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Résumé

Résumé

L’étude de 90 souches de Rhizobium medicae issues de plantsde 4 especes de luzerne du groupe
des Intertextae a montré I’existence d’une grande diversité a différents niveaux d’analyse : sol et
plante hote d’origine mais également la provenance de cette derniére (indigene ou introduite).

L’analyse des caractéristiques phénotypiques de ces souches indique que celles piégées par
Medicago granadensis et M. muricoleptis se différencient de celles issues de M. ciliaris et M.
intertexta par :

Leurs relatifs faibles niveaux de tolérance aux différents stress

L’expression de voies de métabolisation différentes chez les deux groupes de souches,
malgré leurs larges spectres d’utilisation des substrats carbonés et azotés, par une nature plus
acidifiante des rejets cellulaires.

Une relative facilitée dans ['utilisation des substrats azotés simples et de certains acides
amings.

Les souches, présentent dans I’ensemble, des caractéres de résistance aux stress
physiochimiques et présentent un potentiel a solubiliser les phosphates organiques tres
intéressants.

Les résultats obtenus sont en accord avec les données biomoléculaires établies sur le méme
souchier.

Mots clés: Rhizobium medicae, caractérisation phénétique, diversité, Taxonomie numérique,
Medicago du groupe des Intertextae.
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Summary

Summary

We performed a study on 90 Rhizobia strains associated with plants 2 indigenous (Medicago
ciliaris & M. intertexta) and 2 introduced (M. granadensis & M. muricoleptis) species of inter
group Medics.

The 90 strains examinated showed a big diversity by respect to several traits:
-Soil provenance and characterisation
-Initial host plant and status of the host plant (indigenous or introduced).

Analysis of the phenetic patterns of the 90 strains showed that the strains associated with
Granadensis and Muricoleptis can be distinguished from the other ones by:

-A lower tolerance level to salinity and drought stress.

-The expression of different metabolic pathways as expressed by higher proportion of acid
reaction recorded with the majority of the carbohydrates and nitrogen sources tested.

The strains showed overall a good tolerance versus the physico-chemicals stress and are
high phosphatases producers witch are two interesting traits.

Our results and analyses are consistent with the biomolecular recorded by other authors with
the same strains.

Key words: Rhizobium medicae, phenetic characterisation, diversity, numeric taxonomy,
Medicago of Intertextae group.
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Introduction

Introduction

La population mondiale actuelle est supposée doubler avant I'an 2050 (James, 1997). Par
conséquent, le défi pour le futur repose sur la sécurité alimentaire de ces populations qui
nécessite un doublement de la production alimentaire qui ne peut se faire que par le biais
de 'augmentation de I'efficacité de la production agricole.

On constate des difficultés marquées de la production animale en Algérie, et ceci est
di essentiellement a un déficit dans la production fourragére et a I'exploitation non
rationnelle des ressources pastorales. Les territoires réservés a ces spéculations
appartiennent, en général, aux étages bioclimatiques semi-aride et aride, ce qui exige
I'utilisation d’espéces adaptées, ayant une souplesse dans leur cycle de développement,
permettant leur intégration dans les différents systémes agro-pastoraux existants et
potentiels, et possédant aussi une valeur alimentaire intéressante.

Les Iégumineuses fourragéres sont une alternative intéressante, car en plus de leur
potentiel productif, ce sont des plantes qui ont des propriétés améliorantes du sol tant sur
le plan physique, chimique que microbiologique.

Pour cela, on a cherché a promouvoir, une nouvelle forme d’agriculture capable
d’assurer des rendements soutenus dans le temps tout en étant plus respectueuse pour
'environnement. Cette forme d’agriculture est désignée sous le terme «d’agriculture
intégrée» ou «d’agriculture durable»

L’'un des éléments clés de I'agriculture durable est I'utilisation rationnelle des relations
bénéfiques qui existent dans la nature entre les plantes et les microorganismes.
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En effet, les plantes ne vivant pas seules, entretiennent des formes d’associations
avec des microorganismes du sol ; parmi ces associations, la symbiose et en particulier
celle établie entre les légumineuses et les Rhizobiums. L’utilisation de cette symbiose
confére aux légumineuses la capacité de fixer 'azote moléculaire.

C’est pour cette raison que I'exploitation des propriétés de I'activité symbiotique tend
a se geénéraliser dans le monde par le biais des pratiques suivantes :

La rotation légumineuses céréales en remplacement de la jachére ;

L’augmentation de la productivité et de la qualité nutritive des fourrages par les
cultures mixtes légumineuses-graminées ;

L’utilisation de légumineuses a fort pouvoir fixateur d’azote comme engrais vert, dans
certains pays, pour I'enrichissement du sol en azote et en matiére organique ;

L’inoculation des cultures et des semences de Iégumineuses par des Rhizobiums
hautement efficients avec celles-ci.

Parmi les légumineuses a haute valeur fourragére, le genre Medicago, bien
représenté en Algérie, constitue un patrimoine génétique extrémement riche et diversifié
qui mérite d’étre valorisé.

Beaucoup de travaux ont été réalisés sur lidentification, la caractérisation et la
valorisation de ce groupe de plantes, mais le deuxiéme protagoniste associé a la relation
symbiotique, le rhizobia, reste pratiquement méconnu en Algérie.

Abdelguerfi-Laouar (2005), aprés un travail de prospection et de piégeage dans
différents sites, et la constitution d’'une collection non négligeable de souches associées a
des populations de Medicago de la section des Intertextae, a pu montrer que dans la
limite de la collection étudiée, toutes les souches (sans exception) nodulant ce groupe de
plantes, en Algérie, appartiennent a I'espéce Sinorhizobium medicae.

Afin de compléter les informations sur les souches qui on fait I'objet de cette étude, il
nous a été proposé de caractériser ces souches sur le plan phénotypique et d’évaluer leur
diversité " .

Ce travail est mené dans le cadre de la coopération bilatérale franco-algérienne (Projet CMEP N°01-541/2001) et

algéro-tunisienne (Projet INRAA-INRST).
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Synthese Bibliographique

1.1. La fixation de ’azote

Tout organisme vivant a besoin pour son développement d’'une source d’azote, mais les
formes exploitables de cet élément dans la biosphére sont des formes combinées
minérales (NH,,, NO3...) ou organiques (AA, Urée...), ce qui constitue un facteur limitant
pour leur déve:?oppement, car relativement rare (Vitousec et Matson, 1993 ; Denarié et
Joly, 1994 ; Holland et al., 1999).

L’azote constitue 80% de la masse de I'atmosphére terrestre, mais sous sa forme
moléculaire (N,), il n’est utilisable que par un nombre trés restreint de microorganismes,
qui ont la capacité de réduire la forme moléculaire, prélevée dans I'atmosphére, en
ammoniac, chainon de départ de cet élément dans le circuit de métabolisation (Postgate,
1982 ; Luttge et al., 1994).

Ces organismes sont appelés : organismes diazotrophes ou fixateurs d’azote, leur
efficacité dépend directement de lintimité de la symbiose qu’ils entretiennent avec
d’autres organismes, animaux ou végétaux ; car, cette activité nécessite une dépense
énergétique trés importante (pour réduire une molécule d'N,, la bactérie doit utiliser
16ATP en plus de I'énergie nécessaire a ses autres fonctions) %Postgate, 1982 ; Streeter,
1993) qui leur est impossible d’assurer étant isolés. Ainsi, selon le degré de

11
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rapprochement qu’ils ont atteint durant leur évolution, ils ont mis en place trois systémes
de fixation d’azote avec les plantes (Luttge et al., 1994) (Fig. 1) :

Le systéme libre : ces bactéries n’entretiennent pas de lien direct avec les plantes,
elles vivent librement et se nourrissent de débris végétaux ; ce systéeme est le moins
efficace car la compétition avec le reste de la microflore tellurique pour I'utilisation des
ressources du milieu est rude. Ces organismes représentés essentiellement par les
genres Azotobacter, Clostridium et Klebsiella (Hill, 1992), ne peuvent fixer plus de
10kg/h/an d’azote atmosphérique.

Le systéme associatif ou semi symbiotique : ces espéces du genre Azospirillum et
Acetobacter, colonisent la rhizosphére, le rhizoplan voire méme les tissus racinaires,
profitant de leurs exsudats pour couvrir leurs besoins énergétiques (Hill, 1992). Cette
deuxiéme catégorie de diazotrophes profite d’'une meilleure couverture de leurs besoins
énergétiques pour atteindre des niveaux de fixation de I'ordre de 50 a 100 kg N/ha/an.

