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Abstract

La symbiose Rhizobium-Arachide (Arachis hypogaea L.) : Caractérisation des
microsymbiotes et I’effet de divers facteurs sur la production d’inoculum.

Les rhizobiums sont des bactéries ayant un réle vital pour I'apport d'azote, la fertilité du sol et la
croissance des Fabacées. Connaitre leur diversité dans les zones arides est un critére important
pour la bonne gestion de ses écosystemes fragiles.

L’évaluation de la biodiversité symbiotique de 48 bactéries, isolées a partir des nodosités de
I’Arachis hypogaea L., cultivée a Ghardaia et Ouargla, a permis d’une part, de déterminer le
niveau de variabilité phénotypique des souches isolées, et d’autre part d’évaluer le comportement
des bactéries face aux différentes conditions environnementales prédominantes dans les sols
sahariens.

L'analyse de la vitesse de croissance des souches a révélé I’existance de souches a croissance
rapide, moyenne et lente. Ce résultat explique qu’il s’agit probablement d’espéces rhizobiennes
différentes.

La caractérisation phénotypique a mis en evidence une limite de tolérance de ces souches variant
respectivement de 0 a 640 mM pour le NaCl et de 6 a 9 pour le pH avec des températures
optimales de croissance entre 28 et 37°C. L antibiogramme a révélé une importante résistance des
souches aux 12 antibiotiques qui dépasse les 85% pour le groupe de béta-lactamines et allant
jusqu’a 100% pour la netilmicine. Cette antibiorésistance intrinséque est un signe de compétitivité
des souches avec d’autres populations microbiennes dans le sol. Les essais biologiques des
extraits de phage ont révélé un taux de résistance des isolats supérieur a 91%.

Une sélection de quatre souches, de cette collection a été réalisée, pour la production d’inoculum
(liquide et solide). Des tests d’inoculation ont été réalisés sous différentes contraintes (biotique et
abiotique). Les résultats obtenus ont montré que les stress salin et hydrique, ainsi que 1’attaque
fongique par le Fusarium oxysporum, ont affecté la croissance et le rendement de la plante. En
revanche, I’inoculation a permis une tolérance significative des plantes vis-a-vis des différentes
contraintes.

Ces résultats soulignent I’importance de 1'inoculation par les Rhizobia et le role qu’elle peut jouer
dans 1’agriculture biologique reposant sur des procédés respectueux de I’environnement, avec
double fonctionnalité comme biofertilisant, pour améliorer la croissance et le rendement de
I’arachide, et agent de lutte biologique contre les maladies transmises par le sol dans les zones
sahariennes d’ Algérie.

Mots clés : Rhizobia, Arachis hypogaea L, diversité, inoculation, stress salin, stress hydrique,
Fusarium oxysporum



Abstract

The Rhizobium-Peanut (Arachis hypogaea L.) symbiosis: Characterization of
microsymbionts and the effect of various factors on inoculum production
Rhizobiums are bacteria that play a vital role in nitrogen supply, soil fertility and the growth of
Fabaceae. Knowing their diversity in arid zones is an important criterion for the good

management of fragile ecosystems.

The evaluation of the symbiotic biodiversity of 48 bacteria, isolated from the nodules of Arachis
hypogaea L., cultivated in Ghardaia and Ouargla, made it possible, on the one hand, to determine
the level of phenotypic variability of the isolated strains, and to on the other hand to evaluate the
behavior of the bacteria in the face of the different predominant environmental conditions in the
Saharan soils.

Analysis of strain growth rate revealed the existence of fast, medium and slow growing strains.
This result explains that they are probably different rhizobial species.

The phenotypic characterization revealed a tolerance limit of these strains varying respectively
from 0 to 640 mM for NaCl and from 6 to 9 for pH with optimal growth temperatures between 28
and 37°C. The antibiogram revealed a significant resistance of the strains to the 12 antibiotics
which exceeds 85% for the group of beta-lactams and up to 100% for netilmicin. This intrinsic
antibiotic resistance is a sign of strain competitiveness with other microbial populations in the
soil. Bioassays of phage extracts revealed a resistance rate of isolates greater than 91%.

