volume supérieur de 900 mL
de TY et mis en agitation pendant 3 jours a 28°C. Avant la récolte des cellules, la pureté de la
culture est encore une fois vérifiée par ensemencement sur milieu gélosé.

b) Récolte des bactéries :

Les cellules bactériennes sont lavées dans du tampon phosphate 0,01 M. La
suspension bactérienne est homogénéisée au vortex et par agitation a l'aide d'un barreau
magnétique. Afin d'éliminer le maximum de mucus produit par les bactéries et les débris de
gélose. Les cellules sont lavées plusieurs fois et centrifugées a 9000 rpm/min pendant 20 min
a+4°C.

¢) Lvyse des cellules bactériennes :

1 a 4 g de culot bactérien obtenu sont mis en suspension dans 50 mL de tampon TEK
1X (Tris-EDTA) & pH 8. Le pH élevé et I'EDTA inhibent l'activité des désoxyribonucléases
(DNases). Le volume de tampon & utiliser varie en fonction du poids du culot cellulaire. Le
volume de tampon TEK peut varier en fonction de la concentration de la suspension
bactérienne, celle - ci devant rester fluide.

L’étape de la lyse est trés critique pour l'obtention de I'ADN. En effet, une
concentration trop faible en cellules entrainera des pertes dADN lors de l'étape de
précipitation avec 1'éthanol. En revanche, si la suspension cellulaire est trop épaisse, on
obtiendra une émulsion compacte et grumeleuse apres la premiere étape de déprotéinisation
au chloroforme. Cette émulsion "en bloc" correspond aux protéines dénaturées emprisonnant
une grande quantit¢ dADN et forme une interphase volumineuse lorsque le mélange est
centrifugé. Cest pourquoi, il est préférable de tester si la dilution des cellules bactériennes est
suffisante ou non, en ajoutant du Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) sur un petit volume (1 a 2
mL) de la suspension et incuber & 60°C quelques minutes pour observer la vitesse a laquelle la
solution devient visqueuse. Le SDS est un détergent anionique qui inhibe l'action des enzymes
et dénature certaines protéines.

Ensuite, 200 pl de solution de protéinase K (20 mg/mL) et 4 mL d'une solution de
SDS a 20 % sont ajoutés pour 50 mL de suspension bactérienne (1’ajout du SDS, initie la lyse
cellulaire). La suspension est agitée doucement et incubée 10 min minimum au bain-marie

60°C, puis refroidie a température ambiante. La lyse des cellules bactériennes entraine la
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libération de quelques débris cellulaires et des acides nucléiques, qui s’accompagne d'une
augmentation de la viscosité. L’ajout de TEK est nécessaire si le mélange est trop visqueux.

Apres la lyse, le mélange doit étre refroidi dans de la glace.

L'addition de 6,75 mL d'une solution de NaCl 5M pour 25 mL de mélange, permet de
dissocier les protéines des acides nucléiques (du fait de la forte concentration en sel). La
suspension est agitée vigoureusement jusqu'a ce que le mélange devienne mousseux et
homogeéne (Nous avons suivi les modifications apportées par Willems et al., 2001a pour la
séparation des acides nucléiques des protéines, utilisant le NaCl a la place du perchlorate de
sodium utilisé dans la procédure standard de Marmur, 1961).

d) Déprotéinisation :

Un demi-volume de chloroforme est ajouté¢ a la suspension et le mélange est agité
doucement pendant 30 min. Le chloroforme dénature les protéines. Apreés centrifugation a
12000 rpm/min pendant 20 min a +4°C, la phase supérieure limpide contenant 'ADN est
récupérée délicatement & l'aide d'une pipette coudée. L'étape de déprotéinisation est répétée
une fois.

e) Précipitation :

A Tlissu de la seconde étape de déprotéinisation, 'ADN est précipité avec deux
volumes d'Ethanol glacé 95 %, enroulé autour d'une baguette en verre et séché a 1'air. L'ADN
séché est dissous dans 9 a 18 mL (selon la quantité d'ADN obtenu) d'une solution de SSC
0,1X (Solution Saline de Citrate), et une a deux gouttes de chloroforme sont ajoutées pour
neutraliser les éventuelles désoxyribonucléases contaminants. La solution est agitée a 45°C
jusqu'a dissolution compléte de I'ADN (12 a 24 heures environ selon la quantit¢ dADN). La
solution de SSC maintient la concentration ionique de I’ ADN dissout.

f) Traitement a la ribonucléase :

Pour chaque 9 mL de solution ADN nous avons ajouté 1/10°™ du volume de SSC 10X
et melangé doucement. 0.04 mL de RNase 0.2 % sont ensuite ajoutés pour chaque 10 mL de

solution ADN ; mélanger doucement, puis incuber a 37°C pendant 40 min.