Le systéme symbiotique : dans ce cas de figure, le siége de la symbiose est un
véritable organe, plus ou moins évolué (poches, nodules,...), qui permet des échanges
intimes entre le macrosymbiote, qui est la plante, et le microsymbiote, la bactérie.

Ces bactéries sont subdivisées en trois groupes :

les Cyanobactéries, du genre Anabaena et Nostoc, associées a des fougéres
aquatiques (Azola) et a des gymnospermes (Cycadales) (Hill, 1992) ;

les Actinomycétes, du genre Frankia, associées a des plantes dites actinorhiziennes
du genre Casuarina et Alnus.

les Rhizobia, du genre Rhizobium, associés aux plantes de la famille des
Ilégumineuses. la symbiose Rhizobium-légumineuses serait a elle seule responsable de la
fixation de 180 millions de tonnes d’azote par an ; Broughton et Perret (1999) la
considérent comme le systéme symbiotique le plus évolué, car chacun des acteurs de
cette association a développé une voie de métabolisation capable de capter une
substance inorganique présente dans l'atmosphére, et de la transformer en éléments
assimilables, subvenant a des besoins complémentaires :

la bactérie, par la voie diazotrophe, assure la couverture mutuelle des besoins en
matiéres azotées ;

et la plante, par la photosynthése, assure la couverture des besoins énergétiques.

C’est le systéme le plus intéressant car en plus du niveau de fixation qui est tres
élevé, il concerne un groupe de plantes trés important pour ’homme, les Iégumineuses.

12
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Fig. 1 : Les systemes de fixation d’azote Bactérie-plantes (Luttge et al., 2002)

1.2. La symbiose rhizobia-légumineuses

C’est la relation entre les Iégumineuses et les rhizobia qui se traduit par une infection de
la plante hote (la léegumineuse) par la bactérie (le Rhizobium), ce qui induit la formation
d’'un nodule, qui et le siége de la symbiose.

1.2.1. Etablissement de la symbiose

La symbiose se traduit par la formation d’'un organe, siége des interactions entre la
bactérie et la plante hote, cet organe spécifique est appelé nodule.

Les Rhizobiums se trouvent naturellement a I'état libre dans la rhizosphére,
I'établissement de la symbiose entre les deux partenaires passe par une phase de
rapprochement de reconnaissance et d’échange de signaux chimiques spécifiques,

La plante éxude différentes substances nutritives, notamment des flavonoides,
stimulant la croissance des bactéries qui répondent par une attraction vers le systéme
racinaire de la Ilégumineuse, c’est le chimiotactisme.

Les bactéries stimulées produisent des lipo-oligosaccharidiques (LCO) appelés
Facteur Nod (Fisher, 1994) ; ces substances sont spécifiques, et résultent de I'expression
d’'une batterie de génes dits génes nod, ils se subdivisent en trois groupes :

Les génes nod communs : Ce sont les genes nod a, b et ¢, communs chez tous les
Rhizobiums (Truchet et al., 1993) ; ils sont responsables de la formation du squelette

13
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N-acétyl glucosamine du Facteur NOD (Bladerngroen et al.,1998) ;

Les génes nod spécifiques : génes qui codent pour la formation des
lipo-oligosaccharidiques (Van de Sande et Bisseling, 1998) dont la structure détermine le
spectre de I'h6te a infecter, donc de la compatibilité entre les deux protagonistes
(deuxiéme niveau de spécificité) (Triplett et Sadowsky, 1992) ;

Les genes nod régulateurs : ces génes codent pour une protéine, le facteur nod d,
responsable de la régulation des autres génes nod (Van de Sande et Bisseling, 1998),
élément constitutif de la cellule bactérienne, il joue le rle de récepteur de flavonoides,
dont la compatibilité confirme le premier niveau de spécificité,

La formation du nodule passe par plusieurs phases

La colonisation de la surface du poil absorbant et 'échange de signaux, ce sont des
facteurs chimiques spécifiques a chaque espéce, et dont dépend la spécificité
symbiotique des deux protagonistes, pour la plante, ce sont les flavonoides, tandis que
pour le Rhizobium, ce sont les facteurs Nod ;

L’infection du systéme racinaire par les bactéries au niveau de la courbure formée
par le poil absorbant a son extrémité appelée « crosse de berger », a ce niveau la, des
enzymes hydrolytiques végétales fragilisent la paroi pour faciliter la pénétration, un
filament infectieux progresse vers le bas de la cellule ;

Le facteur Nod induit la différentiation de quelques cellules corticales et les stimule ;
elles se divisent activement et donnent naissance au primordium nodulaire (Geurts et
Franssen, 1996) qui recoit les bactéroides a acheminer par le cordon infectieux ; les
bactéries pénétrent les cellules végétales par endocytose (Verma, 1992 ; Oke et Long,
1999 ; Cermola et al., 2000), un cloisonnement se forme autour des bactéries dérivant
des parois cellulaires de la plante, cette structure est appelée « symbiosome », lieu, aprés
maturation du nodule, ou s’effectue la symbiose.

1.2.2. Importance agronomique de la symbiose
Rhizobium-légumineuse

En plus de la fixation d’azote, les rhizobia présentent d’autres caractéres intéressants sur
le plan agronomique :

solubilisation du phosphore inorganique (phosphore des sols majoritairement sous
forme insoluble non utilisable par la plante) ; le phosphore est, avec 'azote, le facteur
qui limite le plus la production des agrosystémes ;

minéralisation du phosphore organique ; Turn over du phosphore ;
chélation du fer ;

production de phytohormones ;

amélioration de la texture du sol par I'exsudation de polysaccharides.

Toutes ces caractéristiques des rhizobia font qu’ils soient les plus étudiés parmi les
bactéries du sol.

14
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1.2.3. Les rhizobia associés aux luzernes

Les rhizobia sont classiquement définis comme étant des bactéries symbiotiques,
capables d’envahir les tissus racinaires, formant des nodules chez les légumineuses, ou
elles entreprennent une fixation biologique de I'azote (Manvika et al., 2003) ; ce sont des
Eubacteries appartenant a la classe des alpha-protéobactéries (Zakhia et De Lajudie,
2001) a Gram négatif, ce trouvant a I'état libre dans le sol sous forme de batonnet court a
bout arrondi, aérobie stricte, chimiotrophes et hétérotrophes (vincent 1970 ;1981 ;
jordan,1984 ; elkan 1992 ; somasegaran et hobben, 1994 ; Zakhia et De Lajudie, 2001).

Les luzernes: le genre Medicago

Les plantes comme le haricot, le petit pois, la féeve, le pois chiche, la lentille, la
luzerne, les acacias, le caroubier, pour ne citer que les plus familiéres, font partie de la
famille des Iégumineuses. Cette famille constitue I'un des groupes de plantes les plus
importants pour I'hnomme. Les légumineuses sont utilisées pour produire des graines, du
fourrage ou de I'engrais vert. Elles synthétisent également une large gamme de produits
naturels comme des arbmes, des principes actifs médicamenteux, des poisons, des
colorants, des tannins, des gommes...etc.

Les légumineuses sont une composante importante de tous les biotopes terrestres,
sur tous les continents, excepté I'Antarctique. Leur principale caractéristique est leur fruit
appelé légume ou gousse.

Avec plus de 18.000 espéces réparties sur 750 genres (Polhill et Raven, 1981), ce
qui représente presque 1/12 des plantes a fleurs connues, la famille des Iégumineuses
représente l'une des plus grandes familles des plantes a fleurs.

La famille des Iégumineuses est généralement subdivisée en 3 sous-familles :
Papilionoideae ,

Caesalpinioideae ,

Mimosoideae

Ces sous-familles sont parfois considérées comme des familles séparées:
Papilionaceae, Caesalpiniaceae et Mimosaceae.

Les quatre espéces hoétes associées a nos souches appartiennent au genre
Medicago , il est représenté par 37 espéces algériennes et/ou méditerranéennes (Quezel
et Santa, 1962)

Ces quatre espéces sont :

Medicago intertexta,
Medicago ciliaris,
Medicago muricoleptis,
Medicago granadensis.

A l'origine le terme générique de Rhizobium désignait toute bactérie capable de former

15
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des nodules fixant 'azote avec au moins une légumineuse.

Progressivement la diversité des bactéries impliquées a amené a distinguer chez ces
bactéries symbiotiques, des genres différents Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium... tous appartenant au groupe des
alpha-proteobactéries. On a convenu alors d’appeler ces bactéries sous le terme global
de rhizobia.