A selection of four strains from this collection was made for the production of inoculum (liquid
and solid). Inoculation tests were carried out under different constraints (biotic and abiotic). The
results obtained showed that salt and water stress, as well as fungal attack by Fusarium
oxysporum, affected the growth and yield of the plant. On the other hand, the inoculation allowed

a significant tolerance of the plants vis-a-vis the different constraints.

These results underline the importance of inoculation by Rhizobia and the role it can play in
organic agriculture based on environmentally friendly processes, with dual functionality as a
biofertilizer, to improve the growth and yield of groundnut, and biological control agent against

soil-borne diseases in the Saharan zones of Algeria.

Key words: Rhizobia, Arachis hypogaea L, diversity, inoculation, salt stress, water stress,
Fusarium oxysporum.
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Les Fabacées jouent un role crucial dans les régimes alimentaires traditionnels de
nombreuses régions du monde et offrent une multitude d'avantages a la fois au sol et aux
autres cultures qui les suivent dans les systemes de rotation. Elles contribuent largement a
la réduction de la pauvreté en améliorant la sécurité alimentaire, la nutrition et la santé, et

en préservant la base de ressources naturelles (Kebede, 2020).

Leur succes dépend de leur capacité a former des symbioses fixatrices d'azote
(SFN) efficaces avec les rhizobiums (Tariqg et al., 2020). La fixation symbiotique de
I'azote fait partie des processus microbiologiques les plus importants sur terre, essentiels
au développement d'une agriculture durable par lesquels I'azote atmosphérique se
transforme en ammoniac a l'aide d'une enzyme clé appelée nitrogénase (Oldroyd et al.,
2011 ; Udvardi et Poole, 2013). L’azote fixé est directement utilisable par la plante et,
avantageusement, il est moins sensible a la dénitrification, volatilisation et lessivage
(Herridge, 2008). En effet, cette symbiose leur permet une production en abondance des
protéines méme en absence de fertilisation azotée (Pérez-Montafio et al., 2014, Kumar
et al., 2020).

L'efficacité de la fixation biologique de N differe selon la plante hote et les
rhizobiums déclenchant une nodulation régulée par une communication biochimique et
géneétique spécifique entre eux (Sijilmassi et al., 2020). Selon Wang et al (2019a), 21
genres bactériens ont été identifiés comme des microsymbiontes formant des nodules,

appelés collectivement « rhizobia ».

Cependant, de nombreux sols agricoles n'‘ont pas une quantité adéquate de
rhizobiums en termes de nombre, de qualité et d'efficacité pour former une fixation
efficace de I'azote (Zahran, 1999 ; Abbasi et al., 2010). Ces circonstances nécessitent
I'introduction d'inoculants et la manipulation de la rhizosphere des légumineuses par
inoculation avec des rhizobiums pour permettre une nodulation et une fixation de I'azote
efficaces ainsi qu’une augmentation ultérieure de la productivité agricole (Wolde-Meskel
et al., 2018 ; Matse et al., 2020). Cette approche a fait I'objet de plusieurs études dans
plusieurs pays dans le monde. Cependant, une contribution efficace da la FBN nécessite
des souches élites et spécifiques a la plante cultivée, adaptées aux conditions biotiques et

abiotiques locales, ainsi qu’un génotype de la plante adéquat (Yadav et al., 2021).



Introduction générale

Parmi les oléagineux économiques, l'arachide (Arachis hypogaea L.) est la
deuxieme légumineuse cultivée dans le monde (Kavi Kishor et al., 2018). C’est une
importante source de proteines pour la nutrition humaine et de revenus pour les
agriculteurs (Mandou et al., 2017). L'arachide est considérée comme une espece tres
promiscuité¢ du fait qu’elle est nodulé par un groupe trés diversifié rhizobiums, a
croissance lente et rapide, capables de noduler d’autres légumineuses (Taurian et al.,

2006 ; Bogino et al., 2010 ; Agraw, 2017).