0.5 volume de chloroforme sont ajoutés, la solution est centrifugée 12000 rpm/20 min.
la phase aqueuse est ensuite transférée et I’ADN est précipité avec deux volumes d’Ethanol

95 % et enroulé sur une baguette en verre.

L’ ADN est dissout dans 9 mL de SSC 0,1X
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¢) Purification finale :

L'ADN est précipité dans 1 mL d'une solution d'acétate-EDTA 3 M et 0,54 V
d'isopropanol ajoutés, goutte a goutte. L'acétate-EDTA 3 M fournit un environnement ionique
adapté pour séparer ' ADN de 'ARN ou de ses produits de digestion. L'isopropanol permet la
précipitation sélective de I'ADN, ainsi I'ARN reste en solution. L'ADN est enroul¢ autour
d'une baguette en verre, puis séché a l'air et lavé pendant 1 minute dans des bains successifs

de solutions d'éthanol de concentrations croissantes (75 %, 80 %, 85 %, 90 % et 95 %).

L'ADN est séché a l'air et dissout dans 0,1 a 0,5 mL d'une solution de SSC 0,1X
additionnée de quelques gouttes de chloroforme. A ce stade, 'ADN est conservé a +4°C
jusqu'a dissolution complete, puis conservé a -20°C avant d'étre utilisé. La pureté¢ de 'ADN
est contr6lée par mesure de la densité optique (DO) a différentes longueurs d’onde comme
décrit par Willems et al. (2001).

h) Contrdle de la pureté et de la qualité de 'ADN :

Une électrophorése horizontale sur gel d'agarose est effectuée, afin de vérifier que
I'ADN obtenu est non dégradé et de haut poids moléculaire : 5 uL. de la solution d'ADN
additionnée de 2 uL de bleu de charge sont chargés sur un gel d'agarose a 2 % dans du TAE
1X et contenant 0,05 mg de Bromure d'Ethidium. La migration dure 30 min a 70 volts.

La pureté de 'ADN est controlée par dosage sur dilution de la solution d’ADN dans
SSC 0,1 X au spectrophotomeétre ultraviolets. La densité optique (DO) est prise a 234 nm, 260
nm et 280 nm.

L'ADN est considéré comme pur si le rapport DO ;60 nm sur DO 280 nm €5t compris entre

1,8 et 2 et si le rapport DO 234y sur DO 260 nm €5t & peu pres égal a 0,5.

2. 9. 2 Hybridations ADN-ADN en micro plaque :
Principe

Le principe de la méthode d’hybridation en micro plaque est le suivant : I'ADN de
référence est immobilisé sur une micro plaque puis hybridé avec une sonde d'ADN marquée,
et la quantité de sonde ADN hybridée est quantifiée.

Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser la méthode décrite par Ezaki et al.
(1989), ou ’ADN de référence est immobilisé de fagon non-covalente par des interactions
non spécifiques avec le polystyréne de la micro plaque et la sonde d'ADN est marquée non

radioactivement a la photobiotine (Forster et al., 1985). La réaction est développée par un
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complexe streptavidine-enzyme qui convertit un substrat en un produit colore. La

quantification est obtenue par analyse fluorimétrique.

Solutions :

Tampon phosphate 0,01M, pH 7,0:

Préparer deux solutions :

Une solution (a) de KH,PO4a 0,2 M (27,218 g de KH,POs dans 1 litre d'eau distillée)

Une solution (b) de Na,HPO4.12 (H,0) a 0,2 M (71,63 g Na,HPO,.12 (H,0) dans 1
litre d'eau distillée)

Préparer une solution a 0,1 M contenant : 195 mL de solution (a), 305 mL de solution
(b) et 500 mL d'eau distili€e, puis diluer la solution 10 fois pour obtenir une concentration de
0,01 M.

Tampon TEK 10X (concentré) (250 ml)

Tris base 40 mM

EDTA 2 mM

Ajuster a pH 8,0 et stériliser 20 min a 120°C

Tampon TEK 1X:

Diluer TEK 10X au TEK 1X

Stériliser 20 min a 120°C

Sodium Dodécyl Sulfate (SDS 20 %) :

SDS 20¢g

Eau distillée 100 mL

Ne pas stériliser la solution mais il est recommander d’utiliser de ’eau distillée stérile
pour la préparation de la solution.