Ces derniéres années on a montré que des bactéries d’autres groupes que les
Alphaprotéobactéries sont elles aussi capables de noduler certaines légumineuses ; il
s’agit de :

Burkholderia

Methylobacterium

Ralstonia

Ensifer

(Brucella...)
Cette diversité laisse indiquer que la capacité de noduler et de fixer 'azote est apparue au
cours de I'évolution chez plusieurs groupes bactériens.

Dans le cas qui nous intéresse, bactéries nodulant les luzernes, les bactéries
recensées a ce jour font partie du genre Sinorhizobium qui est défini et qui comporte
aujourd’hui 12 espéces a savoir :

(%)

. abri

. americanus

. arboris

fredi

. indiaense

. kostiense

. kummerowiae
. meliloti

. medicae

. morelense

. sahelense

O O nmu nu u n onu n onu non

. terangae

1.2.4. Classification des rhizobia

Mise a part leur capacité a établir une symbiose avec les légumineuses, aucun caractere
cultural, morphologique, physiologique ou biochimique, ne peut distinguer les rhizobia des
autres bactéries du sol.
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La classification des rhizobia a longtemps été basée sur leur spécificité symbiotique
(jordan, 1984 ; Zakhia et de Lajudie, 2001 ; Manvika et al., 2003). Jordan (1984) a d’abord
défini des groupes d’inoculation croisée subdivisée en deux genres ayant des
caractéristiques physiologiques et biochimiques distincts (Elkan1992 ; Manvika et al.,
2003):

- Les Rhizobium, qui sont les espéces a croissance rapide, dont le temps de
régénération est inférieur a 5 heures, sont acidifiantes, et généralement associées aux
Iégumineuses des régions tempérées (Romero, 2000).

- Les b radirhizobium incluant une seule espéce, B. japonicum, spécifique au soja
(Glycine max), qui est une espéce a croissance lente (temps de régénération supérieur a
5 heures), et qui contrairement au premier groupe, induit une basification du milieu.

Mais la taxonomie basée uniquement sur [linoculation croisée et le profil
phénotypique seuls, ne reflete pas la phylogénie des groupes, car on trouve un grand
nombre d’exception (Zakhia et De Lajudie, 2001 ; Manvika et al., 2003) ; a titre d’exemple
le soja (G. max), d’ou ont été isolés en méme temps des rhizobia a croissance rapide et a
croissance lente (Scholla et Elkan, 1984). De plus des légumineuses des régions
tempérées, tel que Coronilla et Lupinus (Allen, 1981) sont infectées par des rhizobia a
croissance lente, et on trouve des exceptions dans le sens inverse (De Lajudie et al.,
1994 ; George et al., 1994).

L’utilisation des techniques moléculaires ces vingt derniéres années, telle la
comparaison des séquences des génes du 16S ARNr et I'hybridation ADN/ADN, a permis
’émergence de nouvelles espéces, et des changements considérables dans la
classification (Tab. 1).

chaque technique utilisée en taxonomie, y compris la caractérisation de type
phénotypique et biochimique, a son propre pouvoir discriminant ; leur fiabilité dépend de
différents facteurs tels que les variables étudiées, les conditions particuliéres
d’expérimentation, nombre et type de souches étudiées...etc. ; l'utilisation de plusieurs
techniques complémentaires, avec différents niveaux de discrimination, est qualifiée
d’approche polyphasique. Le résultat est un consensus, avec un minimum de
contradiction (Zakhia et De Lajudie, 2001).

Les travaux de Young et al. (1991), Yanagi et Yamasato (1993) et Willems et Collins
(1993) basés sur I'étude des séquences 16S rARN ont eu comme résultat 'émergence
d’'un nouveau genre Azorhizobium, et le genre Rhizobium a été subdivisé en deux
nouveaux genres : Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997) et Sinorhizobium (De Lajudie et al.,
1994 ),mais il n’existe pas de réelles différences phénotypiques justifiant la séparation des
Allorhizobium, Rhizobium et Sinorhizobium.
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Tab. 1 : Genres et especes de bactéries nodulant les légumineuses

Source: the University of Minnesota (2004) http://www.coafes.umn.edu/
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2.1. Matériel et Méthodes

Origine de la collection étudiée

Les souches traitées dans le cadre de cette thése, proviennent de la collection constituée
par Abdelguerfi-Laouar (2005).

Ces souches ont été isolées a partir de nodules de plants de populations appartenant
a la section des Intertextae (Medicago ciliaris ; M. intertexta ; M. muricoleptis ; M.
granadensis) et identifiées en tant que s inorhizobium medicae.

M. muricoleptis et M. granadensis sons deux luzerne fournis par I'Australie ; des
populations appartenant a ces deux especes, ont été utilisées pour piéger des souches
au niveau de la station expérimentale de I'INA. C’est pour cela que le préfixe AUS en plus
du code de la population, est ajouté aprés le numéro du site de piégeage.

L’autre partie de la collection, a été extraite a partir de population de M. ciliaris et M.
intertexta collectées lors de campagne de prospection.

La prospection a concerné 43 sites en plus du site de piégeage, le site 44 (INA) ; des
échantillons de sol ont été prélevés au niveau de la couche arable (20 premier cm) de
chaque site prospecte, pour étre analysés et pour un éventuel piégeage ex situ, pour les
populations chez lesquelles on n’aurait pas trouvé de nodules.
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Les souches concernées par notre étude proviennent de 13 sites consignés au
tableau 2:

Tab. 2 : sites d’origine des souches étudiées

Code du site Wilaya Année de prospection | Altitude |Etage bioclimatique
20 Bejaia 2003 250 Sub-humide
21 Bejaia 2003 50 Sub-humide
22 Bejaia 2003 900 Sub-humide
23 Jijel 2003 50 Sub-humide
24 Jijel 2003 40 Sub-humide
26 Jijel 2003 5 Sub-humide
27 Mila 2003 300 Semi-aride
34 Setif 2003 1100 Semi-aride
35 Setif 2003 950 Semi-aride
37 Setif 2003 820 Semi-aride
40 Bouira 2003 600 Semi-aride
42 Alger 2003 28 Sub —humide
44 Alger (INA) 2003 60 Sub —humide

2.2. Caractérisation pédologique des sols :

Les sols des 44 sites ont subi une série d’analyse physique et chimique.

Les échantillons de sol sont d’abord séchés a I'air libre, puis broyés et tamisés a
2mm. Les analyses physiques, physico-chimiques et chimiques ont été réalisées selon les
protocoles en vigueur au niveau des laboratoires du département pédologie de I'INA et de
I'INRAA et correspondent a ceux préconisés par Duchaufour (1970) et Aubert (1978).

Les analyses effectuées sur ces sols sont :

Granulométrie

pH

Conductivité électrique
Calcaire total

Matiere organique
Azote total

Phosphore

Bases échangeables

Capacité d’échange cationique
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2.3. Caractérisation des souches

2.3.1. Préparation des milieux tests

Les tests de caractérisation ont été menés en microgalerie (Fig.2), les milieux test ont été
préparés sur la base d’'un milieu YEMB (yest extract-mannitol ) sur lequel nous avons
apporté les modifications suivantes :

Pour les milieux de métabolisation des substrats carbonés, le mannitol a été
remplacé par différentes sources de carbone, a la méme proportion (10g par litre) ;

Pour les milieux de métabolisation des substrats azotés, I'extrait de levure a été
remplacé par différentes sources d’azote ;

Pour les tests de résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds, les substances
testées ont été rajoutées au milieu YEMB, aprés sterilisation par microfiltration a 0.25 y,

aux concentrations données par le tableau 3 ;

Pour évaluer la résistance des souches aux stress, différentes concentrations de
PEG 6000 (stress hydrique), NaCl (stress salin) et niveau de pH ont été testées (Tab. 4).

