Chapitre 2                                                       Démarche et méthode d’étude de la  rhizosphère

    L'étude de la microflore rhizosphèrique peut  se faire à  travers   des différents  techniques :  par des techniques  traditionnelles , basées sur  des réactions  biochimiques  ou sur la  culture  microbiologique et des  méthodes  moléculaires  plus récentes  , basées sur l'ADN   ou l'ARN.
Ι - Les méthodes culturales
       Les techniques classiques de microbiologie par étalement d'un échantillon issu de l'environnement sur ou dans un milieu de culture ont été utilisées pour favoriser la croissance cellulaire et permettre ainsi la multiplication clonale des différentes bactéries .Quand appliquée avec un milieu de culture solidifié cette approche permet de dénombrer les colonies résultant de cette multiplication clonale et ainsi estimer le nombre initial de bactéries (cultivables) présentes dans l'échantillon .A partir d'un gramme de sol ,par exemple, la culture sur milieu solidifié peut révéler la présence de 108 cellules .Une grande diversité de biotopes ont ainsi été étudiés mais la véritable révolution a eu lieu en 1980, où le dénombrement des microorganismes a pu être fait , in situ, grâce à des sondes fluorescentes comme le DAPI (caron,1983).Ces techniques, indépendantes de la mise en culture, ont révélé l'existence d'une diversité jusque-là insoupçonnée et ont véritablement bouleversé notre vision du monde bactérien .par exemple, un gramme de sol peut contenir plus de 10 9 cellules (Torsvik et al,1990).On a ainsi pu établir que 99%des bactéries de l'environnement ne sont pas cultivables dans les conditions du laboratoire. Depuis lors, le sol est considéré comme un réservoir de diversité bactérienne avec une impressionnante étendue de processus biochimiques et  moléculaires susceptibles d’être mis en œuvre (Faugier,2010).
       Les méthodes culturales n'ouvrent donc qu'une petite fenêtre sur la diversité microbienne des sols. Toutefois, par le biais des cultures d'enrichissement sur milieux électifs, elles permettent d'orienter l'isolement et les dénombrements sur des groupes fonctionnels particuliers de microorganismes ( Pochon et Tardieux., 1962).
ΙΙ- Observation au champ de la rhizosphère 

    
La rhizosphère  est par définition la région du sol directement soumise à l’action des racines, la méthode d’échantillonnage la plus immédiate consiste donc à arracher une plante, puis à secouer délicatement son système racinaire pour en faire tomber les particules de sol qui adhérent encore aux racines sont considères comme rhizosphérique. L’adhésion aux racines de ces particules résulte de l’action combinée de divers éléments, comme la présence de poils racinaires ou d’hyphes fongiques, et l’exsudation de polysaccharides. Les différents organes symbiotiques, nodosités et mycorhizes sont également visibles à l’ œil nu. Simple et rustique, cette méthode permet de collecter du matériel rhizosphérique. Pour une analyse ultérieure, mais elle ne permet pas d’observer dans le détail la structure de la rhizosphère.

   Une autre méthode, indirecte repose sur l’observation des conséquences de l’activité rhizosphèrique. Les microstructures racinaires les plus aisées à observer sont les microstructures construites par accumulation de carbonate ou sulfate de calcium, ou par oxydoréduction d’oxydes de fer ou manganèse.


En sols calcaires ou gypseux, les microstructures d’accumulation sont particulièrement fréquentes sous climat méditerranéen champ  et sec, et sous culture irriguée, car ces conditions pédoclimatiques favorisent leur formation au champ, elles apparaissent comme de fines reprécipitations blanches et ramifiées, qui suivent le cheminement des racines dans le sol. Les microstructures racinaires qui résultent de processus redox se présent sous forme de gaines rouilles ou noirâtres, elles sont fréquentes dans les horizons argilo-limoneux légèrement compactés ou marqués par une légère hydromorphie.


