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Résumé

Résumeé

La symbiose rhizobia-légumineuses est un processus naturel, qui peut avantagée la plante par
I’assimilation d’azote atmosphérique. En Algérie, le pois chiche (Cicer arietinumL.) est une |égumineuse
capable d’éablir une interaction symbiotique avec les rhizobia. Cette interaction est tres spécifique,
impliquant deux genres bactéries. le Mesorhizobium ; qui induit des gros nodules effectifs et le
Snorhizobium qui donne des petits nodules non fixateur d’azote.

L’objectif de notre travail est de faire une synthése bibliographique sur les travaux de recherches relatifs a
ladiversité des bactéries nodulant le pois chiche.

Mots clés. Pois chiche, symbiose, |égumineuses, rhizobia, diversite.

Abstract

The symbiosis rhizobia-legumes are a natural process, which can benefit the plant by the assimilation of
atmospheric nitrogen. In Algeria, chickpea (Cicer arietinum L) is a legume of establishing a symbiotic
interaction with rhizobia. Thisinteraction is very specific, involving two bacterial genus: Mesorhizobium,
which induces large nodules and effective S nor hizobium, which gives small nodules not fixing nitrogen.
The objective of our work is to make a bibliographical synthesis on the research work relating to the
diversity of bacteria nodulating chickpeas.

Key words: Chichpea, symbiosis, legumes, rhizobia, diversity.
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Introduction

I ntroduction

Les légumineuses en symbiose avec les rhizobia sont une priorité pour les politiques de rechercheen
Algérie. En plus du rélequ’elles jouent dans I’agriculture, I’économie et dans les balances alimentaires de
nombreuses population humaines, les légumineuses sont aussi tres importantes écologiquement vu
gu’elles sont responsables pour une partie substantielle dela conversion du flux global de I’azote
aimosphérique en forme fixétel que I’azote ammoniacal qui est a son tour converti en composé
organiques assimilables.Parmi les légumineuses aimentairesle pois chiche (Cicer arietinumL.)
représente un modele intéressant pour I’étude de la fixation symbiotique de I’azote en raison de son
importance économique et sa participation a I’enrichissement du sol en azote.On le retrouve
principalement a I’Ouest du paysdans les wilayas de Ain Témouchent, Tlemcen, Mascara et Sidi

Bel Abbas, ainsi qu’a au niveau de Skikda et Guelma.

L’ association symbiotique rhizobia-pois chiche montre une spécificité de haut degré ou seulement deux
especes de rhizobia (MesorhizobiumCiceriet Mesorhizobiummediterraneum)peuvent former des gros
nodules effectifs (fixateur d’azote)sur les racines du pois chiche (Zakhia et de Lajudie,2001).En outre,
certaines espéces du genre Snorhizobium(Smedicae et Smeliloti) sont capables d’infecter le pois
chichemais en formant des petits nodules inffectifs(Aouani et al.,2001). Pour le bon fonctionnement de
symbioserhizobia-pois chiche, une bonne synergie entre les deux partenaires symbiotiques et les facteurs
édapho-climtiques du milieu est indispensable.ll est donc primordial d’identifier en premier lieu les
rhizobia autochtones nouvellement isolés puis sélectionner ceux qui peuvent survivre et maintenir une
haute performance symbiotique sous les différentes contraintes de I’environnement.

La production végétale et |e rendement sont deux critéres liés au potentiel de la plante,aussi les conditions
environnementales peuvent égalementcontribuer a augmenter cette production (techniques culturales,
apport d’engrais,...). Parmiles éléments qui peuvent contribuer a augmenter la production végétale et le
rendement chez les légumineuses, lamise a profit de la symbiose rhizobia-légumineusea travers I’apport
d’inoculum. Cette technique consiste en I’introduction de bacteries dans le sol, pourfixer I’azote libre de
I’air contenu dans le sol et eventuellement le transférer a laplante héte, augmentant ains a la fois la
production végétale et la teneur du solen matiere organique.Cette technique de I’utilisation d’apport
d’inoculum a contribuer a la mise enplace d’une intense activité de production d’inoculum s’est améliorée
cesdernieres années. A cet effet, on note que la quantité d’inoculum a base de rhizobiaproduite dans le
monde est de I’ordre de 2000 tonnes / année, pourune superficie d’environ 20 millions d’hectares cultivée
par des |égumineuses agraines et fourrageres (Herridge et al., 2002).

L’exploitation de la relation symbiotique légumineuse-rhizobia est devenueactuellement unchamp

d’investigation en terme de :
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Introduction

Souche efficiente.
Support de conservation.
Technologie de production d’inoculum.
L’une des techniques d’exploitation de la fixation symbiotique de I’azoteconsiste a inoculer les
légumineuses avec des rhizobia efficients. Le bénéfice decette inoculation dépend a la fois de la souche
inoculée, de la plante-héte et desconditions environnantes (Aouani et al., 1997).
Dans ce cadre d’étude, I’objectif de notre recherche consiste a :
¢ lIsoler, purifier et conserver des souches de rhizobia a partir des nodosités prélevées sur des plants
de pois chiche.
¢+ Etudier I’infectivité des isolats de pois chiche.

< Caractériser lesisolats d’un point de vue cultural, morphologique et physiologique.

]






Synthése bibliographique

1. Symbioserhizobia-légumineuses

Dans leur environnement les organismes vivants sont en interaction permanente les uns avec les autres.
Certaines de ces interactions sont stables dans le temps et ont un impact sur le déroulement de la vie de
I’un ou des deux organismes impliqués. La symbiose entre la famille des |égumineuses et les bactéries
dites rhizobia représente un modéele de mutualisme, c'est- a-dire une interaction a bénéfices réciproques
entre les partenaires. Au cours de cette interaction, le végétal fournit des composés nutritifs ala bactérie,
celle-ci fixe l'azote de I'air et le fournit & son hote (Rave et al., 2000). Cette symbiose, affecte donc
I"agriculture en augmentant la productivité des cultures sans addition d'engrais et par consequent reduit la
pollution (Freiberg et al ., 1997).Grace a ce type de symbiose, une importante économie d'engrais azotés
peut étre réalisée. A titre d'exemple, au Brésil, I'inoculation du soja (Glycine max L.) aux champs fournit
jusqu'a 300 kg N/ha, ce qui entraine des économies d'engrais azotés estimées a 3 milliards de dollars
(Santos et al, 2006).