Tab. 3 : Les modalités de préparation des agents antibactériens testés sur les souches

N° [ 1 milieux (ug/ml) |[] sol° stocks (mg/ml) |solvants Q stock/L (rr
1 |Chloramphénicol 100 10 éthanol ou méthanol |10
2 | Tétracycline hydrochloride |100 10 éthanol (70%) 10
3 |Pénicilline 100 10 10
4 | Erythromycine 100 10 10
5 | Spiramycine 100 10 10
6 |Polymixine 100 10 10
7 | Bacitracine 100 10 10
8 |Novobiocine 100 10 10
9 |Ampicilline 100 10 10
10 | Oxacilline 100 10 10
1 |MgCI2 100 10 10
2 |ZnSO4 100 10 10
3 |MoO3 500 50 10
4 |CuSO4 100 10 10

Tab. 4 : Les différentes concentrations de NaCl, PEG 6000 et de pH testés sur les souches
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N° | NaCl PEG6000 pH
1 |NaCl OM PEG OM pH5
2 |NaCl 0,5M PEG 0,05M pH6
3 |NaCl 1M PEG 0,075M pH7
4 |NaCl 1,5M PEG 0,1M pH8

En ce qui concerne les modalités de préparation, la modification apportée consiste
en:

Une préfiltration a 0.45uM pour éliminer les impuretés ;

Une stérilisation par microfiltration a 0,25um, en conditions stériles, sauf pour certaine
s substances comme le PEG6000, I'amidon et la cellulose ou l'autoclavage étai
obligatoire, et ce a cause de la consistance de ces éléments.

Afin de sélectionner les souches capables de solubiliser les phosphates organiques
en libérant des enzymes phosphatases, nous avons utilisé un milieu YMA semi-solide
additionné d’'une solution a 1% de phénolphtaléine di-phosphate stérilisée par
microfiltration.

Lorsque le test projeté le permet, un indicateur de pH, le bleu de bromothymol (virage
a pH6 et pH7,6) est ajouté au milieu. La croissance des souches qui se traduit presque
toujours par une acidification ou une alcalinisation du milieu est signalée par un virage du
bleu de bromothymol vers le jaune ou vers le bleu. Lorsque ce virage n’est pas obtenu,
les puits sont observés a I'ceil nu, en vue de rechercher un trouble bactérien révélateur de
croissance.

2.3.2. Conservation des souches

Nous avons utilisé pour cela des cryotubes stériles d’'une contenance de 3ml.
Dans le tube ouvert en condition stérile,
1,2ml d’une culture de rhizobia obtenue en milieu TY liquide ;
0,6ml de glycérol 60% stérile.

Les tubes sont fermés, renversés pour homogénéiser le milieu, et stockés a -80°C.

2.3.3. Régénération des souches a partir de la collection conservée

Les souches a caractériser ont été repiquées a partir d’'une collection conservée en
gélose profonde pondant une période de deux années. (Fig.2)

Les souches ont été remises en culture sur milieu TY (Fig.3).

Pour la caractérisation, nous n’avons pris que trois souches par site, choisies
arbitrairement, soit quatre vingt dix souches au total. En plus de nos souches, nous avons
utilisé 8 souches de référence gracieusement mises a notre disposition par le laboratoire
de biologie du sol (USTHB) (Tab. 5)
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tab. 5 : Liste des souches de références

USDA 6 Bradyrhizobium japonicum USDA 1037 Sinorhizobium medicae
USDA 76 Bradyrhizobium Elkanii USDA 3622 Bradyrhizobium liaoningense
USDA 205 Sinorhizobium Fredii USDA 4892 Azorhizobium caulinodans
USDA 1002 Sinorhizobium meliloti USDA 10001 | Mesorhizobium unamorphae

2.3.4. Détermination des caractéristiques des souches de Rhizobium

La technique utilisée pour établir le profil phénotypique est basée sur la méthodologie
préconisée par I’American Society for Microbiology (Smibert et Krieg, 1984), elle permet
d’obtenir des profils fiables et reproductibles, en utilisant des témoins non inoculés avec 3
répétitions.

Nous nous sommes basé sur les travaux de Smibert et Krieg (1984), Holmes et al.
(1986), Novikova (1994) et Lindstrom (1995), pour le mode opératoire, le choix des tests
et des concentrations des différents substrats carbonés, sources d’azote et agents
anti-bactérien.

Les tests retenus ont été réalisés en microgaleries développées par nos soins au
laboratoire de biologie du sol (Fig. 4). Le systeme mis au point consiste en l'utilisation de
plaques de microtitration a 96 puits. Nous plagons dans chacun des puits 0,2ml de milieu
test.

Nous utilisons pour I'ensemencement des puits, des cures-dents stériles, pour
apporter, relativement la méme quantité d’inoculum.

La lecture se fait aprés 24 heurs, de maniére visuelle en notant le virage du bleu de
bromothymol vers le jaune (acidification) ou le bleu (alcalinisation) et/ou en observant le
trouble du milieu résultant de la croissance des bactéries. (Fig. 5)

Les galeries que nous avons utilisées s’apparentent aux galeries commerciales
renfermant des milieux lyophilisés telles API ou BIOLOG mais présentant le désavantage
de ne pas se conserver durant de longues périodes. Les microgaleries, une fois prétes,
doivent étre utilisées assez rapidement.
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Fig.2 : Conservation des souches en gélose profonde
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Fig.3 : Culture sur milieu Y.M.A.-RC pour détecter les contaminants
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Fig 4: Microgalerie ensemencée
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Fig 5: Réaction des souches vis a vis du milieu

2.4. Analyses statistiques

- La taxonomie numérique

La taxonomie numérique est basée sur l'évaluation du degré de similitude globale,
d’organismes par rapport a un grand nombre de caractéres ; plus le nombre de caractéres
est important, plus les relations entre individus sont claires, c’est une méthode de
classification tenant compte des relations phénétiques entre les organismes étudiés
(Sneath, 1974 ; Pesenko, 1982).

Lindstrom (1995), Sneath, (1995) et Gest (1999) considérent qu’avec une centaine de
caracteres significatifs et non redondants, on peut obtenir une image d’une résolution
supérieure a celle obtenue par les techniques de biologie moléculaire restreintes a I'étude
partiel du génome.

- Indice de similitude

Le résultat primaire d’'une analyse numérique des profiles phénotypiques est la
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construction d’'une matrice basée sur une formule permettant le calcul d’un coefficient de
similitude entre les souches a classer et appelé « indice de similitude ». Le plus
couramment utilisé en biologie est I'indice de Jaccard.

Formule jaccard : IJI=A/(A+B+C)
IJI = ccefficient de jaccard
A,B,C...= valeur de I'otus chez chaque individu (0 ou 1)

Le dendrogramme n’est qu’une représentation graphique de cette matrice (Annex 2),
il permet une visualisation simple pour une interprétation aisée des résultats obtenus.

- ACP (Analyse en Composantes Principales)

Son but est d'obtenir une représentation en forme de nuage des individus dans un espace
de dimension réduite. La dispersion du nuage est déterminée par les axes qui prennent
en compte la contribution de chaque variable. Ces axes sont les axes factoriels qui
permettent de représenter au mieux les points du nuage.

- Logiciel utilisé

Nous avons utilisé pour nos analyses statistiques le logiciel M.V.S.P. (Multi-Variate
Statistical Package) version 3.12 de kovach computing services.
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Résultats et Discussion

3.1. Caractérisation pédologiques

Celons les normes « AFNOR », les sols 20, 21, 22, 23, 26, 27, 34, 35, 37, 40, 44 sont
moyennement alcalins alors que les sols 24 et 42 sont fortement alcalins avec un pH de
8.67 et 8.58 respectivement (Annexe 3).

Les sols enregistrent des valeurs de calcaire total trés différentes. Les sols 21, 23, 24
et 44 sont des sols trés peu calcaires avec des valeurs variant de 1.1 a 3.5%, les sols 20,
34 et 42 sont moyennement calcaires avec des taux variant de 5.9 a 12.6 %. Les sols trés
fortement calcaires sont représentés par les sols 22, 26, 35, 37 et 40 dont les valeurs
varient de 16.3 a 36.1%.

Tous les sols explorés montrent de faibles teneurs en azote total puisque celles-ci ne
varient qu’entre 0.08 et 0.28%.

Ces sols sont, par ailleurs, faiblement affectés par la salinité puisqéj’ils montrent des
conductivités électriques faibles a trés faibles (0.58 a 0.15 msimens.cm ™)

Les sols enregistrent des valeurs trés faibles en phosphore assimilable variant entre
0.178 et 0.709 ppm.

Certains sols explorés (35, 34, 22, 21) se sont révélés relativement riches en matiére
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organique, d’autres moyennement riches (24, 26, 27, 37, 40, 42, 44) ; seuls les sols 20 et
23 se caractérisent par un trés faible taux de matiére organique (1.4%) (Annexe 3).