Cette plante est efficacement développée dans un sol sablonneux (EI-Sherbeny et
al., 2023). Récemment sa culture prend de I’ampleur au sud algérien, principalement au
sud de la Wilaya de Ghardaia, sur une superficie cumulée de prés de 450 hectares (DSA,
2016). Toutefois, le développement de sa culture, traditionnellement dans les régions
arides, reste limité, voire en régression, en raison d'une forte instabilité de leur rendement
(Kraimat, 2018). Par conséquent, une stratégie respectueuse de I'environnement, rapide
et rentable pour optimiser le rendement de sa culture doit étre développée. Une approche
microbiologique impliquant l'utilisation de rhizobactéries bénéfiques favorisant la
croissance des plantes (PGPR) semble étre une approche clé qui s'est avérée sans danger
pour l'environnement et peu colteuse (Naveed et al., 2014). Parmi de nombreuses
rhizobactéries utiles, les rhizobiums ont une fonction importante dans la promotion de la
croissance et le développement des plantes dans des situations de stress (Yadav et al.,
2021). Les rhizobia peuvent augmenter la disponibilité des nutriments dans la zone
racinaire, en particulier N et P, sécréter plusieurs hormones végétales, produire des
molécules qui inhibent les agents pathogenes, ainsi que modifier la chimie de la

rhizosphére impliquant le régulation des niveaux d'éthylene (Jaiswal et al., 2020).

Cependant, il existe des facteurs limitants qui restreignent I'utilisation d'inoculants
dans certaines régions. Les stress biotiques et abiotiques peuvent affecter I'efficacité du
produit, le rendant inefficace dans des cas tels que les sols pauvres en nutriments ou
déséquilibrés, la salinité, le stress hydrique, l'augmentation des températures, les
ravageurs et les maladies fongiques, entre autres (Das et al., 2017 ; Khan et al., 2017 ;
Samago et al., 2018). Pour contourner ces facteurs, plusieurs études dans le monde ont
été adressées pour mieux connaitre les propriétés intrinséques du PGPB, en cherchant a
comprendre leurs conditions optimales de croissance et leur interaction avec les plantes

hotes (Jiménez-Gomez et al., 2018 ; Singh et al., 2023). Des efforts ont également été



Introduction générale

déployees pour améliorer I'efficacité des micro-organismes déja disponibles (Benidire
etal., 2017 ; Manasa et al., 2017). De plus en plus, les études visent a isoler, identifier
et évaluer la capacité des rhizobia a promouvoir la croissance des plantes avec un
potentiel de transformation en nouveaux inoculants microbiens, a utiliser dans des
conditions environnementales défavorables et stressantes, telles que les zones
fréquemment touchées par la sécheresse, les sols a faible disponibilité en éléments
nutritifs ou a salinité élevée (Koskey et al., 2017 ; Youseif et al., 2017).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre thése qui vise en premier lieu a réaliser
un isolement, une caractérisation et un screening des Rhizobia autochtones nodulant
I’arachide cultivée au Sahara Septentrionale Est Algérien. En deuxiéme lieux, une
sélection des meilleures souches fera 1’objet d’un essai de production d’inoculum. Ce

dernier sera testé sous diverses contraintes biotiques et abiotiques.

Le manuscrit de la these est organisé de la maniére suivante :

e Un premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique ayant trait a
I’association rhizobium-légumineuses, son établissement de la symbiose, son importance

et les techniques de production d’inoculum et d’inoculation ;

¢ Un deuxieme chapitre concerne 1’étude de la diversité phénotypique, physiologique et

symbiotique des rhizobia associées a 1’arachide ;

e Un troisiéme chapitre est consacré a la production d’inoculum rhizobien et a 1’essais

d’inoculation de ’arachide ;

. e Un quatriéme chapitre est dedié a 1’étude de la réponse de I’arachide, a I’inoculation

sous ’effet du stress salin ;

e Un cinquiéme chapitre concerne I’étude de la réponse de I’arachide a I’inoculation

sous stress hydrique.

e Un sixieme chapitre, quant a lui, traite 1’étude de la réponse de I’arachide a

I’inoculation sous I’influence d’une attaque fongique, cas du Fusarium oxysporum.
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I-1 Importance de ’azote