2. Macro-symbiote: Leslégumineuses

Les légumineuses, caractérisées par un fruit en forme de gousse, sont tres diversifiées, elles font partie de
la famille des Fabaceae (Leguminosae), de I’ordre des Fabales, de la classe des Dicotyledonaeet de la
sous classe des Rosideae. Les légumineuses se classent au troisiéme rang dans la famille des
angiospermes, apres les Asteraceaeet les Orchidacea (Doyle and Luckow, 2003). Représentées par 770
genres et pres de 20 000 especes, les légumineuses se subdivisent en six sous-familles (Azani et al.,
2017). Les Papilionoideae représentent la sous famille la plus diversifiée, comprenant 478 genres et
environ 14 000 especes tropicales et tempérées. Les espéces tropicales (Phaseoloides), de la tribu des
Phaseoleae, comprennent les genres : Cajanus (pois cgjan), Glycine (soja), Phaseolus et Vigna (haricot).
Les especes tempérées (Galegoides) comprennent dans la tribu des (i) Viciae, les genres : Lens (lentille),
Vicia (vesce), Pisum (pois) ; (ii) Trifolieae: Medicago (luzerne), Melilotus (mélilot), Trifolium (tréfle) ;
(i) Cicereae: Cicer (pois chiche) et (iv) Loteae : Lotus (lotier) (Young et al., 2003). Les Papilionoideae
sont principalement des herbacées et plus rarement des arbres et des arbustes, particulierement adaptées
aux conditions méditerranéennes. Les Mimosoideae (77 genres et 3000 especes) et les Caesal pinioideae
(171 genres et 3000 espéces) se composent essentiellement d’arbres et d’arbustes des régions tropicales et
subtropicales (Azani et al., 2017).

A I’exception du genre Parasponiade la famille des Ulmaceae, toutes les plantes aptes a
établir des symbioses fixatrices d’azote avec des bactéries du sol de type rhizobia appartiennent a la
superfamille des Fabaceae. La symbiose fixatrice d’azote conduit a la formation de nodosités au niveau

racinaire et exceptionnellement au niveau caulinaire. C’est au sein de ces nodosités que le rhizobium,

)
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différencié en bactéroides, trouve les conditions physiologiques nécessaires a la fixation d’azote
atmosphérique. Lors de la symbiose rhizobia-légumineuse, la plante fournit les substrats carbonés aux
bactéroides présents dans les nodules, en échange de sources azotées rendues assimilables par le

partenaire bactérien (Graham, 2003).

La nodulation des |égumineuses par les rhizobia est un phénomene tres fréguent. En effet, parmi les 20%
de légumineuses étudiées, 97% des especes de la sous-famille des Papilionoideae (pois, haricot, féve,
lentille, etc.), 90% de la sous-famille des Mimosoideae34 (robinier, glycine, acacia, etc.) et 30% de la
sous-famille des Caesalpinioideae (flamboyant, barbade, séné d’Alexandrie, etc.) sont nodulées (Doyle
and Luckow, 2003).

2.1. Pois chiche (Cicer arietinum L.)
—>Origineet historique

Le pois-chiche (Cicer arietinum L.) est connu depuis la haute antiquité dans |le bassin méditerranéen, dans
le Sud — Est de I’Asie et en Inde. Il est classé parmi les premieres légumineuses a graines domestiquées
par I’homme (Van DerMaesen, 1987). Le pois chiche est originaire du Moyen-Orient, plus précisément
du sud-est de la Turquie et de la Syrie (Saxena, 1984). Au cours de sa domestication, le pois chiche
semble avoir connu plusieurs centres de diversification, dont le plus ancien serait le plateau Anatolien. Il
s’est rapidement disséminé dans le monde pour devenir une culture importante des environnements
subtropicaux et méditerranéens (Muehlbauer et Rajesh, 2008).

En Algérie, le pois chiche a toujours occupé la deuxiéme place aprés la féve, sa culture est située dans
I’Est a Skikda, Guelma (zone littorale et sub-littorale) et Mila (plaines intérieures). Dans I’Ouest du pays,
elle est cultivée principalement a Tlemcen et a Sidi Bel Abbes (Hamadache, 2000).

- Classification et taxonomie de pois chiche

Le pois chiche est une plante de la famille des Fabacae comportant plus de 700 genres et 1800 especes
(Polhill et Raven, 1981). Le genre Cicer, comptant 44 especes (Y adavet al.,2007), 9 especes annuelles et
35 espéces pérennes. Ces especes sont divisees en 04 sections : Monaocicer, Chamaecicer, Polyciceret
Acanthocicer (Valcilovaet al., 2002).

Sur le plan botanique, il est décrit comme une plante herbacée annuelle, dressée ou rampante couverte de
poils glanduleux. Sa germination est du type hypogé (les cotylédons restent souterrains). Ses racines
peuvent atteindre un metre de profondeur, mais la plupart d’entre-elles se trouvent dans les premiers

centimétres (Duke, 1981). Sa tige anguleuse a une hauteur de 0.20 a 1 metre. Ses feuilles se composent
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de 7 a 17 folioles ovales et dentées. Ces fleurs peuvent étre blanches, bleues ou violettes, solitaires et

pédoncul ées. Les gousses sont renflées avec 1 a 2 graines presque rondes. Le poids de 1000 grains varie

de 200 a 600 grammes.

Selon Crété (1965), la position systématique du pois chiche se présente comme suit
Regne: Végéta

Embranchement: Phanérogames (Spermaphytes)
Sous embranchement : Angiospermes

Classe: Dicotylédones

Sous classe : Diaypétales

Ordre: Légumineux (Fabales)

Famille : Légumineuses (Fabacées)

Sous famille : Papilionacées

Tribu : Viciées

Genre: Cicer

Espece: Cicer arietinum L.
->Typesde pois chiche

Deux types de pois chiche sont cultivés : Kabuli ou "macrosperma» et Desi ou "microsperma» (T oker,
2014) (Fig. 1). Ladistinction se fait sur labase de lataille et de la coloration des graines, des fleurs et des
plantes. Des différences significatives existent dans I’épaisseur du tégument externe de la graine entre les

types desi et kabuli. Ce dernier a une couche de graisse beaucoup plus mince (Wood et al.,2011).

Figure 1: Pois chiche de type Desi, a gauche, et Kabuli adroite
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Type Kabuli

Il est appelé aussi Garbanzo, caractérisé par un feuillage dont la couleur varie du vert clair au vert foncé
et une floraison blanchétre. Il a un port érigé ou semi-érigé qui permet la mécanisation de la récolte.
Genéralement, la hauteur de la plante varie de 30 a 90 cm. En cas d’un sol fertile et profond et d’une
alimentation hydrique suffisante, elle peut dépasser 1m. Les grains sont de couleur creme, couverts d’un
tégument mince. Le type Kabuli se subdivise en deux sous-groupes ; le gros Kabuli dont les grains ont un
diametre de 8 a9 mm et un poids de mille grains variant de 410 4490 g et le petit Kabuli dont les grains
sont caractérisés par une forme plus réguliére, un diametre de I’ordre de 7 mm et un poids de mille grains

de 265 g environ.
Type Desi

Il est caractérisé par un feuillage dont la couleur tend du vert violacé au glauque et une floraison violacée.
[l 'aun port retombant et un aspect touffu. Les grains sont de plus petite6 taille, de forme irréguliére et a
surface ridée couverte d’un tégument épais de couleur foncée qui varie du marron au noir. Le poids de
1000 grains varie de 100 a130 g. Il existe un troisiéme type intermédiaire appelé Gulabi, il a été identifié
par ses grains lisses de couleur claire, ressemblent a celle du pois avec un bec (Wery, 1986).

