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Ed. INRA, Paris 2003 {Les Collogues, n° 100)

Préface

Cet ouvrage rassemble les communications des chercheurs du groupe FABAMED (Fixation Biolo-
gique de I’ Azote dans le BAssin MEDiterranéen) présentées a I’occasion de deux colloques : 'un en
1998 a Carthage (Tunisie), I’autre en 2000 2 Montpellier (France) - ce dernier s’intitulant Conféren-
ce Méditerranéenne de Rhizobiologie.

FABAMED est un groupe coopératif de recherche en agriculture méditerranéenne, qui a été créé lors
d’une premiére réunion en 1994 avec des agronomes et des biologistes d’Europe du Sud et d’ Afrique
du Nord. Le projet initial était d’étudier les limitations de la fixation symbiotique de I’azote dans le
Bassin méditerranéen. Lors de la deuxidme réunion en 1995, ils ont congu le projet FYSAME
(nitrogen Fixation and Yield of grain legumes in Salinized Mediterranean areas) qui a €t€ sé€lectionné,
pour la période 1997-2000, par le programme de coopération internationale (INCO) de I’Union Euro-
péenne. Les réunions ultérieures au Maroc (Rabat, 1996), en Espagne (Grenade, 1997) et en Egypte
(El Arish, 1999) permirent d’élargir le groupe 2 de nouvelles disciplines ainsi qu’a des chercheurs du
Moyen-Orient. Les deux collogues ont rassemblé des participants d’ Algérie, France, Egypte, Isragl,
Italie, Maroc, Syrie et Tunisie pour le Bassin méditerranéen, mais aussi d’Allemagne, Australie,
Royaume-Uni, Suisse et USA. Ceci permit, entre autres, de soumettre la stratégie de FABAMED & des
collegues d’Europe du Nord, d’Amérique et d’Australie, comme en atteste le numéro spécial de
septembre-novembre 2001 de la revue Agronomie.

Le colloque en 2000 incorpora la réunion finale du projet FYSAME permettant ainsi 4 I’ensemble du
groupe de bénéficier des résultats et de s associer aux perspectives. Les actions de recherche en fixa-
tion symbiotique de 1’azote des autres projets INCO furent également présentées : Use of mycorhizal
and rhizobial symbioses for the sustainable development of forest in the Mediterranean region ;
Phaseolus bean cultivation improvement under semi-arid Mediterranean conditions by constructing
acid- and salt- tolerant rhizobial No-fixing symbionts for plant inoculation ; Prevention of land
degradation in the Aral sea region by increasing tolerance of nitrogen fixing symbioses to salinity.

L’objectif de ces colloques était de rassembler les résultats de cinq années de recherche du groupe
FABAMED, de favoriser les interactions scientifiques au sein du Bassin méditerranéen et avec des
zones méditerranéennes d’autres continents, de faire le lien entre des travaux en milieux contrdlés et
des pratiques en zones agricoles ou naturelles, de susciter enfin des projets interdisciplinaires pour
I’amélioration de la fixation symbiotique d’azote atmosphérique.

Recouvrant la multidisciplinarité du groupe, les communications sont regroupées en quaire parties :
- Agronomiie, sur les enquétes de nodulation et essais d’inoculation,
- Bactériologie, sur la diversité des rhizobia et frankia des sols méditerranéens,
- Génétique, sur I’amélioration de la plante-hote pour le potentiel de fixation symbiotique d’azote
et son adaptation environnementale,
- Physiologie, sur les mécanismes impliqués dans la régulation de la fixation symbiotique d’azote
et sa réponse 2 des contraintes abiotiques.

Cette diversité des disciplines permet d’envisager une approche intégrée de la rhizobiologie en tant
que science des interactions entre les bactéries de la famille des Rhizobiaceae et essentiellement des
plantes de la famille des Fabaceae. L’implication des participants & ces colloques dans les projets
générés pendant les séances de travail confirme Dintérét d’une coordination en rhizobiologie
méditerranéenne qui pourra s’appuyer sur cet ouvrage.
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Approche interdisciplinaire de ’amélioration