Les microstructures racinaires qui résultent d’un appauvrissement de la rhizosphère sont plus difficiles à observer. Pourtant, dès le début du siècle, certaine auteurs observaient que des plantes cultivées sur des plaques de marbre préalablement polies altéraient le matériau et y gravaient une empreinte en creux de leurs racines, c’est ainsi que, dès 1904, Dehérain écrivait que « les racines excrètent des acides assez puissant, pour dissoudre le carbonate de chaux ».Ces observations sont d’ailleurs à l’ origine de différentes méthodes d’évaluation de la biodisponibilité des éléments minéraux, fondées sur des extractions ménagées à l’aide d’acides faibles comme l’oxalate ou le citrate. 


Ces méthodes d’observation directe ont naturellement été prolongées par l’ensemble des méthodes de micromorphologie des sols. Ce vaste ensemble de méthodes repose sur une consolidation préalable des échantillons de sol par inclusion dans une résine époxy. La préparation des échantillons consolidés est alors identique à celle subie par une roche : Sciage, polissage de surface, confection de lames minces de sol. Le structure et la composition de la rhizosphère peuvent alors être  analysées par les diverses techniques de microscopie analytique, optique ou électronique, développées en pétrographie (Girard et al. 2005).
ΙΙΙ- Détermination des conditions physico-chimiques dans la rhizosphère

   Les modifications de conditions physico-chimiques induites par les plantes et leur cortège microbien dans leur rhizosphère ont d’abord été mises en évidence au laboratoire. En effet les chercheurs ont du faire preuve  de beaucoup d’imagination pour adapter au contexte de la rhizosphère des méthodes de mesure fiables et performantes.


Deux grandes voies ont été suivies :

· La première concerne l’utilisation d’indicateurs colorés spécifiques du paramètre à mesurer.

· La seconde réponse sur l’utilisation de sondes de petite dimension (microélectrodes)

a- Les indicateurs colorés sont utilisés en chimie et biologie, leur utilisation repose sur la propriété qu’ont certaines molécules de changer de couleur selon les conditions de  milieu. Ou de réagir dans certaines conditions de milieu en donnant un produit de réactions colorées. Les indicateurs colorés à PH (pourpre et vert de bromocrésol et rouge de phénol). Ont été très utilisés pour localiser les zones d’activités préférentielle le long des racines, mettre en évidence le sens des variations de PH induites, et estimer l'intensité des flux de protons libérés par les plantes selon les espèces végétales, leur état physiologique et les conditions de milieu (figure 02). D’autres indicateurs comme le bleu de méthylène, permettent de localiser les zones de forte réduction simples d’utilisation, ces indicateurs présentent l’avantage d’une observation à l’ œil nu, ils sont en revanche limités en observation directe au champ du fait de la coloration prononcées de la plupart des sols
     
L’utilisation de ces indicateurs colorés à PH a ainsi permis de montrer que le PH de la rhizosphère pouvait différer de 1 à 2 unités du PH du sol environnant .Le sens de cette variation (acidification ou alcalisation) ainsi que son intensité dépend de nombreux facteurs intrinsèques (espèce végétale, statut symbiotiques, état physiologique…) et environnementaux  (nature de l’horizon composition de la solution…) il est également apparu que les différentes parties d’une même racine, apex zone d’élongation et zone basale, avaient des comportements différents : acidification apicale et alcalinisation basale, par exemple.
b- Les sondes de petite dimension présentent l’avantage d’une mesure directe des paramètres d’intérêt. Mais elles sont limitées par leur miniaturisation même, qui, d’une manière générale, augmente leur temps de réaction et leur fragilité. Différents dispositifs ont été mis au point et testés : microélectrodes de verres, précises mais très fragiles, microélectrodes a antimoine, plus robustes mais moins sensibles, électrodes de platine sonde a oxygène, fibres optiques…Tous ces appareils de mesure ont contribue à augmenter et préciser nos connaissances des conditions physico-chimiques qui règnent dans la rhizosphère. Mais aucun ne s’est impose du fait de limitations expérimentales qui restent très fortes. La connaissance des processus qui se déroulent dans la rhizosphère et des conditions physico-chimiques qui y règnent résulte pour une large part d’expérimentations au laboratoire. Il est clair que ce domaine reste champ de recherche  (Girard et al., 2005).
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IV- Mesure de biomasse et des activités microbiennes :