—>Production du pois chiche
Dansle monde

Le pois chiche est I’'une des plus importantes légumineuses a graines dans le monde, il occupe la
troisieme position (FAO, 2015). D’aprés I’AAC (2006), entre 1998 et 2006, le rendement moyen en
graines du pois chiche est de 800 kg ha. Le continent Asiatique est le plus important producteur de pois
chiche avec un taux de 91% (Upadhyaya et al., 2001). Par ailleurs, les plus grands pays producteurs de

cette espece sont : I’Inde, la Turquie, le Pakistan, I’ Australie, le Canada, le Mexique, I’lran et I’Ethiopie.

Les plus grands pays exportateurs de pois chiche sont : I’ Australie, le Mexique, la Turquie, le Canada, les
Etats-Unis et I’lran ; alors que les plus importants pays importateurs sont : I’Espagne, I’Algérie, le
Bangladesh, I’Italie, I’ Arabie saoudite, la Jordanie, la Tunisie et le Royaume-Uni. Le tableau 1 présent la
production du pois chiche pour les plus grands producteurs dans le monde, ainsi que la production
mondiale durant la période 2010-2014.

-
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Tableaul:Production du pois chiche dans le monde

Pays Production (Tonnes)
2010 2011 2012 2013 2014
Inde 7480000 8220000 7700000 8832500 9880000

Pakistan 61500 496000 291000 751000 750,000

Turquie 230634 487477 518000 306000 450,000

Australie 602000 513338 673371 813300 817,200

Myanmar 441493 473102 500000 450000 492,300

Ethiopie 322839 400208 409733 249465 458,682
Iran 267768 290243 315000 295000 275,310
Mexique 131855 72143 271894 200941 171,665
Canada 128300 90800 161400 169400 123,000
Syrie 42928 20052 33013 57500

Monde 11064328 | 11750103 11613037 | 13102023 13623695

(FAO 5TAT, 2013).

En Algérie

Le pois chiche est, en Algérie, la seconde Iégumineuse aimentaire produite apres les feves (MADR,
2015). Sa culture a connu, durant la décennie 1980-90 une certaine évolution progressive sur le plan des
superficies et de la consommation et une évolution régressive en terme de productivité. Les causes de la
faiblesse de la productivité du pois chiche en Algérie sont souvent d’ordres agro-techniques liés aux
conditions de semis (période, modes de semis, qualité de la semence) et a I’infestation par les adventices.

Le tableau 2 présente la production du pois chiche pour les 5 wilayas les plus productives ainsi que la

production total en Algérie
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Tableau 2: Production du pois chiche en Algérie durant |a période 2010-2014.

année Wilaya Superficie (ha) | Production (qx) | Rendement
(gx/ha)
2010 A TEMOUCHENT | 6120 58300 9.5
TLEMCEN 5228 42000 8.0
MASCARA 3200 30070 94
SKIKDA 1048 16500 15.7
CHLEF 1655 15885 9.7
TOTAL ALGERIE | 25525 234737 9.2
2011 ATEMOUCHENT | 6795 57575 8.5
TLEMCEN 5319 40000 7.5
MASCARA 2700 22530 8.3
GUELMA 1696 19741 11.6
S.B.ABBES 1429 16347 11.4
TOTAL ALGERIE | 27734 240512 8.7
2012 ATEMOUCHENT | 8,080 66,280 8.2
TLEMCEN 5,620 39,100 7.0
MASCARA 2,460 24 450 9.9
GUELMA 2,163 23,546 10.9
MOSTAGANEM 2,039 21810 10.7
TOTAL ALGERIE | 30,562 276,750 9.1
2013 TLEMCEN 5,350 73,000 13.6
ATEMOUCHENT | 6,195 66,270 10.7
GUELMA 2214 29,947 13.5
MOSTAGANEM 2,340 27,291 11.7
CHLEF 1,852 22,530 12.2
TOTAL ALGERIE | 29,320 349,802 11.9
2014 TLEMCEN 7,000 73,500 10.5
A TEMOUCHENT | 6,490 56,526 8.7
GUELMA 2,430 31,940 13.1
MASCARA 2,640 31,700 12.0
MOSTAGANEM 2,500 28,792 11.5
TOTAL ALGERIE | 33,295 351,178 10.5

(MADR, 2015).

3. Micro-symbiote: Lesrhizobia

3.1. Taxonomie desrhizobia

Les rhizobia sont des bactéries fixatrices d'azote qui forment des nodosités radiculaires sur les plantes
légumineuses .Ce sont des bétonnets (Fig.2), a Gram négatif, aérobies, non sporulés (Jordan, 1984). Ces
symbiotes des légumineuses appartiennent a deux sous-classes phylogénétiques distinctes: les a et -
protéobactéries. Plus de 100 especes regroupees en 13 genres : (i) 11 appartenant a la sous-classe o-
Protéobactéries et comprenant les genres. Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer actuellement
Snorhizobium, Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Microvirga, Azorhizobium, Ocrhobactrum,

Methylobacterium, Devosiaet Shinella. (ii) Deux genres appartenant a la sous-classe - Proteobactéries,
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I'ordre des Burkholderialesdont Burkholderia et Cupriavidus anciennement Ralstonia (Veldzquez et al.,
2017).

Les premiéres classifications des rhizobia étaient basées sur des tests d'inoculations croisées entre
rhizobia et leurs plantes hotes (Fred et al., 1933). Ensuite, la validité de la classification a été orientée
vers la taxonomie polyphasique moderne qui a conduit a la description claire et vaste de hombreux
microorganismes (Willems et Collins, 1993). Celle-ci fait intervenir les méthodes comparatives telles
que la sérologie, le coefficient de Chargaff, I’hybridation ARN / ADN ou ADN / ADN, le séquencage de
I’ADN ribosomique 16S, I’analyse des plasmides etc.... en plus des différentes analyses phénotypique et
biochimique afin d’identifier des bactéries symbiotiques (Veldzquez et al., 2017).

Figure 2 : Rhizobium leguminasarum sous microscope électronique

3.2. Classification desrhizobia

La classification des rhizobia subi des changements perpétuels en raison du rattachement de plusieurs
nouveaux genres et espéces a ce groupe bactérien (Wang et al., 1999). En effet, s la classification
polyphasique a permis de mettre en évidence de nombreuses espéces de rhizobia associées aussi bien aux

plantes |égumineuses ou non légumineuses (Dioufetal .,2000).