3.2. Régénération des souches (Annexe 4)

Sur les 304 souches de la collection conservées en gélose profonde, pendant deux ans,
18 ne se sont pas développées, et 12 d’entre-elles ont été contaminées nécessitant une
purification par repiquages successifs sur milieux YMA-RG. Le YMA est un milieu
spécifique au Rhizobium car le mannitol est un polyol dont l'utilisation est peu courante,
sauf pour ce groupe bactérien ; en plus, le rouge Congo, est un colorant qui n’est
pratiquement pas absorbé par les Rhizobiums, contrairement a la plupart des bactéries.
Ces souches ont été exclues du test en attendant de subir ultérieurement des tests de
nodulation qui restent le test qui permet, sans conteste, de confirmer que ce sont bien des
Rhizobiums (Annexe 4)

Le taux de réussite de la technique est de 94.1%, ce qui nous permet de confirmer
deux points :

La concordance des résultats avec les données bibliographiques (Jordan, 1994), et
selon lesquelles, les Rhizobium sont des aérophiles stricts, mais qui peuvent se contenter,
si nécessaire, d’une pression partielle d’air, donc ce sont des bactéries microaérophiles ;

Sur le plan pratique, la technique de conservation des souches en gélose profonde
ou piqure centrale, peut étre considérée comme relativement fiable, et dont le taux de
perte peut étre minimisé par 'augmentation du nombre de répétitions ; c’est donc une
solution alternative a la cryoconservation et surtout, qui ne colte pas cher, car la
conservation se fait a température ambiante, et n’exige aucune structure de stockage
particuliére.

3.3. Détermination du caractéere de souches et leur
classification

3.3.1. Effet de la température sur la croissance des souches

La plupart des souches testées, qu’elles soient issues de la prospection ou du piégeage,
se sont révélées capables de croitre a 30°C (Tab. 6) ce qui est en accord avec les
données de la littérature, qui considére que la fourchette entre 20 et 30°C est relativement
correcte pour les rhizobia (Lindstrom et Lehtomaki, 1988 ; De Lajudie et al. 1994 ; Chen et
al.,2001 ; Maatallah et al., 2002a ; Maatallah et al., 2002b ; Kishinevsky et al.,2003).

30



Résultats et Discussion

Tab. 6 : Comparaison de la croissance des souches a 25 et 30°C

T°C T°C Pourcentage T°C 25°C | T°C 30°C
25°C |30°C
intertexta 15 13 intertexta 100 87
ciliaris 21 20 ciliaris 100 95
prospection 36 33 prospection | 100 92
granadensis 30 15 granadensis | 100 83
muricoleptis 24 6 muricoleptis | 100 100
piégeage 54 21 piégeage 100 88
TOTAL 90 54 TOTAL 100 90
S fredii 1 1
S meliloti 1 1
S medicae 1 1

3.3.2. Effet du pH sur la croissance des souches

En ce qui concerne la tolérance a I'acidité et a I'alcalinisation du milieu, la majorité des
souches ont pu croitre normalement dans une plage de pH allant de 5 a 8. Seules
quelques souches (7/92) n’ont pas pu tolérer pH 5. Frioni et al. (2001) ont mentionné des
souches qui tolérent un pH de 4.4 ce qui est en contradiction avec les travaux de Sajnaga
et al.(2001) ; Ulrich et al. (2000), Chen et al. (2001),Maatallah et al. (2002a ; 2001b),
Kishinevsky et al. (2003) qui considerent comme limite le pH de 5 & 5,5.

Tab. 7 : Comparaison de la croissance des souches a différents niveaux de pH

Croissance PH5 |PH6 |PH7 |PH8 | Pourcentage |PH5 |PH6 |PH7 |PH8
M intertexta 14 15 15 15 M intertexta 93 100 (100 |100
M ciliaris 20 21 21 21 M ciliaris 95 100 100 [100
prospection 34 36 36 36 prospection 94 100 100 [100
M granadensis | 30 30 30 30 M granadensis |100 100 100 |100
M muricoleptis |19 24 24 24 M muricoleptis | 79 100 100 [100

piégeage 49 54 54 54 piégeage 91 100 100 [100
TOTAL 83 90 90 90 TOTAL 92 100 [100 |100
S fredii 1 1 1 1
S meliloti 1 1 1 1
S medicae 1 1 1 1

Avoir des souches qui ont un comportement intéressant vis a vis du pH, est un
avantage, pour la mise en place d’'inoculant pour les sols acides ; Vargas et Graham
(1989) ont mis en évidence la corrélation qui existe entre le niveau de tolérance des
rhizobia au pH acide et leur capacités a noduler en sols acides.
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3.3.3. Résistance a la salinité

Les souches étudiées ont révélé un comportement assez intéressant par rapport au
stress salin. Plus de 57% d’entre-elles se sont développées a 0,5M de NaCl (51
souches/90), un niveau de salinité considéré comme relativement élevé (Sajnaga et al.,
2001 ; Chen et al., 2001 ; Chen et al., 2002 ;Maéatallah et al., 2002a et 2002b ; Hungria et
al., 2001 ; Frioni et al., 2001 ; Kishinevsky et al.,2003 ; Safronova et al., 2004). Parmi ces
derniéres, 22 confirment cette tendance et se sont révélées capables de croitre en
présence de 1M de NaCl et dont 12 capables de maintenir leurs capacités prolifératives a
1,5 M NaCl (Tab. 8). Les 51 souches issues des piégeages réalisées sur le sol de I'INA
avec des plants de M. granadensis et M. merucoleptissemblent relativement moins
tolérantes que les souches issues des prospections. En effet, seules 7 souches parmi
elles (14%) se sont révélées capables de tolérer 1M de NaCl contre 20 souches (55%)
parmi celles issues de la prospection. Ceci peut étre attribué a I'origine des souches, car
la majorité des souches prospection proviennent d’étage bioclimatique semi-aride donc
souvent soumises a des pressions de sélection par rapport au stress hydrique, et donc
salin par concentration des sels dans la matrice, contrairement aux souches issues de la
station INA ou le climat est plus clément.

La salinisation du sol est un facteur limitant en Algérie ; trouver des souches
tolérantes a ce phénomeéne est un facteur a prendre en considération chez nous, pour les
légumineuses. Le stress salin interfere dans I'établissement de la symbiose en affectant le
processus d’infection (Singleton et al., 1982) ; les légumineuses et le processus de
nodulation sont sensibles au stress osmotique.

Tab. 8 : Effet de la salinité sur la croissance des souches

Croissance NaCl [NaCl |NaCl |NaCl Pourcentage |NaCl |NaCl |NaCl |NaCl
oM 0,5M 1M 1,5M oM 0,5M 1M 1,5M

M intertexta 15 13 8 5 M intertexta 100 87 53 33

M ciliaris 21 18 11 1 M ciliaris 100 |86 52 4,8

prospection 36 31 19 6 prospection 100 |86 53 17

M granadensis | 30 14 2 4 M granadensis |[100 |47 6,7 13

M muricoleptis | 24 6 1 2 M muricoleptis | 100 25 42 8,3

piégeage 54 20 3 6 piégeage 100 |37 5,6 11

TOTAL 90 51 22 12 TOTAL 100 |57 24 13

S fredii 1 0 0 0

S meliloti 1 0 0 0

S medicae 1 0 0 0

3.3.4. Résistance au stress hydrique

Prés de 28% (25/90) des souches examinées ont pu croitre a 0.05% de PEG6000. Les
résultats obtenus ne montrent pas dans ce cas de différence de comportement des
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souches piégeage et des souches prospection vis a vis de la contrainte hydrique (Tab. 9).

La comparaison des niveaux de tolérance des souches a la salinité (NaCl) et au
déficit hydrique (PEG6000) indique que ces deux caractéres ne sont pas corrélés et ce en
accord avec les données de la littérature.

Le phénogramme (Fig. 6) montre I'individualité des souches DZ44, AUS95.1 et DZ44,
AUS97.1.4., car elles se positionnent sur un cluster (A) a 0,7 de similarit¢ des autres
souches analysées ; le reste des souches se répartissent sur deux phénons, le (B)
constitué essentiellement des souches de M. intertexta et M. ciliaris, mais comportant une
branche trés hétérogéne a 0.8 de similarité, et le phénon (C) constitué, a trois souches
prés, de souches de M. granadensis et M. muricoleptis.

3.3.5. Métabolisation des hydrates de carbones

Les souches testées, comme reconnues chez les rhizobia par différents auteurs (Stowers
et Eaglesham, 1984 ; Sajnaga et al 2001 ; Buendia-Claveria et al., 1989 ; De Lajudie et
al., 1994; Novikova et al., 1994 ; Rodriguez-Navarro et al., 1996 ; Chen et al1988 ; Chen
et al., 2001 ; Chen et al 2002 ; Maatallah et al., 2002a, 2002b ; Hungria et al., 2001 ; Frioni
et al., 2001 ; Kishinevsky et al., 2003 ; Safronova et al., 2004), utilisent une large gamme
de substrats carbonés, incluant des polyols, des mono, di et polysaccharides.
Pratiquement tous les substrats énergétiques, a quelques souches pres, sont utilisés par
nos rhizobia.