La biomasse microbienne des sols est un bon indicateurs de leur fonctionnement biologique,  elle est sensible aux pratiques culturales et aux changements d’utilisation des terres, La méthode la plus couramment utilisée est la méthode dite de fumigation-extraction (Figure 03 ) cette méthode  repose sur l’action de vapeurs de chloroforme (phase dite de fumigation)  pour tuer  et solubiliser les micro-organismes d’un échantillon de terre frais cette phase de fumigation est suivie d’une extraction saline : le carbone et l’azote solubilisés a partir de ces mesures. Elle représente en moyenne de 2 à 4% du carbone et de 4à 8% de l’azote totale du sol.

Cependant seule une fraction de la biomasse du sol est  active, l’autre est au repos des méthodes d’évaluation de l’activité globale ou spécifique de la biomasse ont donc été mises au point. Les méthodes globales sont fondées sur la mesure de fonctions écologique qui impliquent des populations microbiennes : mesure de la vitesse de minéralisation du carbone organique par respirométrie, mesure d’activités enzymatiques générique (hydrolases). Les méthodes spécifiques mesurent des activités d’intérêt particulier, comme la dégradation de xénobiotique ou la nitrification activités spécifique et biomasse microbienne permettent de calculer des Taux d’activités spécifique  (rapports activités/ biomasse) pour caractériser les performances des populations microbiennes (Girard et al.2005).

[image: image6.png]Fher St Afidwge Doament Conmenares Ows Fenive  Ade
Elowrs - |kl % @ @ [ €3 Y 8 @ | & zomavent - [[) (3] @ 2% - D,
@ 2 ~&®[%- . Al T [AAA|A 00D QL L LA [ B[+ TY,

TH_T2185_afaugier (x B
e 5
A chantillons environnementaux
S
j,
k Extaction d'ADN
A

\‘,_ J .?303 Amplification PCR et séquengage

tel-00502105, version 3 - 15 Feb 201

§ ‘ \ V} Comparaison de séquences

Figure 1. Stratégie utilisée pour I'analyse moléculaire de la diversité bactérienne.
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Figure 03: Principe de la mesure de la biomasse microbienne par la méthode  fumigation –extraction (Girard et al, 2005).

Carbone et azote organique sont mesures dans l'échantillon fumigé au chloroforme et dans l'échantillon non fumigé (Témoin). le carbone et l'azote microbiens correspondent aux différences entre ces deux traitements (Chaussot , 1996).

V. Méthodes moléculaires appliquées à l’écologie des sols


 On a longtemps opposé à la biologie des organismes et de leurs interrelations à celle qui s’attache à l’étude des structures et fonctions des cellules et des molécules. Cette opposition est futile et stérile. La biologie est une dans sa diversité, de la molécule à l’écosystème. Le développement des techniques moléculaires, en particulier de celles qui touchent a la caractérisation du génome, offre maintenant aux écologues un instrument qui élargit leur champ d’investigation d’une manière qu’on n’aurait pas soupçonnée  dix ans auparavant., ces méthodes ont essentiellement pour but d’identifier les microorganismes, parfois même in situ, et d’en estimer la diversité génétique et fonctionnelle. (Amann et al, 1995).

          Les méthodes moléculaires ont été de prendre en compte les propriétés génomiques  des bactéries qui sont principalement  le rapport entre les bases guanine, cytosine et adénine ,thymine, dans la séquence d' ADN (exprimé par le pourcentage moléculaire en G+C) et la similarité de séquences d'ADN obtenue par la technique d'hybridation ADN-ADN (Oren,2004).ces outils ont  permis de proposer  la notion d'espèce génomique bactérienne définie selon le niveau  de similarité des génomes calculée  d'après la méthode d'hybridation ADN-ADN.des isolats  dont les génomes  présentent 70% ou plus  de similarité entre leur génome  avec une variation  de température de fusion ([image: image2.png]
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 (Wayne, 1987) pourront être  classés  au sein de la même espèce  génomique . 