Cependant, la caractérisation génotypique de cette classification est considérée comme un obstacle pour
la description de nouvelles especes (Coenyeet al., 2005). D’ou I’intérét pour d’autres parametres tels que
les génes de ménage (Wertzet al., 2003). Ces derniers comportant des séquences conservées, dont
certaines seront ensuite utilisées par MLSA (multi locus séquence analysis pour analyse de séquence
multi locus) pour construire des arbres phylogénétiques a partir desquelles la phylogénie est déterminée
(Glaeser et Kampfer, 2015).

.
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3.2.1. Classe des a- Proteobacteria
->Genre Rhizobium

Pendant longtemps, ce genre regroupait tous les rhizobia. Certaines especes ont ensuite été rattachées a de
nouveaux  genres  suite  aux  anayses  phylogénétiques. Les membres de ce
genre sont de courts batonnets, de 0.5 a 0.9 um de large et de 1.2 a 3 ym de long, souvent avec une zone
incolore en raison de la présence de cristaux du polymére B-hydroxybutyrate (PHB). Ces bactéries ne
forment pas d'endospores mais sont mobiles avec des flagelles polaires ou péritriches (4 a 6), aérobies,

chimio-organotrophes (de Lajudie et al., 1994).

Au cours des derniéres décennies, on a assisté a une croissance vertigineuse d’identification d’espéces
affiliées a ce genre : Rhizobium tropici, Rhizobium etli, Rhizobium gallicum, Rhizobium giardinii,
Rhizobium hainane, Rhizobium mongolense, Rhizobium undicola, Rhizobium huautlense, Rhizobium

dagjeonense, et Rhizobium lusitanum.

Au cours d'une éude de Garcia-Fraile et al. (2007), deux souches ont été isolées a partir de Populus
alba, ayant la capacité d’hydrolyser les polysaccharides, la caractérisation de ces deux souches confirme
gu’elles appartenaient a une nouvelle espéce, pour laguelle le nom de R. cellulosilyticumsp.est proposé.
Cependant, et suite a la taxonomie polyphasique quelques changement de nomenclatureont éte relevés.
C’est ainsi que certaines sous espéces de Rhizobium leguminosarum sont actuellement rattachés a R.
trifoliet R. pisi (Ramirez-Bahenaet al., 2008).

Plusieurs éudes menées en chine ont mis en évidence de nouvelles especes (Gu et al.2008) ont isolés
dix-sept souches de la plante lespédéza, désormais appelé R. miluonensesp. Treize autres nouvelles
souches identifiées comme une seule espece ont été isolées a partir de trois différentes especes de
légumineuses des genres Albizia, Kummerowiaet Dalbergia ; ou le nom R. mesosinicumsp. est donné a
cette nouvelle espéce (Lin et al., 2009). D’autre part, Ren et al. (2011) utilisant une approche
polyphasique des anayses phylogénétiques, incluant I'analyse (RFLP-PCR), |'espaceur intergénique 16S-
23S, les tests phénotypiques et physiologiques, les comparaisons de genes et profils d'acides gras
cellulaires; ont mis en évidence une nouvelle espece isolée de nombreuses légumineuses, pour laquelleils

ont proposé le nom de R. vignaesp.
- Genre Mesorhizobium

Ce genre a été décrit pour la premiere fois par Jarvis et al. (1997). Plusieurs especes de rhizobia ont été
transférées a ce genre. Ce sont des bactéries mobiles par un flagelle polaire ou subpolaire, assimilant le

glucose, le rhamnose et |e saccharose avec production d'acides (de Lajudie et al ; 1998).




Synthése bibliographique

Ce genre comprenant les espéces a croissance intermédiaire comprend actuellement 21 especes. Parmi les
mesorhizobia, citons d’abord ceux portant anciennement la nomenclature Rhizobium: c’est le cas de M.
loti, M. huakuii, M.ciceri , M. mediterraneum, M tianshanense ; et ceux identifiés apres la description du

genre: M. tianshanense , M. plurifarium, M. amorphae, M. muleiense, M. tamadayense et M. gingshengii.

La distribution subtropicale, l'origine de I'hnéte, les profils PCR-RFLP des genes de I'ARNr
16S, le profil des acides gras ont été utilisés comme caractéristiques distinctives d’un nouveau groupe de
Mesor hizobium associé a Albiziakalkora qui est donc proposé comme une nouvelle espéece, M. albiziae
sp. (Wang et al., 2007).

Plus tard, Han et al.(2008) ont caractérisé par une approche polyphasique, vingt-quatre souches de
Mesor hizobium isolées des sols de Xinjiang en Chine, regroupées en trois clusters qui se distinguent par
le polymorphisme de la longueur du fragment de restriction de I’espace inter génique (IGS-RFLP),
correspondant aux espéces génomiques V, VI et VII. L’espece génomique VII était définie comme M.
septentrionale et les deux autres especes sont M. gobiense sp. Représenté par I’espéce génomique V et M.
tarimense sp. Représenté par I’espece génomique V1. Une approche taxonomique polyphasique a aussi
été utilisée pour caractériser 31 isolats de Rhizobium obtenus a partir d'Anthyllis vulnerariaen France. Ces
isolats représentaient une nouvelle espéce du genre Mesorhizobium, pour laquelle le nom de M.
metallidurans sp est donné (Vidal et al., 2009).

A partir de nodules de Caraganabicolor et de Caraganaerinacea, (Lu et al., 2009) avaient isolé cing
souches qui ont été rattachés au genre Mesor hizobium par méthodes polyphasiques, pour lesquellesils ont
proposé le nom M.shangrilense sp. De méme et d’une autre plante d’Alhagi sparsifolia (Chen et al.,
2010) ont isolé et identifié onze souches pour lesquelles le nom de M. alhagi sp. Est donné. Par contre,
ces mémes auteurs ont proposé le nom de M. camelthorni sp. Pour les neuf souches isolées a partir de la
méme plante en 2011 en utilisant des analyses phylogénétiques. Dans une étude de Zhou et al. (2010),
cing souches rhizobiennes formant une nouvelle lignée isolées a partir de nodules de Robinia
pseudoacaciaont été rattachées au méme genre sur la base des méthodes précédemment cités qu’ils ont
nommés M. robiniae sp. Elles se distinguent des especes définies de Mesorhizobium par les profils des
empreintes des sequences intergéniques répétitives des entérobactéries(ERIC). Une bactérie a méme été
isolée dans des sédiments prélevés des eaux océaniques, et qui représente une nouvelle espéce du genre
Mesor hizobium, pour lequel le nom M. sediminum sp. nov. est proposé (Yuan et al., 2016).Récemment,
une nouvelle espece pour laquelle le nom de M. zhangyense sp. est désigné a été isolée a partir d'un
nodule du Thermopsis lancéolé cultivé (Xu et al., 2018). Toutes ces nouvelles souches ont été isolées en
chine.

|
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—->Genre Ensifer (formelement Sinorhizobium)

Le genre Snorhizobium a été décrit par Chen et al. (1988). Des études plus récentes ont montré gue
Snorhizobium et le genre Ensifer décrit par Casida en 1982 appartennaient a un seul taxon (Y oung,
2010). Cependant, le rattachement des espéces de Sinorhizobium au genre Ensifer a fait couler beaucoup
d’encre. Selon Young (2003), Ensifer est le synonyme qui a été proposé en premier, et est donc prioritaire
par rapport a Sinorhizobium. Alors que Willems (2006) ademandé qu’une commission judiciaire tranche
dans cette proposition. Magré une similitude significative entre les génes, et qui soutient la proposition
d’unifier Ensifer et Snorhizobium dans un seul genre ; la proposition préservant les deux genres est
moins pertinente. Et en prenant en considération des opinions exprimeées par la Commission judiciaire, le

nom du genre devrait étre Ensifer, comme il a déja été proposé par Y oung en 2003.