Protéinase K :

Protéinase K (Merck) 20 mg

Tampon TEK 1X I mL

SSC 10X :

NaCl “1,5M
CsHgO7,H;0 0,15M
NaOH 18¢g
Eau distillée 250 mL
Ajuster le pHa 7,0.
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Stériliser la solution pendant 20 min a 120°C

SSC 0,1X (250 mL)

Diluer le SSC 10X au SSC 0,1X

Stériliser la préparation pendant 20 min a 120°C
Solution de ribonucléase a 0,2 % (20 mL):

0,2 % de la Ribonucléase dans 0,15 M NaCl, pH 5
Faire chauffer le mélange a 80°C pendant 10 min, pour désactiver les contaminants
DNase.

Stériliser la solution par filtration.
Acétate-EDTA :

Acétate de sodium 3 M

EDTA 1 mM
Eau distillée 50 mL
Ajuster le pHa 7,0.

Stériliser la solution pendant 20 min a 120°C

2. 10 nod A microarrays :

Les puces ADN dédices aux génes nodA, ont été construites dans le but de :

» Détecter et identifier les genes nodA des différentes espéces de Ensifer
de notre collection directement & partir de I’ADN des cultures
bactériennes, des nodules ou des échantillons de sol.

s FEtudier la diversité symbiotique des Ensifer, par la recherche de gene
de nodulation.

Les genes nodA sont amplifiés par des amorces spécifiques des positions (13-35 et
518-500), marqués radioactivement et hybridés sur membrane de nylon contenant les
oligonucléotides spécifiques aux différents genes nod4 identifiés chez des souches de
référence de Ensifer.

Pour tester I’efficacité de cette méthode, nous avons testé, huit souches de Ewnsifer de
notre collection groupées dans le cluster . meliloti et E. medicae par s€quengage partiel de
I’ADNr 16S. Les souches sont isolées de différentes especes de Medicago et STM 1066

d’Acacia tortilis susp. raddiana.
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Cette méthode a été développée et testée dans le cadre du projet BACDIVERS par le
Dr J-C. Avarre.

2, 11 Tests auxanographiques :

Les tests auxanographiques miniaturisés API 100 (Biomerieux) permettent 1’étude du
métabolisme de différents substrats carbonés (carbohydrates, acides aminés et acides
organiques) par les microorganismes. Ces tests ont été élaborés pour l’identification des
Entérobactéries mais sont également utilisés dans le typage épidémiologique, la
caractérisation des souches industrielles, et comme critere phénotypique dans la description

de nouvelles espéces.

Protocole d’utilisation des API1 100 :

A) Suspension bactérienne :

Les souches étudiées sont cultivées sur YMA incliné pendant 36 a 72 heures et
suspendues dans 3 mL d’eau bidistillée stérile, la turbidité de la suspension bactérienne doit
étre comprise entre 5 et 6 sur 1’échelle de Mc Farland (tableau 5).

Cette suspension bactérienne sert a inoculer des flacons de 120 mL contenant (55 mL
de tampon Na,HPO4-KH,PO; (0,04 M, pH 7) et 200 mg d’agar bactériologique,
préalablement stérilisée a 120°C pendant 20 min et 5 mL de solution YNB+YE (600 mg
Extrait de levure (oxoid, L21); 8,04 g Yeast Nitrogen Base (Difco, 0392-15), 100 mL eau
bidistillée stérile), filtrée sur Sartorius (Ministart NML, SM 16534, 0,2 pum).

La suspension ainsi préparée doit €tre maintenue a une température de 41°C pour
I’inoculation des galeries API 100 qui se fait suivant ces instructions :

= Travailler prés de la flamme, sous la hotte a flux

* Incliner la boite en posant le bord supé€rieur sur I’angle du couvercle

» Placer extrémité de la pipette Pasteur a 1’angle de la cupule et du tube

= Eviter la formation d’'un ménisque soit concave, soit convexe

* Eviter d’emprisonner des bulles d’air, pour éviter cela, remplir les cupules en
deux temps : déposer 2-3 gouttes dans chaque cupule, qui tomberont au fond
pendant que I’on remplit les autres, compléter ensuite a ras de la cupule. S’il

existe une bulle, ré-aspirer le liquide avec une pipette Pasteur et refaire
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’opération. En dernier recours, piquer a 1’endroit de la bulle a ’aide d’une
aiguille montée chauffée.

Aprés inoculation, nous avons déposé deux gouttes de la suspension bactérienne qui a
servie a I’inoculation des galeries API 100 sur une boite de YMA pour contréler la viabilité
de la culture.

Les Galeries sont incubées a 28°C, et la lecture est faite 1, 2, 3, 4 et 7 jours apres
inoculation.