L'azote est un élément chimique indispensable au développement des organismes
vivants et occupe la quatrieme place en termes d'abondance dans le corps humain. Il joue
un réle fondamental en tant que constituant de nombreuses molécules biologiques telles
que les protéines et les acides nucléiques (Howarth., 2002 ; Wang et al., 2012). A I'état
moléculaire (N2), qui représente 79 % de I'atmosphére, I'azote est trés inerte et ne peut
pas étre directement assimilé par les plantes et les animaux. Cependant, il constitue I'un
des principaux facteurs limitant le développement de la vie, car tous les organismes
eucaryotes sont incapables de I'utiliser sous cette forme moléculaire (Kaye et Hart, 1997
; Galloway et al., 2003 ; Vitousek et al., 2010).

I-1-1 Fixation biologique de I’azote

En labsence d'influences humaines, les principaux processus naturels
responsables de la formation d'azote biodisponible sont la production de NOx par la
foudre, qui représente environ 5 Tg de N/an, et la fixation biologique qui se produit dans
les écosystemes terrestres et aquatiques, contribuant a hauteur de 198 Tg de N/an. Ces
deux processus sont considérés comme les seules sources de nouveaux composés azotés

dans I'environnement (Erisman et al., 2013 ; Fowler et al., 2013 ; Stocker et al., 2016).

La principale source d'azote dans le systeme "sol-plante-animal” provient de la
fixation biologique du diazote atmosphérique (N2), c'est-a-dire sa conversion en
molécules organiques assimilables. Seuls certains organismes procaryotes, tels que les
bactéries et les archées appelés diazotrophes, sont capables de réduire le diazote
atmosphériqgue en ammoniac grace a une enzyme appelée nitrogénase. Cet azote
organique se retrouve ensuite dans les micro-organismes et les tissus végétaux, et peut
étre utilisé pour la formation des tissus animaux. Finalement, il retourne dans le sol, soit
par la mort des organismes, soit par l'excrétion (Mduller et Clough, 2014). Les
diazotrophes se trouvent dans différents habitats, soit de maniére libre (sols, eau, air,
etc.), soit en interaction avec des organismes eucaryotes, notamment dans la rhizosphére
des plantes, ou encore en symbiose avec d'autres organismes capables de fixer I'azote
(Dixon et Kahn, 2004 ; Genermont et Cellie, 2016).

Les etudes phylogénétiques basées sur I'ADN ribosomique 16S des eubactéries
ont révélé que les capacités de fixation de l'azote sont présentes dans de nombreux

groupes bactériens. Cette capacité de fixation de I'azote semble donc étre trés ancienne et
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a probablement joue un role crucial dans I'établissement et le maintien de la vie sur Terre
(Raven et Edwards, 2001). Dés les premiers stades de I'histoire de notre planéte, les
micro-organismes ont développé la capacité d'utiliser des enzymes pour convertir le N2
en NHs* (McRose et al., 2017).

I-2 Symbiose rhizobiums- arachide

I-2-1 Origine et systéematique de I’arachide (Arachis hypogaea L.)

Communément appelée arachide ou cacahuéte (Peanut ou Groundnut en anglais),
noix de singe ou noix de terre en raison du développement de sa graine sous le sol
(Sanders, 2003), I'arachide est une plante herbacée annuelle largement appréciée pour sa
valeur alimentaire et industrielle. Elle est cultivée dans les zones agro-climatiques
tropicales et subtropicales d'Asie, d'Afrique et des Amériques (FAO, 2010 ; USDA,
2012).