de la fixation symbiotique de I’'azote

d’une légumineuse a graine en zones salinisées
du Bassin Méditerranéen

J.J. DREVON

INRA, Rhizosphére et Symbioses, place Viala, 34060 Monipellier Cedex 1, France

ABSTRACT

Results and interactions of a cooperative research group of agronomists, plant breeders,
microbiologists, physiologists and molecularists to improve the symbiotic nitrogen fixation
(SNF) and N,-dependent yield of common bean under moderate salinity in the Mediterranean
basin are presented. Agronomic surveys in reference production areas show large spatial and
temporal variations in plant nodulation and growth, and in efficiency of utilization of the
rhizobial symbiosis. The later was associated with a large rhizobial diversity, including new
bean nodulating species. Macrosymbiont diversity in SNF and adaptation to NaCl was found.
However, contrasts between plant genotypes could be altered by specific interactions with some
native rhizobia. Therefore, variations in soil rhizobial population, in addition to agronomic
practices and environmental constraints, may have contributed to erratic results that were
observed in field inoculations. At the mechanistic level, nodule C and N metabolisms, abcissic
acid content, and the nodule conductance to O, diffusion were addressed in relation with SNF

potential and tolerance to NaCl. Limits and prospects of the strategy are discussed.

INTRODUCTION
Les 1égumineuses en symbioses avec des rhizobia, sont une priorité pour les politiques
de recherche des pays en développement car leur culture produit des grains et fourrages riches

en protéines a partir d’azote atmosphérique. De plus elle accroit la productivité des céréales
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et autres cultures en rotation. Mais dans le bassin Méditerranéen, la salinité affecte plus de
40% des sols ce qui limite fortement la productivité des légumineuses. En conséquence un
groupe coopératif de recherche a €t initié pour appliquer les connaissances de base de la
fixation symbiotique d’azote (FSN) et les progres méthodologiques de la biologie & i)
sélectionner des légumineuses a graine, avec le haricot (Phaseolus vulgaris) en tant que
Iégumineuse modele, et leurs rhizobia spécifiques, pour I’expression d’un potentiel élevé de
FSN sous contrainte osmotique, (ii) évaluer leurs rendements en sols irrigués avec des eaux
de salinité variable en Afrique du Nord et Europe du Sud, (iii) progresser dans la
compréhension des mécanismes biochimiques et la recherche des génes impliqués dans la

tolérance de la SNF i la salinité.

Le projet multidisciplinaire correspondant, nommé FYSAME a été soutenu par le
programme de coopération internationale pour le développement (INCODEV) du 5™ PCRD
(programme cadre de recherche développement de la Communauté Européenne). Il regroupe
des agronomes, des microbiologistes, des généticiens des plantes, des physiologistes et des
biologistes moléculaires d’Algérie, Espagne, France, Maroc et Tunisie, dont les travaux
expérimentaux consistérent a: (i) enquéter dans des zones salinisées pour collecter des
variétés locales et des rhizobia, et pour évaluer ensuite les symbioses sélectionnées ; (ii)
sélectionner des macrosymbiotes pour la tolérance de la FSN & la salinité, et rechercher des
interactions spécifiques avec le microsymbiote dans des essais d’inoculation croisée ; (iii)
rechercher les mécanismes de tolérance propres & la SNF aux niveaux cellulaires et
moléculaires par des approches comparées de lignées sensibles versus tolérantes et définir les
conditions physiologiques optimales pour cette sélection ; (iv) caractériser la diversité
génétique des microsymbiotes et identifier des génes candidats pour la tolérance de la FSN a

la salinité,

L’objectif est ici de réviser les résultats de ce projet afin d’en tirer des perspectives et
d’en discuter les limites pour ’avenir du groupe de recherche coopérative sur la fixation

symbiotique de I’azote dans le bassin Méditerranéen.

Variation spatiale et temporelle de la nodulation du haricot

Dans les zones de référence du projet, les enquétes de nodulation du haricot montrent
une grande variabilité. Dans le Lauragais (France), le nombre de nodules par plante & la
floraison varie de moins de 5 & plus de 50 selon les parcelles une méme année, ainsi que

d’une année & ’autre dans certaines parcelles (Drevon J. J. et al., cet ouvrage). En Tunisie, la



nodulation du haricot est totalement absente, comme 4 Beja ou Jendouba, ou faible dans le
Cap Bon et & Bizerte, avec une disparition notoire des nodules a la floraison (Sifi B., cet
ouvrage). Au Maroc, la nodulation était plus faible & Loukos qu’a Ain Atiq (Aurag et al ., cet

ouvrage).