L’utilisation du substrat est estimée par la comparaison de la croissance bactérienne au
niveau des différentes cupules avec le témoin et noté par + (croissance), +/- (faible
croissance) et — (pas de croissance), cependant le métabolisme de 4 substrats (Esculin,
Hydroxyquinoline B-glucuronide, L-Tryptophane et L-Histidine) est indiqué par le virage de

couleur.

Tableau 5 : Echelle de Mc Farland

Tubes Chlorure de Baryum 1 % Acide sulfurique 1 %
n°l1 0,1 mL 9,9 mL
n°2 0,2mL 9,8 mL
n°3 0,3mL 9.7 mL
n°4 0,4 mL 9,6 mL
n°5 0,5 mL 9,5 mL
n°6 0,6 mL 9,4 mL

2. 12 Tolérance a la salinité :

2.12. 1 Tolérance des souches a différentes concentrations de NaCl :
Nous avons testé la tolérance a différents degrés de salinité de toutes les souches de notre
collection dans un premier temps sur milieu YM solide en boite de Pétri en trois répétitions
additionné de différentes concentrations de NaCl : 200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM.

A partir des résultats obtenus par cette premiére méthode, six souches de Ensifer et
une souche de Phyllobacterium de la collection d’Oran tolérantes a 600 et 800 mM de NaCl

ont été sélectionnées pour suivre leurs cinétique de croissance sur milieu M9 additionné ou
pas de 600 et 800 mM de NaCl.
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<+ M9(g/L):

100 mL (10X salts) : 60 g Na,HPO,; 30 g KH,PO4; 5 g NaCl (soit 0,028 M final) ;
10 g NH4ClI ; 880 mL H,0

Ajuster a pH7, puis autoclaver 30 min & 120°C et ajouter :

20 mL mannitol 20 %; 1 mL MgSO; 1 M (1 mM final); 1 mL CaCl, 0,25 M (0,25 mM
final); 1 mL biotine a 1 g/L (1 pg/mlL final)

Pour la préparation du M9 avec NaCl, ajouter la quantité requise de NaCl puis ajuster
le pH avant autoclavage et ajout des compléments.

Les cultures sont ajustées au départ a une DO (620 nm) de : 0,1.

La cinétique de croissance avec ou en absence de NaCl a été suivie par mesure de la

densité optique a 600 nm deux fois par jour.

2. 12. 2 Utilisation des microarrays pour l’identification de génes impliqués dans
la tolérance a la salinité chez Ensifer meliloti :

Ce travail a été réalisé en collaboration avec 1’équipe de K. Lindstrom (1’Université¢ de la
Finlande).

La recherche de genes impliqués dans la tolérance a la salinité¢ de la souche STM 1064
de E. meliloti d’ Algérie comparée a la souche de référence E. meliloti 1021 a été étudiée grace
aux puces a ADN.

En 1992, Kallioniemie et ses collaborateurs décrivent une nouvelle technique de
cytogénétique moléculaire appelée « hybridation génomique comparative » CGH. Cette
méthode permet d’aborder avec une bonne efficacité la caractérisation des gains ou pertes de
segments généralement chromosomiques observés au niveau constitutionnel ou tumoral. Mais
elle a été également utilisée pour 1’analyse des génomes des procaryotes.

Son principe consiste a cohybrider une méme quantité d’ADN d’une souche a analysée avec
celle d’une souche de référence dont les fragments d’ADN constituent la base de la puce. Les
deux ADN sont marqués par un fluorochrome.

Cette méthode est utilisée dans les recherches basiques, incluant le séquengage du
génome entier, la détection du polymorphisme d’un seul nucléotide, la découverte de
mutation, les profils d’expression de géne et I’analyse de la composition du génome
(Charbonnier er al., 2005 ; Lucchini ef al., 2001). La présence, I’absence ou la divergence

d’un géne peut étre déterminée par la comparaison de 1’intensité du signal numérisé des spots.
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La CGH est une méthode hautement sensible, la réussite de cette méthode dépend de
plusieurs paramétres a différents stades du protocole. Jusqu’a la fin du projet BACDIVERS,
I’optimisation de la technique n’était pas terminée, des problémes de concentrations, de pureté
de ’ADN, du temps de marquage...etc ont affecté !’intensité¢ des spots et ont empéché
I’aboutissement de cette analyse. Le marquage au cy5 tend a décolorer plus rapidement que
celui au cy3, en plus son intensité pour certaines raisons est plus faible avec la souche testée
comparée a la souche de référence. Compte tenu de ces observations, le cy5 a été utilisé pour
le marquage de I’ADN de la souche de référence et le cy3 pour celui de la souche testée (STM
1064). Les ADN génomiques ont €té marqués pour deux souches de E. meliloti (AK 23 et
STM 1064) et E. arboris et hybridés. Deux répétitions/membrane ont ¢té utilisées pour
chaque souche. Les souches ont été¢ sélectionnées pour leur haute tolérance a de fortes

concentrations de NaCl supérieures a 800 mM.

