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Résumé : Les réponses de 35 souches rhizobiennes, provenant de différents sols sahariens (Ouargla et El Oued),
a certains facteurs pédoclimatiques (températures, salinité et pH) ont été étudiées. Les résultats montrent que
I’optimum de croissance est enregistré dans les conditions standards, a savoir : 28°C, pH neutre et salinité faible
(0 2 40 mM de NaCl). Certaines souches sont capables de se multiplier a 45 °C et tolérent des concentrations en
sel supérieures a 640 mM. Pour le pH, toutes les souches se multiplient dans 1’intervalle de pH allantde 5249, a
signaler que certaines d’entre elles sont capables de croitre a méme le pH=4.

Les souches ayant exprimées la meilleure résistance, a plusieurs stress abiotiques, peuvent constituer de futures
candidates pour la production d’un inoculum, bien adapté, susceptible d’accroitre le développement des plantes
de luzerne dans les conditions des régions d’El Oued et Ouargla.

Mots clés : adaptation, symbioses, rhizobia, luzerne, Sahara.
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1. INTRODUCTION

En Algérie, les terres arides avec climat saharien représentent environ 90% de la
surface totale du pays [1]. Ces milieux extrémes sont, fréquemment, caractérisés par des
¢cosystemes stables marqués par la présence d'au moins un facteur aux limites de la tolérance
pour la plupart des organismes. Les principaux facteurs limitant l'activité biologique dans les
sols sont le déficit hydrique, la salinité, les températures élevées, les pH extrémes et les
carences en ¢léments nutritionnels [2].

Bien que soumis a des conditions défavorables et contraignantes, les sols sahariens
offrent des conditions plus ou moins favorables pour I’installation d’une microflore
diversifiée et adaptée aux conditions du milieu, représentée respectivement par les bactéries,
les actinomycetes, les champignons et les algues [3, 4, 5, 6].

Les rhizobia, objet de notre travail, sont des bactéries appartenant a famille des
rhizobiacées [7], de I’Ordre des Rhizobiales, Classe des a-Protéobactérie [8]. Les symbioses
rhizobium-légumineuses aboutissent a la formation sur les racines de légumineuses d'organes
différenciés appelés nodules, dans lesquels les bactéries réduisent I'azote en ammoniac utilisé
par la plante héte [9]. Ces symbioses sont d'une grande importance écologique et
agronomique, en raison de leur capacité a fixer de grandes quantités d'azote atmosphérique
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pouvant couvrir jusqu’a 80% des besoins des plantes en milieu agricole (30 a 300 kg d'azote
par hectare et par an) [10, 11].

L’objectif de ce présent travail est I’étude des réponses de 35 isolats rhizobiens isolés
a partir des nodosités racinaires de la luzerne, provenant de 09 stations relevant des wilayas
d’El Oued et Ouargla (Tab.1), a certains facteurs pédoclimatiques (températures, salinité et
pH) ce qui nous permettra d’une part de mettre en évidence 1’étendue des variations
phénotypiques qui existent entre les souches et d’autre part d’exploiter ces variations pour la
sélection de candidats présentant une capacité supérieure de fixation d’azote sous les
variations des facteurs du milieu.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Collecte et conservation des nodules

La collecte des nodules a été réalisée suivant la méthode décrite par [12] et [13],
directement a partir des racines des plantes de luzerne cultivée en plein champ (cas des
stations de Ouargla) et par piégeage des bactéries par 1’intermédiaire des plantes de luzerne
mises en culture dans des pots contenant différents sols (cas des stations d’El Oued).

Au laboratoire, les nodules obtenus sont rincés soigneusement a 1’eau de robinet. Ils
sont ensuite détachés a 1-2 cm de leur point d’attache puis séchés avec du papier filtre et
conservés au réfrigérateur a 4°C pour un usage immédiat. Pour une longue conservation, le
chlorure de calcium (CaCly) est utilisé [12].