Dans les sites od la fertilisation azotée améliore le rendement, la croissance aérienne est
souvent corrélée a la nodulation. Dans ces cas une forte pente de régression indique une
efficacité élevée dans [D'utilisation de la symbiose rhizobienne, incluant une bonne
complémentarité avec 1’utilisation de I’azote minéral. Les variations de cette pente selon les
sites et les années pourraient s’expliquer par divers facteurs environnementaux ou des

différences de potentiels de FSN des partenaires symbiotiques, dont les rhizobia natifs.

Diversité des rhizobia natifs nodulant le haricot

En Tunisie, parmi les 300 isolats collectés, les 8 taxons suivants ont pu étre identifiés:
Rhizobium gallicum, R. etli, R. leguminosarum bv. phaseoli, R. giardinii, S. fredii, S. meliloti,
S. medicae et ‘pseudo-Agrobacterium’ (Mhamdi er al., 1999). Cette grande diversité est
confirmée par I’observation de 19 sérogroupes (Fekki et al., cet ouvrage). De plus la structure
des populations rhizobiennes différe entre le Cap Bon, la vallée de la Medjerda et le sud semi-
aride de Tunisie. Au Maroc, 2 isolats ont ét€ identifiés comme des R. leguminosarum bv.
phaseoli et 6 comme des R. tropici B (Boumouch et al., 2001).

Dix neuf rhizobia du Maroc et 30 de Tunisie s’avérent en symbiose avec la variété
locale Coco, autant ou plus efficaces que R. tropici B CIAT899, choisie comme rhizobia de
référence du projet. Une large variabilité a été trouvée pour la tolérance des rhizobia a la
salinité en boite de Petri (Aouani ef al., 1998 ; Boumouch er al., 2001). De plus des mutants a
sensitivité accrue ont été obtenus & partir de R. erli et R. tropici (Ben Abdelkhalek ez al., cet

ouvrage).

Sélection de P. vulgaris

A Mateur (Tunisie), 14 lignées de P. vulgaris ont produit davantage que Coco avec
des différences variables en année séche en 1996, normale en 97 et humide en 98. Dans les
zones de production de la vallée de la Medjerda en 1999, DORS585, SVM29-21,
FLAMINGO, KID33, RUDDY, CAN74, BRB17, WAF147 exprimérent des rendements

supérieurs au 1,3 t ha? de Coco (Trabelsi, cet ouvrage). Leur nodulation avec les rhizobia
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natifs variait entre O et 27 nodules par plante chez KID53 et BRB17, tandis que Coco avait
une moyenne intermédiaire de 11 nodules par plante. En Lauragais,, parmi 27 lignées 4 grain
blanc, Diego a produit plus que les 2,5 t ha’ de la variété locale Linex (Rey-Poiroux et
Drevon, cet ouvrage). La nodulation variait entre 5 et 50 nodules par plante pour T815 et

Diego.

En serre ol la nodulation est beaucoup plus élevée qu’au champ, Coco s’avére plus
sensible a la salinité que Flamingo, BAT477, DOR364, DOR585, tandis que BRB17, ABA16
et Dark sont les lignées les plus sensibles (Boughribil er al., cet ouvrage ; Saadallah et al.
2001).

Interaction des rhizobia natifs avec les lignées sélectionnées

Dans un essai d’inoculation croisé en culture hydroaéroponique sous serre, CIAT899
s’avere plus efficace avec Flamingo qu’avec Coco, tandis que c’est I'inverse avec le S. fredii
1a6 natif de Tunisie. Avec CIAT899, Flamingo est plus tolérant 2 la salinité que Coco, mais
C’est I'inverse avec S. fredii 1a6. En revanche BAT477 était plus tolérant que Coco avec ces 2
rhizobia ainsi qu’avec 12a3 (R. etli) (Jebara et al., 2001). En culture sur sable, le classement
des symbioses pour leur tolérance a la salinité était différent, avec néammoins une croissance

des plantes 5 2 8 fois inférieure 4 celle ci-dessus en hydroaéroponique.

Des interactions spécifiques ont aussi €té trouvées chez des haricots & grains blancs :
la lignée T815 et la variété Linex avalent moins de 20 nodosités par plante avec le rhizobia
natif du Lauragais, LR14, mais plus de 150 nodosités par plante avec CIAT899. La variété
Diego avait plus de 200 nodosités par plante, quel que soit le rhizobia (Rey-Poiroux et

Drevon, cet ouvrage).