2. 12. 3 Tolérance de la 1égumineuse a différentes concentrations de NaCl :

Les graines de Medicago ciliaris et Medicago polymorpha ont été désinfectées et cultivées
(comme décriten 2. 4. 1 et 2. 4. 2).

Nous avons choisi de tester la tolérance au NaCl de ces deux especes de Medicago car
elles sont abondantes dans la zone salée de Misserghin, et peuvent selon leur tolérance au sel
étre sélectionnées pour la revégétalisation des zones salées.

Les jeunes plants ayant développées deux feuilles, sont transférées dans la méme
solution (Bertrand, 1997), additionnée de différentes concentrations de NaCl (25, 50, 100 et
150 mM), elles sont cultivées dans une chambre de culture (SANYO référence MLR-350), a
25°C, une photopériode de 16 heures et une intensité¢ lumineuse de 2000 lux. Cinq répétitions
sont utilisées pour chaque espéce de plante et pour chaque concentration de sel.

La croissance des plantes est surveillée quotidiennement.

2. 13 Préparation de I'inoculum et test de la tolérance des souches a la
dessiccation :

Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'équipe de R. S. Smith (Nitragin Socity,
Inc., USA, Lipha) et réalisé aux US4 .

a) Préparation de I’inoculum

Dix souches bactériennes de Ensifer ont été cultivées dans 100 mL du bouillon YM
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(Somasegaran et Hoben, 1994), dans des flacons de 250 mL dans une chambre de
culture sous agitation. A la phase stationnaire de croissance, un volume de 10 mL de chaque
culture est utilisé pour inoculer des flacons de plus grande capacité (1000 mL) contenant 500
mL de milieu de culture YM. Les cultures arrivées au stade stationnaire de croissance sont
prétes pour étre mélangées a un support d’argile. Le nombre de cellules doit €tre déterminé
au préalable par dénombrement sur boites de Pétri contenant du milieu YMA.

b) Production et contrdle de 1’ inoculum:

Les supports :
Le support est un mélange de montmorillonite délicatement saupoudré et kaolinite,

mélangé dans un rapport de 1:2 (Kosanke et al., 1997)

Production de I'inoculum :

La méthode de production de support d’argile de 1’inoculum est détaillée dans le
brevet de la société Nitragin (Kosanke et al., 1997)

Pour la production de I’inoculum, 100 pl de culture liquide est mélangée
délicatement a I’aide d’une spatule a 300 g de support de poudre d’argile. L inoculum ainsi
préparé¢ est incubé pendant 48 heures dans une chambre de culture.

La culture a été¢ énumérée et le taux d'humidité déterminé. L’inoculum est ensuite
séché sur un plateau qui laisse passer I’air dans une chambre de culture, jusqu’a ce que
I’humidité atteigne environ 3,6 %. Le séchage de I’inoculum dure environ 12 jours.

NB : Selon la température ambiante et 1'humidité de I'air environnant, une
période de séchage plus ou moins longue est exigée. La température devrait étre
comprise entre 20 et 30°C. Le taux d'humidité du produit final doit étre inférieur

a 4.6 %.

Le support argile de I’inoculum est réduit en poudre fine dans un mortier et disposé
dans des sacs en plastique (ZipLock).

Le nombre de cellules dans le support sec est exprimé en nombre par gramme d’argile
seche, le jour de la production et aprés 7 et 34 jours et dans certains cas aprés 57 jours de

stockage a 23°C.

2. 14 Estimation du potentiel fixateur d’azote (essais en serre) :
Les graines de Medicago ciliaris, Medicago polymorpha, Argyrolobium uniflorum et
Lotus creticus ont été désinfectées et mises a germer comme décrit dans la partie (2-4-1).

Aprés germination, les graines dont la longueur de la radicelle atteint 3 a 4 cm sont
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transférées dans des pots neufs & Muguet (0.40 mL volume, diametre 8 cm et hauteur 11,3
cm) remplis d’ Attapulgite (Silicate d’aluminium Al,SiOy).

Les plantes sont inoculées avec 1 mL de suspension bactérienne de turbidité
équivalente au niveau 1 sur 1’échelle de Mc Farland, trois jours apres la mise en pots des
graines. Pour chaque essai, nous avons inclus un témoin négatif non inoculé.