Un test d’analyse de séquence multilocus (MLSA) a été réalisé par Martens et al. (2007) sur des souches
dEnsifer (en plus des espéeces précédemment classe dans le genre Snorhizobium) par phylogénies
voisines (NJ) et une vraisemblance maximum (ML) des genes. Les résultats de cette anal yse confirmerent
gue le potentiel de distinction des espéces d'Ensifer est plus grand en utilisant la MLSA des génes de
ménage que celle des génes ARNr 16S. La commission judiciaire proposa que toutes les especes
précédemment publiées comme Sinorhizobium garderaient cette nomenclature pour éviter la confusion,
alors que toutes les nouvelles espéces non publiées porteraient désormais cette nomenclature

en I’occurrence Ensifer spp. (Young, 2010).

Les cellules du genre Ensifer ont des mensurations similaires a celles de Rhizobium, maobiles par des
flagelles polaires ou péritriches. La croissance optimale de ce genre est comprise entre 25-30°C (a 10-35
°C), un pH de 6 a 8 mais tolere des pH alant de 5 a 10.5, et une concentration de 10 g / | de NaCl
(Young, 2010). Le genre comprend actuellement 17 especes. Parmi ces especes certaines sont identifiées
comme : E. frediiet E. xingianense, E. sahelense, E. kostienseet E. arboris, E.kummerowiae,
E.americanum, et E.medicae. Une autre lignée d'Ensifer nodulant la légumineuse américaine Acacia
angustissimaau Mexique a laquelle le nom d’Ensifer mexicanussp. a été attribué. En utilisant des tests
phénotypiques, I’analyse phylogénétique, et I’hybridation ADN-ADN, il est apparu que cette lignée est
apparentée aI'Ensifer terangaed’origine Africaine (L loretet al., 2007).

Merabet et al. (2010) ont analysé six isolats précédemment isolés de Tunisie par (Zakhia et al. 2004) a
partir d'’Argyrolobium uniflorum, du Lotus creticuset de Medicagosativa ; et trois qu’ils ont isolés du
Lotus arabicus (Sénégal). En plus de I’ARN r 16S, les isolats ont été analyses par MLSA des cing genes
de ménage (rec A, at D, gIn A, gIt A et thr C), le gene nod A et aussi par des tests auxano-graphiques
utilisant la galerie APl 100. Ces deux derniers permettraient la détermination du biovar. Ces analyses ont

démontré gue ces souches constituaient trois groupes A, B et C, tous appartenant au genre Ensifer, ou les
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especes des groupes A et C représentaient deux nouvelles especes du genre en I’occurrence
Ensifer numidicus sp. nov et Ensifer garamanticus sp. nov.; aors que les espéces du groupe B
appartiennent a Ensifer adhaerens. L'analyse génomique effectuée sur les souches bactériennes isolés des
légumineuses des zones arides et chaudes d'Asi€(Inde), d'Afrique (Maroc) et dAmeérique (Mexique)

appartiennent a une nouvelle espece dont le nom Ensifer aridi est propose (Quéréet al., 2017).
—>Genre Bradyrhizobium

Le genre Bradyrhizobium a été décrit par Jordan en 1982 pour inclure tous les Rhizobia a croissance
lente. Ce sont des bactéries avec un seul flagelle polaire ou subpolaire. Ces bactéries symbiotiques
utilisent de nombreux sucres et acides organiques mais préferent les pentoses avec production de mucus
polysaccharidique. Il comprend actuellement 9 espéces. Ce genre a pendant longtemps inclus une seule
espéce. Bradyrhizobium japonicum regroupant toutes les souches nodulant le soja Glycine max. De
nombreuses souches isolées de nodules de soja ont éé proposés comme Bradyrhizobium : (i) B. elkanii,
(i1) les especes de B. liaoningense et (iii) B. huanghuaihaiense a été définie comme une nouvelle espece
pour regrouper les souches rhizobiennes isolées des nodules de Glycine max L. Une nouvelle espece, B.
yuanmingene, a été isolée du genre Lespedeza. En plus d’une souche de Bradyrhizobium nodulant une

plante sauvage du genre Phaseolus a été signal ée par Parker (2002).

Les autres especes reconnues de ce groupe sont Bradyrhizobium betaedes racines de Beta
vulgaris atteintes de déformations tumorales (Rivas et al.,, 2004), et Bradyrhizobium
canariense des légumineuses génistoides des fles Canaries (Vinuesa et al., 2005). Une étude
polyphasique a été réalisée pour déterminer la taxonomie d’une souche isolée a partir d'Entada
koshunensisau Japon. L'analyse phylogénétique du gene de I'ARNr 16S a montré que la souche
appartenait au genre Bradyrhizobium pour laquelle le nom de B. iriomotense sp. a été proposé (Islam et
al., 2008). Plusieurs souches isolées de la légumineuse Pachy rhizuserosus ont éé caractérisées sur la
base des données génotypiques et phénotypiques, ces nouvelles souches représentent deux nouvelles
especes pour lesquelles les noms de B. pachyrhizi sp. etB. Jicamae sp. ont été attribués (Ramirez-
Bahenaet al., 2009). Plus tard, de nouvelles especes, a savoir B. cytisi de Cytisusvillosus (Chahbourne et
al., 2011), et B. dagingense provenant de Glycine max (Wang et al.,2013) ont été rapporteés.

->Genre Azorhizobium :

Le genre Azorhizobium a été décrit par Dreyfus et al. (1988). 1| comporte actuellement deux especes
(Velazquez et al., 2017). Les membres de ce genre sont les seuls a utiliser les alcools comme source de
carbone et dégradent également les acides et |es acides gras organiques. Leur croissance est intermédiaire
entre les deux genres précédents, avec un temps de génération compris entre 7 et 9 h. Aucun isolat n'est
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dénitrifiant, tolérent jusqu'a 43°C et possédent I’arginine dihydrolase et la lysine décarboxylase. Leurs
particularite est qu’ils sont incapables d’utiliser le mannitol, par contre le lactate donne de bons
rendements de croissance. Mais forment aussi des nodules sur les parties aériennes de Sesbania rostata
(Dreyfuset al.,1988).