Dans ces travaux avec des rhizobia natifs, aucune corrélation n’apparait entre la
tolérance 2 la salinité en culture libre et I"efficacité 4 fixer I’azote en symbiose. Ceci contraste
avec la fixation d’azote plus élevée, sous contrainte saline, du mutant Tn5 de R. etli CFN42
qui présentait une plus grande tolérance 2 la salinité & I’état libre que la souche parentale (Ben

Abdelkhalek et al., cet ouvrage).



Mécanismes physiologiques

Puisque la recherche de symbioses tolérante a NaCl est menée en milieu contrdlé, des
mesures physiologiques peuvent étre réalisées sur des symbioses contrastantes en vue
d’identifier des mécanismes et des génes impliqués dans la tolérance spécifiquement pour les

plantes symbiotiques.

La plus grande sensibilité des plantes symbiotiques versus N minéral est associée &

une accumulation accrue de Cl dans les feuilles (Saadallah ef al., 2001). En symbiose, la plus

grande sensibilité de Coco comparé 3 BAT477, n’est pas attribuable & des différences de
vigueur des plantules. Elle est associée & une plus forte accumulation de Cl dans les feuilles

et dans les nodules. En revanche, la teneur de Na™ des nodules est plus faible chez Coco que
chez BAT477 ou elle reste toutefois nettement inférieure & la teneur nodulaire de CI
(Saadallah et al., 2001). Cependant cette derniére n’est pas corrélée a la sensibilit€ des lignées
contrastantes ci-dessus. Une expérimentation en compartiments racinaires séparés suggére
que la sensibilité du haricot symbiotique & NaCl est due & des effets sur ’accumulation

d’autres nutriments que Na et Cl1 (Boughribil ef al., cet ouvrage).

La physiologie nodulaire est caractérisée par une respiration intense de substrats
photosynthétiques pour supporter la réduction de N, par la nitrogénase. La plus forte activite
nodulaire de la phosphoénol pyruvate carboxylase et de la malate déshydrogénase dans les
symbioses tolérantes au NaCl (Pliego er al., cet ouvrage). Ces enzymes sont impliquées de la
synthése du malate qui est une source d’énergie pour les bactéroides, forme végétative
fixatrice d’azote de rhizobia en symbiose, ainsi qu’un substrat pour la synthése d’acides
aminés avec I’ammoniac provenant de la fixation symbiotique d’azote, et enfin, un régulateur
de la pression osmotique et du pH cellulaire. Leur augmentation est cohérente avec la
localisation de transcrits de I’anhydrase carbonique dans le cortex nodulaire (Schumpp et al.,
cet ouvrage), ainsi qu’avec 'augmentation de perméabilité nodulaire sous contrainte saline
(Jebara et Drevon, 2001) qui serait associée & une augmentation de turgescence des cellules

internes du cortex nodulaire.

Afin de tester plus précisément cette hypothese d’osmorégulation de la fixation
nodulaire d’azote, ’expression d’un géne d’aquaporine a été abordée dans ce projet (Soussi ef
al., cet ouvrage). Afin de rechercher d’autres génes candidats pour la régulation de la
perméabilité des nodosités et 1’adaptation de la symbiose rhizobienne a la contrainte saline,

un tri différentiel d’ ARN du cortex nodulaire a été engagé (Gherbi et al., cet ouvrage)
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Figure 1. Interactions disciplinaires dans une approche de rhizobiologie articulée sur des

expérimentations multilocales dans un bassin de production de légumineuses.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La figure 1 illustre les liens expérimentaux entre les disciplines rassemblées dans le
projet FYSAME en échangeant des lignées de haricot et des souches de rhizobia. La
coopération entre les bactériologistes et les sélectionneurs végétaux est stimulée par la
description de la diversité d’espéces de Rhizobiaceae dans des zones de production, et la
spécificité de leurs interactions avec les lignées sélectionnées en tant que macrosymbiotes.

La plupart des difficultés rencontrées dans 1’approche interdisciplinaire sont
rencontrées au niveau de la parcelle cultivée. La réussite de 1’approche interdisciplinaire
dépend en effet de la rencontre qui s’opeére entre les scientifiques, les agronomes et les
producteurs, dans le contexte des interactions sociales des zones de référence ol ces

observations peuvent &tre réalisées.
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