Les pots sont arrosés, selon besoin, directement dans les bacs supportant les pots, pour
éviter toute contamination survenue par arrosage en superficie. Les pots regoivent également
une quantité de solution nutritive pour plante (Bertrand, 1997) sans d’azote tous les 15 jours
environ.

Les essais ont ét¢ conduits dans une serre réglée aux conditions climatiques
méditerranéennes avec des répétitions de 10 plants/souche pour M. polymorpha, et seulement
8 plants/souches pour M. ciliaris, en raison du manque de graines de cette espece.

Apres 6 semaines de culture pour les Medicago, la fixation biologique de I’azote a été
estimée par observation du phénotype des plants inoculés et la comparaison des poids secs des
parties aériennes et estimée par mesure de I’ARA (Activité Réductrice d’Acétylene).

Les résultats ont fait 1’objet d’une ¢étude de wvariance, utilisant le logiciel
SUPERANOVA.

2. 14. 1 Observation du phénotype des plants inoculés :

L’ observation de la couleur verte des plantes inoculées et de leur croissance (racines et
parties aériennes) en comparaison a des plantes non inoculées et placées dans les mémes
conditions de culture (avec des feuilles généralement jaundtres et limitées dans leur

croissance) est une premiere indication de I’activité fixatrice d’azote des isolats testés.

2. 14. 2 Comparaison des poids secs des parties aériennes :

Cette méthode, fréquemment utilis€e, consiste a peser aprés séchage (4 jours a une
semaine a température ambiante et atmosphere aérée ou 24 heures a 70°C a 1’étuve), les
parties a€riennes de plantes ayant subi différents traitements.

Simple et peu coiiteuse, cette méthode est cependant assez grossiere car elle ne rend
pas compte de la quantité d’azote dans la plante (concentration pouvant varier de 1 a4 4 %
d’azote dans les parties aériennes, suivant 1’importance de la fixation) ; de plus des facteurs
autres que la fixation peuvent provoquer les différences observées. (Elle peut néanmoins, dans

certaines conditions, permettre une premicre approche satisfaisante, par exemple pour la
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comparaison de I’efficience des souches inoculées sur des plantes poussant sur un milieu sans
azote) (Domenach et Wery, 1989).
L’analyse statistique se fait grice au logiciel SUPERANOVA.

2. 14. 3 Mesure de Pactivité réductrice d’acétyléne :

Cette mesure apprécie 1’activité de la nitrogénase (enzyme responsable de la fixation)
qui reconnait au moins deux substrats : N, et C;H,, par sa capacité a réduire I’acétyléne en
éthyléne selon une réaction analogue a la réduction de N; en NHj.

Cette méthode est utilis€ée pour mesurer la fixation d’azote au laboratoire ou in situ.
Elle mesure la fixation potentielle a un instant précis et dans des conditions déterminées.

Le principe du calcul de I'activité réductrice d’acétyléne (ARA) est basé sur le rapport
(dit facteur de conversion) C,H4/N, fixé. 1l est généralement admis que ce rapport est de 3/1
bien qu’il soit tres variable, car, la réduction de 1’azote est couplée d’une production d’H,,
utilisant une partie de ’énergie destinée & la fixation d’azote. Ce rapport varie également
suivant les conditions d’incubation et I’expérience montre qu’il peut étre compris entre 0,6 et
6,2 sans qu’on puisse I’expliquer (Minchin et al., 1983). Pour minimiser 1’incertitude et
obtenir des résultats les plus comparables possible, toutes les mesures d’ARA sont effectuées
dans des conditions standardisées et aux mémes heures de la journée.

Les plantes de Medicago, Argyrolobium et Lotus sont introduites dans des flacons
fermés de fagon étanche. L’acétyléne est injecté dans le flacon a une concentration finale de
10 %. L’activité réductrice de 1’acétyléne étant linéaire pendant une heure, des échantillons
gazeux de 0,5 mL sont prélevés a t= 0 et aprés 30 min, et la quantité d’¢thyléne présent dans
I’échantillon est mesurée par chromatographie en phase gazeuse en utilisant un
chromatographe de type Varian Aerograph série 1400, équipé d’une colonne de spherosil
XOB hydrogene 075 en acier inoxydable 120 cm x 0,02 cm.

Cette méthode n’est toutefois pas une mesure exacte de "activité réductrice effective
de I’azote par la nitrogénase. En effet, dans I’air contenant 78 % d’azote et 21 % d’oxygeéne
environ, seule une fraction des électrons est transférée effectivement a I’azote atmosphérique,
I’autre fraction servant a produire de I’hydrogeéne. Cette fraction varie d’ailleurs largement.