L'arachide est originaire d’Amérique du Sud (Gregory et al., 1980). Le centre
d'origine du genre Arachis est tres probablement situé dans la région centre-sud du Breésil,
a l'est des Andes, dans une zone qui s'étend du sud-est de la Bolivie au nord-ouest de
I'Argentine, au nord du Paraguay et a lI'ouest du Mato Grosso au Brésil. C'est dans cette
région que l'espéce sauvage Arachis monticola, considérée comme son ancétre probable,
est largement présente (Jarvis et al., 2003 ; Ferguson et al., 2005). On a suggéré que
Arachis hypogaea était le résultat d'un croisement entre Arachis cardenasii et Arachis
batizocoi, les deux parents étant présents en Bolivie (Sanders, 2003). Elle aurait été
domestiquée il y a plus de 3 500 ans. Au XVle siecle, les Portugais I'ont introduite en
Afrique, en Inde et en Extréme-Orient a partir du Brésil.
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La classification de 1’arachide selon Linné (1973) est décrite comme suit :

Régne Plantae
Super Embranchement  Spermaphytes
Sous-Embranchement  Angiospermes
Classe Magnoliopsida (dicotylédones)
Sous-classe Rosidae
Ordres Fabales
Famille Fabaceae
Sous-famille Papilionoidaea J
Genre Arachis
Figure 1 : Schéma descriptif de la
Espece hypogaea L. 1753

plante d’arachide (Demol, 2005)

Les caractéristiqgues morphologiques les plus distinctives du genre Arachis sont
ses structures souterraines, y compris les fruits, les structures rhizomateuses, les systemes
racinaires et les hypocotyles (voir figure 1). Cette plante, mesurant de 20 a 90 cm de
hauteur, peut avoir une tige dressée ou rampante, et présente des caractéristiques

spécifiques rapportées par Hekimian (2009) :
- Un systéme racinaire pivotant avec des ramifications latérales ;
- Plusieurs tiges, dont une principale et des ramifications ;

- Des feuilles composées de couleur verte plus ou moins foncée, avec une structure

pennée et portant deux ou trois paires de folioles membraneuses ;
- Des épis de 3 a 5 fleurs completes et sessiles de forme papilionacée et de couleur jaune ;

- Un fruit qui se développe dans le sol a une profondeur de 3a5 cm.

I1-2-2 Importance de ’arachide

L'arachide, une espéce oléagineuse, est I'une des rares légumineuses a produire
des fruits souterrains largement utilisés dans le monde (Mayeux, 1999). Elle est riche en
lipides (44 % a 56 %), en protéines (22 % a 30 %), en glucides (5 % a 12 %), en fibres (3
%), en potassium, en phosphate et en magnesium (Conkertone et al., 1989). Des études
menées aux Etats-Unis ont démontré qu'une consommation bihebdomadaire d'arachides
aux Etats-Unis ont démontré qu'une consommation bihebdomadaire d'arachides et/ou de

produits dérivés améliorait la qualité des régimes alimentaires (Griel et al., 2004). Cette
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amélioration se traduisait par une augmentation de l'apport en protéines, en matiéres
grasses totales, en acides gras polyinsaturés et monoinsaturés, en fibres, en vitamine E, en
acide folique, en sels minéraux (calcium, magnésium, zinc et fer), ainsi qu'une
augmentation globale de I'apport énergétique. De plus, des études medicales ont montré
que la consommation de noix en genéral, et d'arachides en particulier, réduisait les risques
de maladies cardiovasculaires (Fraser, 2000 ; Albert et al., 2002).

Gréace a sa teneur en huile, a son adaptabilité, & sa capacité a restaurer la fertilité
des sols et a son utilisation dans I'alimentation animale, I'arachide est une excellente
plante oléagineuse. Elle est utilisée sous différentes formes pour I'alimentation humaine
et animale (Adrian et Jacquot, 1968). Dans I'alimentation humaine, elle est consommée
de diverses maniéres : arachides bouillies ou grillées en coque, arachides décortiquées
grillées et consommeées nature ou enrobées de sucre, beurre d'arachide, huile d'arachide,
farine d'arachide. Dans l'alimentation animale, les fanes (tiges et feuilles) de I'arachide
ainsi que les tourteaux (sous-produits de I'extraction de I'huile) sont utilisés comme
sources protéiques de haute qualité. Les pellicules d'arachide sont souvent utilisées en
remplacement du son de blé dans les rations animales. De plus, I'huile d'arachide de
seconde extraction est utilisée dans l'industrie du savon, et les cogques peuvent étre brilées

pour produire de I'énergie (Foncéka, 2010).