->Genre Méhylobactérium

Le genre Methylobacterium a été découvert par Patt et al. (1976), et ne comprend qu'une seule espece de
Rhizobium : Methylobacterium nodulans qui nodule le crotalaria. Ces bactéries sont des chimio-
organotrophes meéthylotrophique facultatifs (Hourcade, 2007). Les bactéries de ce genre sont des
batonnets (0.8-1.0 x 1.0 4 3.0 ym), avec une pigmentation rose typique due ala présence de caroténoides
(van Dien et al., 2003). Elles sont mésophiles et ont des températures optimales de croissance situé entre
25 et 30 °C. Leurs cellules contiennent souvent des inclusions de poly-B-hydroxybutyrate et parfois des
inclusions de polyphosphates (Hour cade, 2007).

->Genre Devosia

Le genre Devosiaa été identifié en 1996 par Nakagawa et al. Et ne comprenait qu'une seule espéce
rhizobienne. En étudiant des isolats en provenance de nodules de la légumineuse aquatique Neptunia
natans poussant en Inde, Rivas et al. (2003) ont isolé des bactéries a croissance rapide. Cette nouvelle
espece a ensuite été nommeée Devosia neptuniae. Mais récemment, sur la base de données
chimiotaxonomiques et des propriétés moléculaires, une autre espéece du genre a été isolée a partir des
racines de Nitraria sibirica au nord-ouest de la Chine, pour laguelle le nom Devosia nitrariasp. est
proposé (Xu et al., 2017).

->Genre Microvirga

Le genre Microvirga contient actuellement trois espéces de rhizobia. Sur la base des données
génotypiques, phénotypiques et de parenté ADN, trois nouvelles espéces de Microvirga ont été isolées et
identifiées. Celles-ci proviennent des nodules des [égumineuses indigénes Listia angolenesis (de Zambie)
et Lupinus texensis (Etats-Unis) dont les noms. Microvirga lupini sp, Microvirga lotononidis sp. Et
Microvirga zambiensis sp. Sont proposés (Ardleyet al., 2012).De méme, dernierement, une souche a été
isolée du sol et qui représente une nouvelle espéce du genre Microvirga, pour laguelle le nom Microvirga
soli sp. Est proposé (Dahal et Kim, 2017).

|
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—>Genres Shinella, Ochrobactrum, et Phyllobacterium

Lin et al. (2008) ont isolé une souche bactérienne a partir de nodosités radiculaires de
Kummerowia stipulacea cultivées en Chine. Cette souche est désormais une nouvelle espece nommé
Shinella kummerowiae sp. Zurdo-Pineiro et al,. (2007) ont isolées deux souches bactériennes a partir de
nodules de Cytisus scoparius en Espagne. Ces souches appartiennent a une nouvelle espéce appelée
Ochrobactrum cytisi sp. alors que le genre Phyllobacterium contient actuellement trois espéces
(Velazquez et al., 2017).

Branches : Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobiun et Allorhizobium
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Figure 3: Arbre phylogénétique des différentes branches des rhizobia, dans la subdivision de a-
Protéobactéries (Sy et al. 2001).
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3.2.2. Classe des [-Proteobacteria
->Genre Burkholderia

Le genre Burkholderia a été proposé par Yabuuchiet al. en 1992. 1l comprend actuellement trente
especes rhizobiennes identifiées alors que dautres sont toujours sous le nom de Burkholderia sp.
(Martins et al..,2015). Les espéces de ce genre peuvent croitre en utilisant comme seule source de
carbone le glucose, le glycérol, I’inositol, le galactose, le sorbitol ou le mannose. Ce sont aussi des
bactéries fixatrices d'azote comme Burkholderia viethamiensis (Gilliset al.,1995) et Burkholderia
Kururiensis (Zhang et al., 2000).

Deux souches rhizobiennes, ont été isolées a partir des racines de Mimosa caesalpiniifolia du Brésil. Sur
la base des similitudes des séquences du géne de I'ARNr 16S, d’une approche polyphasique, comprenant
des hybridations ADN-ADN, éectrophorese en champ pulsé des profils dADN du génome entier,
analyses de protéines entieres, analyse des esters méthyliques d'acides gras et caractérisation biochimique
extensive, la position taxonomique de ces souches; est une nouvelle espece de Burkholderia, nommeé
Burkholderia sabiae sp. nov. (Chen et al., 2008). Utilisant la méme plante pour mettre en évidence de
nouvelles espéces par Martins et al. (2015), en compilant une caractérisation morpho-physiologique,
BOX, ERIC et REP ont pu améliorer la distinction entre les isolats en comparant la séquence ARN r 16S

et ont démontré une préférence des Mimosa pour les Burkholderia diazotrophes.
- Genre Cupriavidus

Cupriavidus anciennement Wautersia ou Ralstonia a été créé en 1995 par Yabuuchi et al. Le genre a subi
récemment plusieurs révisions taxonomiques, dont I’espece Cupriavidus taiwanensis est identifié
(Klonowska et al., 2012). Une classification bactérienne sur la base d'une approche polyphasique a été
réalisée sur trois souches bactériennes isolées en Maaisie. Ces souches sont considérées comme
représentant une nouvelle espece pour laguelle le nom de Cupriavidus malaysiensis sp. est proposé
(Ramachandran et al., 2017).

4. Diversité desrhizobia nodulant le pois chiche

La symbiose pois chiche- rhizobia n'a pas été largement étudiée, ce n’est que dans les années 90 que la
diversité des rhizobia pouvant noduler cette |égumineuse a commence a étre systématiquement étudiée.
Jusqu’a present, peu d’études sont consacrés a ce domaine, elles utilisent des criteres phénotypiques et
moléculaires variés du rhizobium. La caractérisation phénotypique est basée sur des tests biochimiques,
enzymatiques (L'Taief et al., 2007) et sur les profils de résistance aux antibiotiques (Alexandre et

al.,2006). Les approches moléculaires les plus communes comprennent les empreintes digitales RAPD

=
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(randomamplified polymorphic DNA), le séquencage de I'ARNr 16S, les profils palindromiques
extragéniques répétitifs (REP -PCR) (Ben Romdhane et al., 2007) et I’analyse du profil des protéines
totales (Alexandre et al., 2006).