D’autre part, la quantité d’énergie nécessaire a la réduction de I’acétyléne par la
nitrogénase ne serait pas aussi €levée que celle exigée par la réduction de Nj.

Malgré ces imperfections, la méthode de réduction de I’acétyléne est largement

employée en rhizobiologie pour sa relative facilité, I’information immédiate qu’elle fournie
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sur 'activité de la nitrogénase, sa possibilit¢ d’application a des mesures au champ, la
possibilité de comparer différents traitements (Drevon, 1989).

Mode de calcul de la quantité d’éthyléne

L’ARA est la moyenne du nombre de moles d’éthyléne dégagées par unit€¢ de temps
entre divers prélévements. On peut I’obtenir également en calculant la pente de la courbe de
régression entre les diverses quantités d’¢éthyléne obtenues en fonction du temps de
prélévement.

n=nombre de moles d’¢éthyléne dans I’incubateur

h=hauteur du pic d’¢thyléne de I’échantillon

he=hauteur du pic d’éthylene de I’étalon

ve=volume d’éthyléne injecté dans 1’étalon

v=volume d’incubation

V=volume de 1’étalon

22400= volume d’une mole de gaz a 20°C

n = (h/he) x (ve/22400) x (v/V)

Si le volume v est inconnu, il peut étre évalué & 1’aide d’un gaz traceur qui est soit le

propane, soit ’acétyléne. Dans ce dernier cas on a :

v=(a/a;) x (hae/ha)x V d’ou = (ve/22400) x (a/ a.) x ( hae/ha) x (h/he)

a = ml d’acétylene injecté dans I’incubateur

ac = ml d’acétylene injecté dans le volume étalon V

hae= hauteur du pic d’acétyléne de I’étalon

ha= hauteur du pic d’acétylene de 1’échantillon

I”ARA peut étre exprimée sous différentes formes :

Dans notre cas, nous avons mesuré I’ARA globale : qui mesure ’activité fixatrice de
I’ensemble des nodosités ; elle dépend du nombre total de nodosités et de 1’activité de chaque

nodosité. Elle est exprimée en micromoles (107 mole) de C,H, réduit par heure et par plante.
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2. 15 Essais d’inoculation au champ :

Nous avons choisi de tester I’infectivité et I’efficience au champ (figure 14) de trois
souches de notre collection sélectionnées en serre. Le champ choisi se situe dans la localité de
Ain el Hadjar une région semi-aride (3545 :119 Nord, 00047 6410 W, A139) appartenant a la
wilaya de Saida et située a 200 Km d’Oran. Une parcelle de 900 m’ a été aménagée et
préparée pour les essais et séparée du reste du champ par une cléture. Des blocs de 2 m? ont
ét¢ préparés en double par inoculum (figure 14), chacun contenant 4 rangées de I1m
comportant 10 puits peu profonds pour disposer les graines. Deux variétés de Medicago sativa
ont ¢té testées, une locale et I’autre de Tunisie, les deux variét€s sont originaires des régions
arides.

Medicago sativa a €té choisie pour ces essais car elle est appréciée par les moutons
comme fourrage, certaines vari€tés locales semblent assez résistantes au sel et sont tres
recherchées par les agriculteurs des oasis (Abdelguerfi et Laouar, 2002), et enfin c’est une
espece disponible dans le commerce contrairement a Medicago ciliaris et Medicago
polymorpha rarement commercialis€es et présentes uniquement a une période de I’année.

Les semis sont mis au sol a raison de 10 graines par puits, pour augmenter les chances
d’obtenir au moins une plante/puits, et inoculés au moment du semis avec 1 mL de suspension
bactérienne de turbidité équivalente au n°1 sur I’échelle de Mc Farland, les puits sont aussitdt
refermés. .

La croissance des plantes a €t étudiée qualitativement par observation du tallage, de
la couleur et de la forme des feuilles et quantitativement par comparaison des poids secs des

parties a€riennes des plantes inoculées et témoins.

graines
Medicago
au champ

1
2
3 : Semis
4

puits
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Diversité des rhizobia des zones sal€es et arides d’ Algérie et de certains pays du sud de la méditerranée (Tunisie
et Liban) et de I’ Afrique de I’Quest (Sénégal)

3. Résultats et Discussion

3. 1 Diversité des rhizobia des zones salées et arides d’Algérie et de quelques
pays du sud de la Méditerranée (Tunisie et Liban) et d’Afrique de
P’Ouest (Sénégal) :

3. 1. 1 Introduction :

Bien que le bassin méditerranéen soit riche en espéces végétales, les conditions climatiques et
les pratiques humaines menacent cette richesse de diminution a cause de nombreux facteurs
abiotiques, dont la sécheresse qui touche en particulier les zones arides et semi-arides
accompagnée par la salinisation du sol. Ces facteurs limitent sérieusement la production
végétale. Par ailleurs les mauvaises pratiques culturales en cours dans ces pays tendent a
réduire les terres de parcours au profit de la céréaliculture et de I’arboriculture fruitiére, ce qui
a conduit & I’éradication de nombreuses especes ligneuses et le surpaturage abusif a I’abandon
de certaines traditions pastorales.