Tableau 1. Identification et caractérisation des sites.

Identification du site Nbre de Le Texture | Salinité des eaux | Culture de luzerne Collecte des
souches | bioclimat du sol d’irrigation (g/1) nodules
Hassi Ben Abdallah 5 Hyperaride | Sableuse 2a4 Sous palmier dattier | Collecte in situ
E)Czlln)l Eraneb (02) 3 Hyperaride | Sableuse 2a4 Sous palmier dattier | Collecte in situ
Exploitation FSNV (O3) 4 Hyperaride | Sableuse 2a4 Sous palmier dattier | Collecte in situ
Chott (04) 4 Hyperaride | Sableuse 2a4 Plein champ Collecte in situ
Tenedla (E1) 3 Hyperaride | Sableuse 2a6 Sous palmier dattier Piégeage
El-Meghaier (E2) 5 Hyperaride | Sableuse 2,546 Sous palmier dattier Piégeage
Djamaa (E3) 4 Hyperaride | Sableuse 236 Sous palmier dattier Piégeage
Guemar (E4) 3 Hyperaride | Sableuse 2a4 Sous palmier dattier Piégeage
Reguiba (ES) 4 Hyperaride | Sableuse 2a4 Sous palmier dattier Piégeage

2.2. Stérilisation et isolement des rhizobia

Les nodules sont immergés 5 a 10 secondes dans de 1’éthanol a 96°, puis transférés
immédiatement dans une solution d’hypochlorite de sodium 30% pendant 3 & 5 minutes. Une
série de lavages successifs, de 5 a 8 fois, s’ensuit a 1’eau distillée stérile.

Les différentes étapes d’isolement des rhizobiums sont celles décrites par [12] [13] et
[14]. Le broyat obtenu a partir de chaque nodule est ensemencé sur boite contenant le milieu
YMA (Mannitol : 2,5g ; Extrait de levure : 0,35g ; K;HPO4, 3H,0 : 0,46g ; KH,PO4 : 0,12g ;
MgSO., 7H,0 : 0,46g ; NaCl : 0,1g; Agar : 15g; Stériliser a 121°C pendant 20min).

Les différentes boites ont été incubées a 28°C pendant 72 h. Une série de repiquage est
réalisée afin de purifier les isolats. Toutes les opérations sont effectuées dans des conditions
d’asepsie totale.

Les isolats sont conservés sur YMA tamponné avec du CaCOs (3g/l) en tube incliné
[12] [15]. Apres incubation, les souches sont stockées au réfrigérateur en vue de leur
caractérisation.

2.3. Effet des Facteurs abiotiques
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La tolérance des isolats aux différentes températures, aux différentes concentrations en
NaCl et de pH est testée sur milieux YM liquide et solide. Le NaCl est rajouté a la
concentration voulue : 0, 40, 80, 160, 320, 640 et 1280 mM. Pour le pH, les souches sont
cultivées a différents pH: 4, 5, 6, 6.8, 8 et 9. Enfin, les souches ont été soumises a différentes
températures d’incubation : 4°C, 28°C, 37°C et 45°C.

La croissance est évaluée dans chaque tube (milieu YM liquide) par la mesure de la
densité optique a 600 nm, aprés 72 heures d’incubation. Pour le milieu YMA (solide), la
présence ou l’absence de colonies sur la surface de la boite de Pétri renseigne sur la
croissance des différente souches.

3. RESULTATS ET DISCUSSIONS
3.1. Effet de la salinité
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Figure 1. Croissance des souches a différentes concentrations de NaCl.