L’utilisation des tests microplaques avec un milieu liquide a permis de montrer la
variabilit¢ de la collection, en mettant en évidence la multitude des voies de
métabolisation, par la nature alcaline, neutre ou basique, des rejets cellulaires, pour un
grand nombre d’éléments, et individuellement parlant.

3.3.5.1. Mono et Disaccharides

Pratiquement, tous les substrats simples sont métabolisés par nos souches, exception
faite du Mésoérythritol qui n'a été métabolisé que par environ la moitié (52%) des
souches ; des souches issues de la prospection ce sont montrées moins performantes,
car 25% d’entre elles ont pu croitre en utilisant cette source de carbone, contre 70% pour
les souches issues du piégeage.

Ce qu'on peut déduire en ce qui concerne le comportement de ces souches, c’est
gu’en général, elles ont plus une tendance acidifiante qu’alcalinisante lorsqu’il s’agit des
monosaccharides, ceci dit, cette derniére voie n’est pas a négliger, exemple du xylose et
le galactose ou 40% des souches sont alcalinisantes, de méme pour le mannose qui est
métabolisé par une forte proportion de souches de méme nature (33%).

Lorsqu’il s’agit de disaccharides, le penchant est inverse, les souches adoptent plus
une voie métabolique a tendance alcalinisante qu’acidifiante.

33



Caractérisation phénétique de souches de Rhizobium associées au groupe des Intertextae (Genre
Medicago)

Stress U PGMA

A
—
—
B
I L
L
I |
I_ L 1. i 1. I
s L7 J0 (NP 0 1,57

A R o Ry W e 1

Fig. 6 : Phénogramme basé sur le comportement des souches vis a vis du stress hydrique

et salin

3.3.5.2. Polysaccharides

De méme pour les polysaccharides, la plupart des souches les utilisent comme source de
carbone, le mélizitose est relativement moins utilisé que les autres (73% des souches
I'utilisent) mais les souches piégeage ont tendance a étre plus performantes que les
souches prospectées. La tendance reste toujours, comme pour les disaccharides, vers
une exsudation de nature alcaline, exemple de la cellulose ou 2 souches seulement sur
les 90 testées ont acidifié leur substrat.

3.3.5.3. ACP hydrate de Carbone

Le plan 1-2 de 'ACP (Fig. 7), dont le pouvoir de discrimination est de 51%, montre
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nettement ’homogénéité des souches issues de piégeage. Celles-ci forment un groupe
compact, il s'oppose aux souches appartenant a M. intertexta et M. ciliaris par rapport a
laxe 2, qui est déterminé par les caractéres : mésoérythriol, inositol acidifiant et
alcalinisant, rhamnose alcalinisant et fructose acidifiant et alcalinisant. En effet, le
comportement des souches est différent vis a vis de ces substrats, suivant qu’il appartient
au groupe piégeage ou issue de prospection, exemple du mésoérythriol, qui est
relativement bien utilisé par les souches piégeage, tandis que la plupart des souches
prospection ne peuvent pas croitre en sa présence. De méme pour la nature des rejets
cellulaires lors de l'utilisation de l'inositol, ils sont en ce qui concerne M. muricoleptis et
granadensis, a trois souches prés acidifiantes, alors que pour M. intertexta et ciliaris la
tendance est plus vers une alcalinisation du milieu (61% des souches).

Le dendrogramme se subdivise en deux branches a un ccefficient de similarité égale
a 0.68, la branche (A), constituée de souches indifferemment des quatre espéces
étudiées, et de la branche B subdivisée en deux phénons (Fig. 8) :

-Le phénon B1 constitué uniqguement de souches appartenant a M intertexta et
ciliaris, alors que le phénon B2 est constitué exclusivement de souches de M. muricoleptis
et M. granadensis
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3.3.6. Métabolisation des sources d’azote

Pratiquement, tous les substrats azotés testés sont métabolisés par nos souches (Tab.
10), le taux d’utilisation ne différe pas des tests faits par Chen et al. (2001), Kishinevsky et
al. (2003) et Safronova et al. (2004), que la source soit de nature minérale ou organique.

Tab. 10 : Métabolisation des sources d’azote par les souches testées
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Pourcentage |Prolidy cDmitAine| Phe nylistai@relintc | LysiNHAKNO2UreadKNOBNH4NO3

glutamique aspartiqu

4]

prospection |83 |56 |97 |83 |100/97 |78 |72 |72 |83 |83 89 |89 |97

M intertexta |73 |47 |[100/73 |100/93 |67 |53 |60 |80 |80 |87 |93 |93

M ciliaris 90 |62 |95 |90 [100/100 |86 |86 |81 |86 |86 |90 |86 100
piégeage 81 /91 /83 |87 |(100/85 |67 |100 |89 |94 |85 |74 |67 |93
M 90 97 83 |87 |100/87 |77 |100 |83 |93 |77 |73 |73 |93
granadensis

M muricoleptis| 71 |83 |83 |88 |100{83 |54 |100 |96 |96 |96 |75 58 |92
TOTAL 82 |77 |89 |86 [(100/90 |71 |89 |82 |90 |84 |80 |76 |94
S fredii 1 /1 |1 |1 1 |1 1 1 1 11 1 1 |1 1
S meliloti 1 11 1 |1 1 |1 1 1 1 11 1 1 1 1
S medicae 1 1 |1 |1 0 |1 1 1 1 11 1 1 |1 1

3.3.6.1. Sources d’azote Organiques

Pour 'ensemble des souches, le taux d’utilisation de ces substrats varie de 71 a 100%,
l'acide aminé (AA) qui est utilisé par toutes les souches sans exception, est le
phenylalanine, et la source la moins utilisée est la choline.

Les souches issues de prospection semblent avoir des difficultés a utiliser certains
AA, exemple de la glycine qui est utilisée par 77% des souches, mais 44% de souches
prospection ne l'utilisent pas contre 9% seulement des souches issues de piégeage. De
méme pour I'’Ac aspartique qui est relativement mal utilisé par ces souches, on constate
que toutes les souches de M. granadensis et M. muricoleptis le métabolisent, alors que le
taux d’utilisation de ce substrat pour les deux autres espéces (M. ciliaris, M. intertexta),
est de 72%.

Au sein méme de ce dernier groupe, M. intertexta semble avoir plus de difficulté a
croitre en présence de substrats azotés simples.

En effet, sauf pour I'ornithine, I'histidine et la phénylalanine, M. intertexta a le taux de
métabolisation le plus faible des quatre espéces.

3.3.6.2. Sources d’azote minérales

Les sources d’azote minérales sont bien utilisées par nos souches. 76 a 94% des
souches les emploient; les souches issues de piégeage semblent avoir plus de difficulté a
métaboliser I'urée et le KNO, car ils ne sont utilisés que par74% et 65% d’entre elles
respectivement, et les souches de M. granadensis moins que M. muricoleptis.

3.3.6.3. ACP Source d’azote

L’ACP confirme les résultats obtenus ci-dessus ; le plan 1-2 (Fig. 9), qui fournit 38% de
I'information, oppose les souches associées au groupe M. ciliaris M. intertexta aux autres
souches, extrait de M. granadensis et M. muricoleptis, les deux groupes forment des
nuages assez homogénes mais relativement épars. C’est 'axe 2 qui nous permet de
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mettre en évidence les différences entre les deux groupes de souches, qui ont un
comportement différent par rapport aux caractéres qui y contribuent ; ces caractéres sont :
la capacité a utiliser la glycine, I'ornitine, I'Ac glutamique, I'Ac aspartique, l'urée et le

; ce sont ces caractéres qui,

KNO2.