Au début, tout en se basant sur le concept de groupes d’inoculation croisée, les chercheurs ont déduit que
les rhizobiums nodulant le pois chiche formaient un groupe trés spécifique (Gaur et Sen, 1979). Au sein
de ce groupe, une importante hétérogénéité a été cependant détectée par des analyses physiologiques et
moléculaires. Ces contradictions ont mené Nour et al., (1994) aréexaminer une collection de rhizobia de
pois chiche provenant de différentes zones géographiques. Deux especes du méme genre Rhizobium ont
d’abord été identifiées: Rhizobium ciceri et Rhizobium mediterraneum (Nour et al., 1994 ; 1995). Deux
ans plus tard, les études suivies par Jarvis et al., (1997), ont permis d’inclure ces deux espéces dans le
genre Mesor hizobium. Depuis au sein du genre Mesorhizobium, une grande diversité d’especes nodulant
le pois chiche a été mis en évidence. Des isolats liés a d’autres espéces (M.amorphae, M. Loti, M. huakuii,
M. opportunistum, M. muleiense et M. tianshanense) ont été rapportés former des nodules fonctionnels
lors de I'interaction avec les racines de pois chiche (Zhang et al., 2012a).Ce non concordance entre cette
grande diversité trouvée et la restrictivité pour la nodulation connue du pois chiche (Broughton et

Perret, 1999) a mené des chercheurs a examiner des genes symbiotiques.

L'analyse phylogénétique de deux génes de symbiose (nifH et nodC), portant sur 21 isolats portugais, a
révélé qu'ils étaient trés conservés chez les isolats du pois chiche. Ces genes groupent tous les isolats
examinés dans deux clades correspondant a deux especes (M. mediterraneum et M. ciceri),
indépendamment de leurs précédentes affiliations (Laranjo et al., 2008 ). Ceci confirme que le pois
chiche est un héte restrictif pour la nodulation au moins en terme de facteurs Nod produits (Broughton et
Perret, 1999).

Récemment, une autre |égumineuse, Bisserula pelecinus, a é&é montrée comme pouvant étre nodul ée par
des bactéries de I’espéce M. ciceri isolées de nodules de pois chiche; cependant la souche type de M.
ciceri est incapable de noduler cette plante (Nandasena et al., 2007b). Le spectre d’h6te de ces souches
isolées du pois chiche apparait donc comme trés restreint méme si ponctuellement des souches peuvent
s’associer avec d’autres plantes. Malgré ces précédents résultats, le probléme de I’ambigité concernant la
spécificité de la symbiose entre le pois chiche et le rhizobium reste toujours a résoudre. Sans doute les
résultats d’un nombre plus grand d’etudes devraient expliquer cette importante diversité, surtout que cette
derniere a méme dépassé le niveau inter espéce du genre Mesorhizobium. En effet, d'autres espéeces du
genre Ensifer nodulant le pois chiche, ont été détectées dans plusieurs études au sein des nodules de pois
chiche (Ben romdhane et al., 2007).




Synthese bibliographique

5. Lanodulation

Le nodule est un nouvel organe produit par la plante héte au sein duquel les bactéries, différenciées en
bactéroides, fixent I’azote atmosphérique. Pour permettre une activité optimale de la nitrogénase, enzyme
irreversiblement inactive par I’oxygene, la plante maintient les nodules en condition de micro-oxie grace
au parenchyme nodulaire pendant que le |é hémoglobine transporte et tamponne la concentration
d’oxygéne indispensable a la respiration. Les nodules sont mgjoritairement racinaires mais peuvent

parfois étre caulinaires. Uneillustration de ces différents types de nodules est présentée (Figure 4).

Figure4: (a) : Nodulesracinaires(b) : Nodules caulinaires
5.1. Processus de nodulation

L’etablissement de I’association symbiotique, la formation des nodules et la fixation de I’azote sont la
conséquence d’une série d’interactions contrélées par signaux moléculaires entre la plante et son hote
bactérien. L’organogénése des nodosités, depuis I’infection jusqu’au développement, est aujourd’hui

parfaitement bien connue (M adigan et al., 2007).

]
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5.2. Mécanisme dela nodulation
->Mode d’infection

La premiere étape de l'infection consiste a |'attachement des bactéries sur les jeunes poils absorbants au
niveau de la zone susceptible a l'infection. Les bactéries se lient aux poils grace a une proténe
bactérienne appelée rhicadhésine. Des lectines végétales localisées a I'apex des poils sont également
impliquées dans I'adhésion des bactéries. Une fois les bactéries fixées al'apex du poil en croissance, elles
vont induire par I'intermédiaire des facteurs Nod la courbure du poil absorbant en « cross de berger ». Au
niveau de cette cross se développe une structure en forme de tube appelée cordon dinfection qui
progresse jusgu'au cortex interne de laracine. Simultanément ala mise en place de ce cordon, les cellules

du cortex se divisent et forment un primordium nodulaire (Duhoux et Nicole, 2004).

Figure5: Les étapes du mécanisme de nodulation.
—>Développement du nodule et maturation des bactéroides

Une fois toutes les structures en place, les bactéries entrent dans la racine cheminent le long du cordon
dinfection jusqu'au niveau du primordium nodulaire ou elles proliférent rapidement et prennent des
formes plus ou moins globuleuse, boursouflées parfois branchées devenant ainsi des bactéroides. Les

bactéroides sont enfermés dans des vésicules limitées par une membrane dérivant de la cellule végétale
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nommée membrane péribactéroidienne pour former un ensemble nommeé symbiosome (Hopkins et al.,
2003). La prolifération des bactéroides enfermés dans leur membrane et des cellules corticale des racines
produit des excroissances tumoral es appel ées nodul es ou nodosités. Le nombre de nodules et leurs masses
sont controlés par la plante en fonction des conditions environnementales et de son état physiologique
(Duhoux., 2004).

6. I noculation des|égumineuses

6.1. Historique

Il'y a plus de 100 ans que des recherches ont été entreprises en vue d’ameéliorer la croissance des plantes.
Les chercheurs se sont surtout attachés a élucider les questions de I’apport et la disponibilité d’azote et de
phosphate, qui sont les éléments nutritifs les plus indispensables a la croissance des plantes. Les premiers
inoculums, constitués de bactéries telluriques, qui, induits dans les légumineuses, apportaient a celles-ci
de I’azote, ont été commercialisés en 1898. Ces bactéries sont encore utilisées aujourd’hui et font I’objet

d’importants travaux de recherche.
6.2. Moded’action d’un inoculum

Les inoculums peuvent agir de plusieurs maniéres : (a) action directe : les microorganismes infestent les
poils des radicelles des plantes et font gonfler les cellules racinaires, qui forment des nodosités. A
I’intérieur de ces nodosités, les bactéries convertissent I’azote de I’air en une forme que la plante peut
utiliser comme nutriment ; (b) Action indirecte : les inoculums convertissent des formes minérales
dephosphate tellurique et autres éléments nutritifs moins disponibles en des formes immédiatement
disponibles pour les plantes; (c) Protection : les inoculums offrent une protection contre les agents

pathogénes.
6.3. Nécessité d’uneinoculation

L’inoculation des légumineuses est un moyen de s’assurer que la souche de rhizobia la plus adaptée, et en
nombre suffisant, soit présente dans la rhizosphere et permette une nodulation abondante alliée a une
bonne fixation d’azote. Malgré les difficultés qui peuvent survenir pendant I’inoculation des
I[égumineuses, sa pratique est simple. Le but de cette manceuvre est d’assurer une fixation élevée d’azote
(Date, 2000).