        Ces  études de similarité ADN – ADN  sont cependant plus au moins  précises,  longues et laborieuses, basées sur des comparaisons  deux à deux, ne pouvant  donc concerner qu'un nombre restreint d’isolats.  Elles imposent de plus de travailler sur d’importantes quantités d’ ADN , compliquant l’étude des souches à croissance lente et interdisant la possibilité d’inclure les bactéries non cultivées.il a fallu attendre les progrès conjoints de la biologie  moléculaire (amplification en chaine d’ADN, séquençage à haut-débit…) et de la bioinformatique pour que se développe une taxonomie basée sur la phylogénie moléculaire.il est alors devenu  possible d’établir des arbres phylogénétiques de bactéries à partir de la comparaison de séquences d’un gène orthologue présent dans les espèces étudiées.  ,en 1987 Woese, à proposer l’utilisation du gène de l’ARN  ribosomique 16S comme  marqueur  de phylogénie .il a été trouvé subséquemment que les niveaux de similarité des séquences du gène 16S rDNA entre  isolats étaient représentatifs de ceux obtenus par hybridation  ADN-ADN de la totalité  des génomes , 70%  de similarité ADN-ADN correspondant à 98% de similarité du gène 16Sr ADN (Oren,2004) .  Ce gène de  1500 paires de bases  répond à plusieurs critères essentiels pour la taxonomie : ( Wayne,1987) il est ubiquiste c'est-à-dire présent chez tous les procaryotes , ou il remplit  la même fonction il évolue lentement il peut être  facilement séquencé car il possède des domaines hautement conservés avec peu  de mutations fixées au cours de l’ évolution  et enfin , il présente des régions de séquences plus variables qui sont d’ autant  plus différentes  entre deux espèces que celles-ci sont phylogénétiquement éloignées . Ainsi, pour positionner  dans un groupe phylogénétique une nouvelle espèce, on procède à l’amplification et au séquençage de ce gène puis à sa comparaison avec les séquences (figure 04).    
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ΙV-Méthodes métagénomiques :   

         Depuis le début des années 90, la microbiologie environnementale s'est dotée d'un nouveau concept en restreignant l'étude des bactéries à leur ADN directement extrait de l'environnement (McHardy et Rigoutsos ,2007). L'ADN métagénomique obtenu est exploité soit par amplification par la technique de réaction en chaine de la polymérase (PCR) ciblée sur des gènes sélectionnés pour leur intérêt en analyse taxonomique (gène 16S rDNA)ou pour des fonctions écologiques particulières ,soit par clonage dans un hôte cultivable avant sélection des clones d'intérêt de par la présence du gène recherché sur l'insert .Aujourd'hui ,de nouvelles technologies facilitent l'étude de  l'ADN métagénomique en proposant de séquencer directement l'ADN extrait s'affranchissant ainsi des étapes de clonage ou d'amplification (Shendure et Ji,2008).L'émergence de la métagénomique présente l'une des plus grandes opportunités ,peut être depuis l'invention du microscope, de révolutionner nos connaissances du monde microbien en permettant d'accéder à l'ensemble des bactéries d'un écosystème et non plus à la très faible minorité de celles cultivées in vitro et en permettant l'analyse quasi simultanée de ces différents organismes (Streit et Schmitz ,2004).C'est donc l'ensemble d'une communauté microbienne qui en théorie devient accessible grâce à l'approche métagénomique ,permettant ainsi de définir de possibles interactions enter les différents populations ,celles toujours associées comme celles s'excluant mutuellement ,de définir la spécificité ou au contraire la redondance des fonctions potentielles, la diversité des gènes codant ces fonctions .A cause de l'écrasante majorité de bactéries non cultivables dans le sol , les première recherches basées sur le métagénome résultent toujours en l'identification de taxa bactériens et de gènes jusqu'à présent inconnus , confirmant le potentiel que représente le sol comme réservoir quasi infini de diversité populationnelle (Rappe et Giovannoni , 2003).
       les techniques d'empreintes moléculaires vont permettre la caractérisation de communautés bactériennes plus ou moins complexes , en obtenant des profils qui vont être dépendants des séquences d'ADN présentes dans la communauté bactérienne étudiée .dans ces méthodes l'ADN métagénomique est extrait de l'échantillon environnemental et purifié. Un fragment d'ADN cible (16S, ITS…décrit ci-dessous ) est amplifié par PCR avec des amorces spécifiques ou universelles et le résultat peut être séparé de différentes manières .Le principe de chaque méthode va être brièvement décrit ,puis une synthèse  sur les avantages et limites de ces techniques ainsi que leurs applications, sera présentée.   

  DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) TGGE (Temperature Gradient   Gel Electrophoresis):
        Ce  sont deux méthodes  similaires permettant  l’étude des communautés bactériennes. Le gène 16S rDNA  est composé de zones  plus ou moins  conservées. L’amplification  des zones  conservées cible toutes les bactéries, tandis que l’amplification de zones variables permet de  cibler un niveau taxonomique  précis. Dans ces   techniques  l’ADN est extrait  des échantillons de sols et amplifié avec des amorces universelles ciblant la partie conservée de la séquence du gène 16S rDNA. L’extrémité 5 de l’amorce sens contient une queue composée d’une succession de  GC de 35-40 paires de bases (=GC-clamp). L’ajout de ce GC – clamp va créer un domaine de grande  stabilité, il ne s’ ouvrira  pas ou ne sera pas dénaturé dans le gel.     les  fragments  d’ ADN  sont  soumis à un gradient de concentration  d’un agent  dénaturant ( formamide ou urée)  ou un gradient de température.lorsque  la concentration  aboutissant  à la  dénaturation  du fragments d'ADN  ou la température de fusion  ou Tm(Tm :melting température  ) du fragment  dans le cas  de la technique TGGE  sont atteintes ,le fragment d' ADN  se dénature  jusqu' au  niveau du domaine GC – clamp , qui stoppe alors sa migration  dans le gel . cette dénaturation  est séquence spécifique, les fragments vont donc  migrer différemment  dans le gel  de polyacrylamide suivant leur séquence .

       La TGGE utilise  le même principe  que la DGGE , un gradient  de température est alors  utilisé à la place  du gradient  chimique  dénaturant .théoriquement  la DGGE  peut  séparer des fragments  d’ADN  qui différent  par une  seule   paire  de bases (Miller et al.,1999) . les fragments d’ ADN  de différentes  séquences  peuvent  avoir  les  mêmes  caractéristiques  de mobilité  dans le gel  polyacrylamide, donc une bande bien  différenciée  sur le gel  ne représente pas  forcément  la présence  dans la communauté d’une  seule espèce bactérienne(  Gelsomino et al.,1999).
SSCP (Single  Strand  Conformation Polymorphism) :
      dans  cette  technique , la région d’ intérêt du gène  16S rDNA est amplifiée à partir d’ une solution  d’ ADN   extraite  d’ échantillons  environnementaux à l’aide d’ amorces  marquées  radioactivement .les produits  PCR sont ensuite  soumis à  dénaturation ( Lee et al . ,1996).

Les ADN  en conformation  simple brin présentent  une certaine mobilité dans un gel de polyacrylamide  non  dénaturant. Cette mobilité  spécifique est due à la conformation  spatiale  de l’ADN  simple brin  qui résulte  de la formation  de liaisons hydrogènes  et électrostatiques  essentiellement  au sein  des structures  primaires  qui aboutissent à la formation des  structures  secondo-tertiaires  de l’ADN . comme dans la technique  précédente  des profils de bandes d’ADN  sont générés  et permettent de  se rendre compte  de la diversité des gènes ribosomiques   donc des bactéries  présentes  dans l’échantillon  étudie .ici encore des biais peuvent survenir  liés au fait qu’un ADN  simple brin peut avoir  plus d’une conformation stable , de ce fait une même  séquence  d’ ADN  peut être représenté  sur le gel  d’agarose  par plus d’une bande (Tiedje,1999).