L’axe 1 représente la capacité des souches a métaboliser la proline, I'Ac glutamique,
I'histidine, la choline, la lysine, l'urée, le KNO, et le NH ,NO
au sein des deux groupes, induisent une variabilité importante, non seulement au niveau

inter groupes mais aussi entre les souches elles mémes.
ACFP source d'Azate axel i axed

meétabolisation des sources d’azote

0z
- - *
. - p B -._l
- 0 * W, - '
Yo e . "
II --I "-..\...l\. = ) -
[ '\ RL
; e A u
|I bl I\I\'\'.
[ L) -
Lo ; .
W e N
I.' I'll ."'\-x -I..
' \ o L s  Ilzeda
v ) '._I n o N FHITE:
l.' = ' o] PR .'. E RUT I
1 .' |H\ 1 I, 1 1 ! .:' _'I 1 1 m
4 T cr a7 nnhm I'_E* S n A G
.'—-"' - i) s .
k - ;
" Ay ;
b - -
- -, 8T
.._--' 1
| «-*. R
Bl
l.. .
— 1
. 1
'.I - 1
(il —_— P ' I||
- 1
SRR
A3 ’
Fig. 9 : axe1 X axe2 de 'ACP basée sur le comportement des souches vis a vis de la

La souche DZ 21.1.1 confirme son individualité par rapport aux autres souches en
sedistinguant a 48% de similitude, le reste des souches se repartissent en deux groupes,

le groupe (A) constitué exclusivement de souches issues de piégeage, et le cluster (B),
qui ce compose de la majorité des souches étudiées, et qui montre différents niveaux de
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variabilité, le phénon est en escalier, les souches DZ20.1. et DZ21.1.1 et 3 figurent parmi
les souches les plus hétérogénes, a partir du sous cluster (C) (a 82% de similitude), qui
inclu nos souches de référence, on retrouve des phénons qui ont le méme comportement
par rapports aux caractéres étudiés, et indifferemment que les souches soient issues de
prospection ou de piégeage.

3.3.7. Agents antibactériens

3.3.7.1. Antibiotiques

Tab 11 : Effet des Agents antibactériens sur la croissance des souches (%)

Agent ChloraAmpipériftamgmihioy obibéire foijlerdapdirs® érdcileaciliSpyrarficlfemide anZeBeavigC
antibactérien

M intertexta 40 |60 |47 |27 |60 |67 |47 47 |60 |60 |60 |47 |93 100

M ciliaris 43 |76 |76 |43 |71 86 |71 62 |90 100 |100 |96 |95 100

prospection 42 |69 |64 |36 |67 |78 61 56 |78 83 |83 |75 |94 100

M granadensis |77 |77 |73 |77 |87 |80 |97 |80 |73 100 [100 |90 |97 100

M muricoleptis |33 |42 |63 |63 |83 |79 |83 |83 |58 |100 |100 100 |67 100

piégeage 57 |61 69 |70 |85 |80 |91 81 67 100 |100 |94 |83 100
TOTAL 51 64 |67 |57 |78 79 |79 |71 71 93 |93 |87 |88 100
S fredii 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
S meliloti 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
S medicae 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Les souches étudiées montrent une assez bonne résistance aux antibiotiques, le
moin toléré étant le chloramphénicol. Le pourcentage de souches qui se développent en
sa présence est de 51%, mais parmi les souches étudiées, celles piégées par M.
granadensis montrent un meilleur niveau de résistance qui est de 77%, alors que pour les
3 autres espéces, il ne dépasse pas 43% (Tab. 11).
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Fig. 10 : Phénogramme basé sur le comportement des souches vis a vis de la
meétabolisation des sources d’azote

Par contre les deux antibiotiques avec lesquels la plupart des souches
s’accommodent sont la Spiramycine et les sulfamides (93%) ; le profil montre une
corrélation parfaite entre ces deux agents, les mémes souches sont résistantes aux deux
antibiotiques.

La comparaison des deux groupes de souches, prospection et piégeage, donne un
avantage a ce dernier, sauf pour 'ampicilline et I'oxaciline ou les souches de prospection
ont un léger avantage ; les souches piégeage se comportent mieux.

L’exemple de la novobiocine, ou 70% de souches de piégeage se sont développées
en sa présence alors que pour les souches de prospection 64% d’entre elles ont été
inhibées ; au sein de ce groupe méme, les souches de M. ciliaris montrent une plus
grande résistance que celles de M. intertexta, par rapport a tous les antibiotiques testés.

La majorité des auteurs considérent que I'antibiogramme est, en ce qui concerne les
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caractéres phénotypiques, l'outil le plus fin pour la caractérisation des souches
bactériennes (Sajnaga et al 2001 ; 1989; Novikova et al., 1994; Xavier et al. 1998 ; Chen
et al. 1988 ; Chen et al. 2001 ; Chen et al 2002 ;Castro et al 2000 ;Maatallah et al 2002a ;
Maatallah et al 2002b ; Hungria et al.,2001; Frioni et al.,2001; Safronova et al., 2004), ceci
est dO a leur potentiel intrinséque a synthétiser ces éléments dits complexes.

3.3.7.2. ACP Antibiotiques

L’antibiogramme suggére une variabilité importante, autant inter qu’intra spécifique ; TACP
confirme cette tendance, le plan 1-2 qui somme 47% sur 56% du pouvoir discriminant
des trois axes, montre une désagrégation des groupes de souches, certes celles
extraites de M. granadensis et M. muricoleptis restent regroupées, mais elles se
disloquent par rapport aux autres types de caractéres étudiés, et ne montrent pas de
distinction nette, par rapport aux souches des autres especes.

Le phénogramme montre aussi la tendance de distinguer des souches isolées des
populations du site 21 de M. intertexta (Fig. 12), considérées comme particulieéres par
Abdelguerfi-Laouar (2005), celles-ci se positionnent sur un cluster de deuxiéme niveau a
0.1 de similarité ; les souches de la population 20 montrent une plus grande diversité, car
deux d’entre elles se situent sur un cluster de 1~ niveau a 0.05 de similarité, par rapport
aux autres souches.
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Fig. 12 : Phénogramme basé sur le comportement des souches vis a vis des antibiotiques

3.3.8. Résistance aux métaux lourds

Nos souches se sont bien comportées en présence des 4 éléments testés, a savoir le
ZnSO4, MgCl,,, CuSO4, MoO3 puisqu’elles ont toutes pu, a quelques souches prés, se
développer, aucune souche n'a eu de difficulté pour croitre sur un milieu contenant du

MgCI2_

Les souches issues de M. muriculoptis sont les souches les moins tolérantes aux
métaux lourds, car seulement 67% des souches ont pu résister au ZnSO ,, et 71% au

CuSO4 alors que pour les autres souches, plus de 80% des souches les tolerent.

Pour le molybdéne, ce sont les souches issues de M. intertexta qui s’en
accommodent le moins.

Ces taux restent tout de méme élevés par rapport aux données de la littérature
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(Buendia-Claveria et al., 1989 ; De Lajudie et al., 1994 ; Novikova et al; 1994 ;
Rodriguez-Navarro et al., 1996 ; Chen etal.,1988, 2002 ; Maéatallah et al., 2002a, 2002b)

3.3.8. Aptitude a solubiliser les phosphates

L’activité phosphatasique est une caractéristique trés appréciable chez les rhizobia et
constitue un nouveau critere de sélection a intérét agronomique, trés recherché, en plus
de la fixation azotée. Contrairement a Sajnaga et al. (2001) qui trouve qu’'une faible
proportion des souches isolées de Sarothamnus scoparius ont une activité
phosphatasique, la majorité de nos souches possédent cette faculté (Tab. 12).

Tab. 12 : Aptitude a solubiliser les phosphates des souches tester

TOTAlLocal | intertexdtiaris endémigmmasa dausisb%ptis %local%interféxitiartbend Syhigmas delan
TOTAL
PHOSPHATASE |79 |34 15 19 |45 |25 |20 |88 |94 100 |90 |83 |83 |83

Toutes les souches extraites de M. intertexta ont cette capacité, et 90% des souches
de M. ciliaris sont phosphatases positives.

Chez M. granadensis et M. muricoleptis le nombre de souches intéressantes est
relativement moins important que chez le premier groupe, mais tout aussi appréciable, car
83% d’entre elles possedent cette caractéristique.

Il n’a malheureusement pas été possible de comparer cette prévalence avec celles
rapportées par d’autres auteurs car si on s’entend pour considérer les Rhizobia comme
les BSP parmi les plus intéressantes, nous n’avons pas trouvé de documentation relative
a la prévalence de l'activité phosphatasique chez ce groupe bactérien.