Les résultats obtenus montrent que la croissance des souches, sur milieu liquide,
diminue avec 1’augmentation de la concentration en NaCl. Jusqu'a une salinité¢ de 640 mM de
NaCl, la croissance des souches semble non affectée dans toutes les stations d’étude. A la
concentration 1280 mM, aucune croissance n’est observée. Ces résultats ont été confirmés sur
milieu solide ou 100% des souches poussent de 0 mM jusqu’a 640 mM,

Nos résultats vont avec ceux obtenus par [16, 17, 18 et 19], qui indiquent que les
rhizobiums nodulant la luzerne sont plus tolérants a de fortes concentrations de NaCl (de 0.5 a
1 mM) que d'autres especes de rhizobiums. Des souches de Sinorhizobium meliloti nodulant la
luzerne, dans le sud du Maroc, peuvent tolérer jusqu'a 1711 mM de NaCl [20].

3.3. Effet de la température

Généralement, toutes les souches ont montré une bonne croissance aux températures
28°C et 37°C, que ce soit sur milieu liquide ou solide (Fig. 2). Dans I’intervalle de 28°C a
37°C, la croissance est optimale, comme ’ont décrit par [21, 22 et 23]. Aux températures
extrémes, la croissance des souches est fortement influencée. Aucune poussée n’est
enregistrée a 4°C et seulement 12% de souches ont crii a 45°C. L’effet des températures
basses (4°C) sur I’arrét de la croissance des rhizobia est signalé par [24]. Les résultats
enregistrés au niveau des stations de Reguiba (E5) et de Hassi Ben Abdallah (O1) qui sont les
seules @ montrer une croissance a 45°C, avec respectivement 75% et 40%, vont avec ceux
obtenus par [2] qui montrent que de nombreuses souches de rhizobia isolées de sols sahéliens,
sénégalais et tunisiens sont capables de se multiplier a 40 °C et méme a 45 °C.
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Figure 2. Croissance des souches a différentes températures.

3.2. Effet du pH

L'acidité du sol est un facteur limitant la fixation symbiotique de 1'azote par limitation
de la survie du rhizobium et sa persistance dans les sols, ainsi que la réduction de la
nodulation [25].
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Figure 3. Effet du pH sur la croissance des souches

Il ressort de la figure 3 que les souches de toutes les stations sont incapables de
pousser a pH 4 sauf une souche appartenant a la station de Hassi Ben Abdallah. Les travaux
de [26,27] ont confirmé, en outre, que les rhizobiums de luzerne sont sensibles aux pH 4. En
condition de pH 5, quelques souches ont une bonne croissance alors que les autres ont eu une
croissance partielle. Ce résultat coincide avec ceux de [28, 29]. Dans I’intervalle de pH6
jusqu’a pH 9, la totalité des souches poussent avec un optimum de croissance se situant entre
6 et 6.8, ce qui indique que les souches testées sont neutrophiles.

A travers ces résultats, nous constatons clairement que les réponses des souches aux
variations de pH sont variées. Quelques unes ont montré une meilleure croissance au pH 6
comparativement a celle obtenue au pH 8 et 9, comme le confirme [23]. D’autres préferent le
milieu légérement alcalin (pH = 8) qu’acide (pH 6 et 5). Ces conclusions sont similaires a
celles obtenues par [24].

4. CONCLUSION
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Les 35 souches étudiées montrent des caractéristiques physiologiques qui peuvent
contribuer a leur survie dans les environnements peu hospitaliers des sols sahariens. Les
souches ayant exprimées la meilleure résistance a plusieurs stress abiotiques peuvent
constituer de futures candidates pour d’éventuelles compagnes d’inoculation de la luzerne
particulierement a El Oued et Ouargla.

Une meilleure survie ne signifie pas obligatoirement une efficacité symbiotique avec
la plante. Pour cela, un test symbiotique doit étre effectué, méme avec plusieurs variétés de
luzerne afin de sélectionner les meilleurs couples symbiotiques « rhizobium-plante ». En plus,
la souche choisie pour faire I’objet d’introduction dans le sol doit: 1) étre adaptée aux
conditions du sol ; 2) étre compétitive par rapport aux autres souches autochtones de rhizobia
et les autres microorganismes des sols.
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