=]
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6.4. Sdlection d’une souche derhizobia pour la production d’inoculum

Une séection tres étendue doit étre faite afin d’identifier I’inoculum idéal pour une légumineuse. Les
critéres de séections varient selon le type de sol : acide, acalin, salin, avec des nitrates, riche en matiére

organique, ou contamine avec des métaux lourds (Kannaiyan et al., 2000).
—“>Résistance a la température et tolérance au pH

La température optimale pour la croissance des rhizobiase situe entre 28°C et 31°C, la température
maximale de croissance des rhizobia est entre 32°C et 47°C. Le pH est un facteur limitant la fixation

symbiotique.
>Résistance ala salinité

La nodulation est tres sensible au stress salin ; de ce fait la production d’inoculum capable de donner des
résultats doit passer par la sélection de souches tolérantes au sel (Jebara et al., 2001).

> Résistance aux concentr ations élevées d’azote

Des études ont démontré que I’ajout d’azote a 2 mM a pour effet I’inhibition de la nodulation et la
fixation de I’azote (Dovel et al., 1993). La séection des rhizobiadoit donc tenir compte de la tolérance de
celles-ci aux concentrations éleveées et basses en azote dans le sol (Kyei-Boahen et al., 2002).

—>Résistance aux antibiotiques

L’un des marqueurs importants pour la selection des bactéries réside dans la résistance aux antibiotiques
(Smith, 1996). Afin d’utiliser les antibiotiques comme un marqueur de sélection certains pré requis
doivent étre réunis : (@) les microorganismes doivent se préter a la culture; (b) la résistance doit étre
stable ;(c) larésistance doit étre rapide. La méthode utilisée est la culture de bactérie sur milieu contenant
différentes concentrations d’antibiotiques afin de sélectionner les souches résistantes spontanées (OECD,
2004).

6.5. Facteurs affectant la réponse al’inoculation

Comme la fixation de I’azote est un processus symbiotique, des facteurs environnementaux affectant la
plante hote ainsi que les rhizobia doivent étre optimaux pour I’établissement d’une symbiose effective
(Somasegaran et Hoben, 1994).

&
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- Profondeur du placement de I’inoculum

La profondeur est un facteur important qui peut influencer I’inoculation du sol. Il est bien établi que le
mouvement des rhizobia dans le sol est limité (Madsen et Alexander, 1982). L’application de I’inoculum
aux graines a la profondeur du semis a pour résultat une prédominance de la nodulation dans la partie

supérieure de laracine.

Les expériences de Vikman et Vessey (1992) ont montré que les nodules des racines latérales sont plus
actifs durant la formation des graines et peuvent fournir une fixation significative de I’azote durant la
phase de reproduction de la plante, donc la stratégie de I'inoculation est de positionner I’inoculum de

facon a ce qu’il soit intercepté par les racines latérales .
—>Date de plantation

Les graines inocul ées doivent étres plantées le plus vite possible apres traitement (12 heures ou moins)
afin que les cellules bactériennes restent humides et survivent assez longtemps pour infecter les racines

des légumineuses (Beuer lein, 2003)
- Sécheresse et humidité

Une période trés seche ou trés humide suivant |a plantation a pour effet de diminuer les performances de

I’inoculum (Beuerlein., 2003)
-> Utilisation d’un fongicide ou d’un herbicide

Lors de I’application d’un fongicide ou d’un herbicide sur les graines il faut s’assurer qu’il soit sec avant
I’application de I’inoculum, mais le plus souvent les traitements antifongiques ne sont pas mélangés avec

I’inoculum (Beuerlein., 2003).
—~>PH du sol

Il s’agit d’un important facteur environnemental. Plusieurs Iégumineuses répondent au chaulage quand
elles poussent sur sol acides (poussent et nodulent bien dans les sols a pH 5.6 - 6.8). Pour les rhizobia, le
pH optimal est variable entre 5.8 et 7.2 en fonction des espéces de Rhizobium (Somasegaran et Hoben,
1994).

- Mangue de phosphore

Cette carence va limiter séverement la formation des nodules et la fixation de I’azote. Les recherches

sdlectionnant des rhizobia effectifs aux champs doivent prendre en considération une fertilisation

=
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phosphatée adégquate (Somasegaran et Hoben, 1994). Le manque de phosphore dans le sol a également

un effet inhibiteur sur la nodulation et la fixation de No.
-> Impact dela population rhizobial autochtone sur I’inoculation :

Quand la population de rhizobia autochtone spécifique a une légumineuse précise est faible (moins de 50
bactéries par gramme de sol) I’introduction de nouvelles souches par I’inoculation des graines doit
normalement réussir. Par contre, I’inoculation dans les sols ou les souches rhizobiennes sont fortement

présentes (plus de 103 bactéries/g de sol) est difficile et souvent sans succes (Brochwell et al., 1995).
6.6. Criteresde sdlection d’un inoculum

Basés sur les suggestions de Kannaiyan et al. (2000), les caracteres suivants sont considérés comme

souhaitables pour une souche afin d’étre utilisée comme un inoculum :

a) capacité a noduler et a fixer I’azote.

b) capacité aformer des nodules avec une population native de Rhizobium présente dans e sol.

c) capacité a fixer I’azote malgré les mauvaises conditions environnementales.

d) capacité a former des nodules et a fixer I’azote en présence de nitrates dans le sol.

e) capacité a bien pousser dans un milieu artificiel, sur un support d’inoculum et dans le sol.

f) capacité a persister dans le sol, particuliérement pour les |égumineuses annuelles.

g) capacité a migrer du site d’inoculation. h) capacité a coloniser le sol en I’absence de légumineuse héte.

i) capacité a tolérer les stress environnementaux. 41 j) capacité a fixer I’azote sur un large spectre de

genotypes.
K) étre stable génétiquement.

|) étre compatible avec des fertilisants chimiques.

&







Conclusion

Conclusion

Une meilleure connaissance des rhizobia nodulant le pois chiche dans le sol algérien, permet d’une part
I’amélioration du rendement de cette légumineuse; dont le besoin national dépend toujours de
I’importation et d’autre part, d’augmenter la fertilité des terres agricoles.

L’axe de notre recherche couvre I’étude de la biodiversité des bactéries symbiotiques nodulant le pois
chiche. Cette étude bibliographique nous a permis de révéler une diversité phénotypigue et génotypique

au sien des nodosités racinaires du pois chiche.
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