Cette prévalence élevée de l'activité phosphatasique chez les souches mises a notre
disposition laisse indiquer que les Rhizobia, en raison de leur importance dans la
rhizosphére des l[égumineuses et des non-légumineuses joueraient un réle important dans
la minéralisation du phosphore. C’est pour cette raison que de nombreuses équipes
envisagent leur utilisation en tant qu’inoculant pour améliorer la nutrition en phosphore
des plantes cultivées et réduire le recours aux engrais phosphatés dispendieux et
polluants. Dans le cas précis des légumineuses, cette inoculation pourra avoir deux
bénéfices, en ce sens que la souche inoculée améliorerait en méme temps la nutrition
azotée par fixation d’azote et la nutrition phosphore par la minéralisation des phosphates
organiques. Ceci est d’autant plus intéressant que le phosphore est I'élément nutritif qui
limite le plus 'ampleur de la fixation d’azote par les Iégumineuses (Hoffmann, 1968 ; Deng
et al., 1998).

3.4.Analyse générale
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L’étude comparative des souches traitées, par rapport a toutes les variables en méme
temps, montre la trés grande diversité des caractéres étudiés. lls ne permettent pas de
disloquer les souches de références, mais leur hiérarchie reste semblable aux études
faites par Chen et al.(2000), Zakhia et al(2001), Young et al. (2001) etAbou
Ndiaye(2002), utilisant différentes méthodes telle que [I'électrophorése des protéines
totales sur gel de polyacrylamide-SDS (SDS-PAGE), I'étude du géne 16S ARN et
I'hybridation ADN-ADN.

A une distance de 0,62, le dendrogramme nous permet de séparer 2 groupes
distincts (Fig. 13) :

- Le premier cluster se compose de six souches provenant des populations de M.
intertexta de site 21 et 20, ces souches sont trés proches de par leurs caractéres et étage
bioclimatique. Les souches DZ20.1, 2 et 3 ont été extraites a partir d’'une population
considérée par Abdelguerfi-Laouar (2005) comme particuliere, a cause de ces
caractéristiques symbiotiques différentes, car parmi toutes celles de la section de
Intertextae testées par Abdelguerfi-Laouar (2005), elles seules étaient capable de noduler
et de fixer 'azote, en présence de M. meliloti ;

- Le second cluster, qui est constitué par la plupart des souches étudiées, et qui
englobe le phénon constitué par les souches de références, nous montre la grande
variabilité qui existe entre elles, n’'empéche qu’a des distances de similitudes relativement
moyennes (entre 0.68 et 0,80) on retrouve des agglomérations de souches, dont le
caractére distinctif direct est la plante héte d’origine.

Le groupe A, qui se sépare du B a 0,65 de similitude, est constitué de trois souches
hétérogénes. Le groupe B est formé par plusieurs phénons : le phénon B1 qui, a trois
souches prés, est constitué de souches isolées de M. muriculoptis, se sépare du B2 a
0.68 de similitude, ce dernier nous donne des sous-clusters plus ou moins homogénes ; le
D1 et le E2 sont essentiellement des souches issues de M. granadensis, ce dernier
phénon regroupe les souches de références étudiées, en plus du groupe C qui inclu
autant de souches de M. intertexta que de M. ciliaris.

La vue globale du phénogramme nous montre que :

- La spécificité symbiotique de ce groupe de souches ne réside pas qu’au niveau de
la section des Intertextae (Provove 1994; Bena et al., 1998), mais au niveau spécifique.

- Il sous entend aussi le rapprochement qui existe entre ces quatre espéces deux a
deux M. intertexta et M. ciliaris d’un c6té et M. muriculoptis et M. granadensis.

Le plan 1-2 de 'ACP qui fournit 30% de l'information (Fig. 14) confirme les résultats
obtenus ci dessus, par rapport a 'axe 1 (20% sur 39% du pouvoir discriminant des trois
axes) la variabilité intra spécifique s’exprime par une dispersion de toutes les souches sur
un intervalle de dissimilitude de prés de 50%.

Mais par rapport a l'axe 2, les groupes d’espéces sont apparents, les deux groupes
de souches de M intertexta (A) et ciliaris (B) sont proches mais distincts, ceci dit, ils
proviennent de sites et d’étages bioclimatiques différents, contrairement aux souches de
M. muricoleptis et granadensis, qui ont été toutes piégées sur le site de la station INA, ce
qui se traduit par une plus grande compacité du nuage de points, et une homogénéité des
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souches des deux espeéces.

Ensembls des caracteras UPGMA
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Fig. 13 : Phénogramme représentant la distribution des souches associées aux Medicago
du groupe des Intertextae en tenant compte de I'ensemble des caractéres étudiés
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Conclusion Générale

L’étude menée a montré la grande diversité qui existe entre les souches de rhizobia
associées au Medicago de la section des Intertextaea différents niveaux de variabilité, au
niveau de lanalyse de leur sol, de la plante hote et du groupe de plantes hétes
(populations locales ou espéces étrangéres).

Les sols d’origine ont, pour la plupart, un taux de matiére organique relativement
bon,mais faiblement fourni en azote et en phosphore, avec un taux de calcaire variable, et
une faible salinité.

La méthode de conservation en gélose profonde s’est révélée trés efficace, 94.1%
des souches se sont développées, aprés un stockage de deux ans a température
ambiante ; tenant compte de son colt relativement faible et de sa simplicité, elle constitue
une alternative aux autres techniques onéreuses, mais nullement plus efficaces, et surtout
ne nécessitant pas de structures de stockage particuliéres ; on peut minimiser les pertes
en augmentant le nombre de répétitions.

Les souches piégées par M. granadensis et M. muricoleptis se différencient
nettement des souches issues de M. ciliaris et M. intertexta par rapport a différents
caractéres :

- Les souches issues de prospection semblent plus tolérantes a la salinité et aux
différents stress en général, tel que le stress thermique et hydrique, mais ces paramétres
ne semblent pas étre corrélés entre eux, et leurs différences semblent le plus liées a
I'étage bioclimatique dont proviennent la plupart des souches de prospection (semi aride)
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- La différence entre les deux groupes apparait aussi au niveau de l'utilisation des
différents éléments carbonés et azotés, car méme si les souches ne trouvent pas de
difficultés a métaboliser la majorité de ces substrats, la différence par rapport a la nature
des rejets cellulaires, acides ou alcalins, expriment des voies de métabolisation
différentes, qui ont plus tendance a étre acidifiantes pour les souches de piégeage, alors
que pour les souches de prospection la voie alcaline est plus fréquente.

Les souches issues de M. muricoleptis et granadensis ont plus de potentiel a utiliser
différents substrats azotés tel que la glycine et 'A _aspartique que celles des deux autres
espéces, mais en plus les souches de M. intertexta ont de grandes difficultés a utiliser un
grand nombre de substrats simples.

Les agents antibactériens sont considérés comme un moyen efficace d’étude de la
diversité des souches bactériennes, par rapport a ces facteurs, on a constaté une grande
variabilité autant au niveau inter qu’intra spécifique.

Les souches testées ont montré une grande diversité exprimant un potentiel adaptatif
intéressant.

Certes, les modéles de comparaison expérimentaux et bibliographiques utilisés
proviennent de différentes especes cultivées et non de populations spontanées, comme
c’est le cas de nos souches, mais elles présentent, dans I'ensemble, des caractéres de
résistance aux stress physiochimiques nettement supérieurs. Leur grande capacité a
solubiliser les phosphates organiques est un atout supplémentaire chez les
Iégumineuses, pour leur choix dans le cadre du développement d’inoculant a double
intérét agronomique.
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Annexe 1

Milieux de culture

Pour la culture et la conservation a court terme des souches de Rhizobium, nous
avons utilisé le milieu Tryptone Yeast Extract dont la composition est la suivante :

T et - RPN /|| 4 LT

Ajuster le pH a 7 avec KOH ou HCI N/10 - Stériliser a 120°C pendant 20mn
Avant utilisation rajouter 6ml/l de CaCl2 (1M) stérile.

En plus du milieu TY, nous avons utilisé le milieu Yeast Extract Mannitol (YEM)
(Vincent, 1970) qui est un milieu spécifique aux rhizobia.

Composition du milieu YEM
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Ajuster le pH a 7 avec KOH ou HCI N/10 -Stériliser a 120°C pendant 20mn.

Lorsque la version solide ou semi-solide de ce milieu est requise, nous ajoutons a la
composition de base respectivement 15 et 7g d’Agar-Agar. Nous désignerons la version
liquide par “Milieu YEMB” les versions solides par “Milieu YEMA”, dans ce dernier cas le
suffixe -CR (YEMA-CR) indiquera que le milieu est coloré par le rouge Congo.

Milieu de conservation

Le milieu utiliser pour la conservation des souches est le suivant :

G T o L SN 30 W YT

Ce milieu est stérilisé a 120°C pendant 20mn

Annexe 2
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