RFLP (restriction  fragment   lenght   polymorphism)  ARDRA (amplified  ribosomal  DNA  restriction analysis) :
       La RFLP   aussi connue  sous le nom  d’ARDRA  est  une  autre méthode  reposant sur le polymorphisme de fragments  d’ADN utilisée pour l’étude des structures des communautés microbiennes. la région  d’intérêt  est  amplifiée  à l’aide d’amorces   à partir  de l’ADN  extrait  d’un échantillon , les fragments  obtenus  sont  digérés  par un enzyme  de restriction  appropriée. On  obtient  alors   des fragments d’ADN  de  longueurs  différentes  selon les individus. Cette  différence de taille  est due à une différence  du nombre  de sites  de  restriction  qui varie  selon  les individus, l’ADN  à analyser  étant  alors  fractionné   en fragments  de taille  plus au moins  importante  révélant  alors le polymorphisme  de longueur  des fragments  de restriction . les  fragments de restriction sont  séparés  selon leur  taille  par une  électrophorèse  en gel  d’agarose ( Liu et al ., 1997) .une espèce  peut  ainsi  être  caractérisée  par 4 à6  fragments  de restriction  dans la zone  ciblée ( Tiedje, 1999).

T- RFLP (Terminal –Restriction   Fragment   Lenght  polymorphism) :
      Cette  technique  est basée sur le même  principe que la  RFLP, mis  à  part  le fait  que  l’ une des  amorces  est  marquée  avec   un colorant  fluorescent .ceci  permet  seulement  la détection  des  fragments  de restriction  terminaux  marqués ( Liu et al ., 1997) , simplifiant   le profil des bandes .

Cette méthode  permet  l’ analyse  de communautés  complexes  en fournissant  des informations  sur la  diversité  puisqu’ une  bande  représente une  seule  OTU ( T iedje , 1999).
RISA ( Ribosomal  Intergenic  Scaper  Analysis )    ARISA(Automated   Ribosomal  Intergenic  Spacer Analysis) :
       Cette technique est basée sur l'amlification  par PCR  de la région IGS (intergenic spacer) située entre les sous unité ribosomales 16SrDNA et 23Sr DNA , région d' ADN  présentant  une variabilité de taille  et de  séquences  entre individus supérieure à celle des gènes , pouvant alors  différencier des espèces  très  proches . les produits générés, de différentes  tailles  sont alors  séparés sur gel de polyacrylamide sous conditions dénaturantes.( Fisher et Triplett, 1999)

        Ces techniques d'empreintes moléculaires se sont révélées efficaces  pour l'analyse comparative des structures des communautés microbiennes (Ramette, 2009) . elles présentent  plusieurs avantages, étant indépendantes  de la culture  in vitro, hautement reproductibles, robustes et permettent d’étudier  rapidement la structure  des communautés bactériennes . mais elles comportent également des biais , ces méthodes basées  sur une étape d'amplification ( von Wintzingerode et al .,1997), sous-estiment la diversité , car seules les espèces  numériquement dominantes  sont détectées . Un problème majeur  est donc la manque  de sensibilité  de ces techniques  qui ne couvrent  que les 100à 200 bactéries  les plus  représentées. 

Figure  02 –Racines de tabac (Nicotiana tabacum) déficient en  fer déposées sur un gel d’agarose contenant un indicateur coloré à  pH, le pourpre de bromocrésol. Les zones claires  correspondent à des zones d’acidification préférentielle (Girard  et al, 2005).
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Figure 04: Stratégie utilisée pour l’analyse moléculaire de la diversité  bactérienne(Faugiers,2010).
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