Dans le but de renforcer le potentiel fourrager dans les zones arides et semi-arides
d’Algérie, et de réhabiliter les zones affectées par la salinité¢ et la sécheresse, nous avons
effectué des prospections dans des régions de I’Algérie soumises aux contraintes
pédoclimatiques ou nous avons recensé les légumineuses spontanées les plus abondantes,
susceptibles de jouer un rdle écologique et économique dans ces zones et entrepris une étude
de caractérisation des BNL associées. Le but final de 1’étude est de sélectionner les meilleurs
couples symbiotiques légumineuse /rhizobia bien adaptés au stress pour introduire et renforcer
la présence de ces légumineuses dans les zones salées et arides. La sélection des partenaires
microbiens effectifs permettra une meilleure croissance et survie des légumineuses d’intérét.
Dans cette étude, en plus des rhizobia isolés de Iégumineuses d’ Algérie, nous avons inclus des
rhizobia isolés d’autres légumineuses spontanées présentes dans des zones arides, salées ou
dégradées de Tunisie, du Sénégal et du Liban. Au total ce sont 88 isolats qui ont ét¢ identifiés
par étude de leurs caractéristiques moléculaires et phénotypiques.

L’aspect morphologique des isolats a été examiné, ainsi que leur infectivité vis-a-vis

de la plante d’isolement en conditions controlées sur tubes Gibson.
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La caractérisation génotypique comportait I’étude des séquences de I’ADNr 168, de
cing génes de ménage (MLSA), 1’étude de I’'ITS pour les Bradyrhizobium et les hybridations
ADN-ADN. L’étude des groupes nouveaux mis en €vidence par analyse génotypique a ¢té

complétée par des tests auxanographiques.

3. 1. 2 Prospection :

Nous avons effectué¢ deux campagnes de prospection dans des régions salées (Sebkha
et Littoral) et deux zones arides de I’ Algérie.

Au cours de ces prospections nous avons identifi¢ et prélevé des échantillons de
légumineuses entieres (racines et tiges) spontanées les plus dominantes dans ces régions et
susceptibles de jouer un role dans la réhabilitation de sols pauvres, son enrichissement par de
I’azote issu de la fixation symbiotique, dans la lutte contre la désertification et comme
fourrage pour les troupeaux. Nous avons également prélevé des échantillons de sols et des
gousses.

Cependant, nous avons choisi comme zone modele d’étude « la Sebkha de Misserghin », qui

‘est une dépression saline de I’ouest algérien, comportant un gradient de salinité des bords vers

le centre. Dans cette Sebkha, nous avons remarqué en dépit de la haute salinité de la région, la
présence de 1égumineuses appartenant principalement au genre Medicago, les plus abondantes
étant M. ciliaris et M. polymorpha ainsi que d’autres especes végétales. Nous avons effectué
des échantillonnages de ces deux légumineuses (Plante entiere pendant le mois de mars, du
sol et des gousses au mois de mai), dans dix zones d’échantillonnage identifiées le long du
gradient de salinité et en prenant soin de quantifier autant que possible leur présence et leur
dispersion. La majorité de notre échantillonnage (> 50 %) a été prélevé de cette région.

Nous avons également prospecté des régions salées du littoral algérien ou il existe une
diversité considérable de 1égumineuses. Nous avons récolté des plantes de Lotus creticus, des
arbustes de Retama dont R. monosperma contrairement & R. raetam, endémique
principalement des écosystémes arides (région de Djanet, ou nous avons également fait des
prélevements de racines nodulées). Sur le littoral, on ne retrouve plus que I’espece R.
monosperma. Ces arbustes jouent le role de fixateurs de dunes de sables, empéchant leur
avancée vers les terres fertiles et foréts voisines. Dans ces régions sableuses du littoral
d’autres légumineuses sont également présentes: M. marina, M. littoralis, M. minima,
Medicago marina qui ont ét¢ prélevées ainsi que Scorpiurus vermiculatus présente en bordure

de la route et associée généralement a des medics. Sur les hauteurs de la plage de Madegh en
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zone non sableuse, nous avons remarqué la présence