1-2-2-4 Production mondiale de ’arachide

L'arachide, qui est la douzieme culture végétale la plus cultivée au monde, est
présente sur tous les continents, dans environ 120 pays, avec une superficie totale de
31,17 millions d'hectares et une production de 45,84 millions de tonnes. Sa valeur de

production est estimée a environ 23,9 milliards de dollars américains (FAOSTAT, 2013).

Les principaux pays producteurs sont, par ordre d'importance, la Chine, I'Inde, le
Nigeria et les Etats-Unis d’Amérique. Ces quatre pays représentent a eux seuls plus de 65

% de la production mondiale.

I-2-2-5 Production de I’arachide en Algérie

Selon Kraimat (2018), malgré son importance économique, la culture d’arachide
reste pratiquée a petite échelle ce qui a imposé sa grande importation. Cing wilayas du

pays sont productrices, et les surfaces dédiées a cette culture sont principalement
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localisées au Nord-est (El-Taref, Skikda), au Sud (Ghardaia, Adrar et EI-Oued). La
culture est menée durant la période estivale, avec un choix de génotypes destinés a la

consommation.

En Algérie, la productivité reste faible et en fluctuation permanente d’une année a
une autre. Le rendement moyen de I'arachide ne dépasse pas 20 gx/ha sur une surface de
3391 ha (FAO, 2018). Sa culture na pas connu d'évolution significative depuis 1995 a
2015 tant sur le plan des superficies cultivées que des productions (MADR, 2015).

Les faibles rendements de I’arachide peuvent, en partie, étre attribués a la
mauvaises qualité des sols Algériens, a la non disponibilité des semences de qualité, ainsi
qu’aux pratiques culturales peu adaptées. Selon Touil, (2017), plusieurs facteurs peuvent
promouvoir le développement de cette culture, qui seront a l'origine de I’augmentation
des rendements comme ; le respect de la rotation, les travaux de préparation du sol,
l'utilisation de semences saines, la fertilisation, la conduite de l'irrigation et les

traitements phytosanitaires.

I-2-2-5-1 Cas de la wilaya de Ghardaia

Dans la wilaya de Ghardaia, la culture de I'arachide se déroule encore selon des
méthodes traditionnelles, principalement sur de petites exploitations familiales. Les
agriculteurs utilisent des semences a faible rendement et disposent d'une faible expertise

technique. L'introduction de cette culture dans la région remonte aux années 1930.

Lors de la campagne arachidiere de 2021, une production de 7450 quintaux
d'arachide a été enregistrée. La campagne s'est concentrée sur 400 hectares de terres
sablonneuses irriguées, réparties dans plusieurs localités. Les détails de la répartition de
la culture de I'arachide dans la région sont présentés dans le tableau 1 (DSA, 2021).
Tableau 1: La répartition de la culture de I’arachide dans la wilaya de Ghardaia
(DSA, 2021).

Commune Superficie (ha)
Sebseb 324

Mansoura 55 ha
Hassi-Lefhal 14 ha

Daya Ben-Dahoua 5 ha
El-Menea 2 ha
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I-2-5 Les rhizobia nodulant I’arachide

L'arachide (Arachis hypogaea L.) est considérée comme une espece trés
promiscue du fait qu'elle est nodulée par un grand groupe de rhizobia non apparentés
capables de noduler un groupe diversifié de légumineuses (Sharma et al., 2016). 18%
des rhizobiums a croissance rapide et lente isolés du niébé sont capables de former des

nodules efficaces avec I'arachide (Thies et al., 1991 ; Mpepereki et al., 1996).

Malgré son importance agronomique et économique, les études sur les rhizobia
nodulant l'arachide sont rares ; les exemples incluent ceux exécutés en Argentine
(Taurien et al., 2006 ; Bogino et al., 2006), en Afrique (EI-Akhal et al., 2008 ; Law et
al., 2007) et en Chine (Zhang et al., 1999). L'arachide forme principalement des nodules
racinaires efficaces avec les Bradyrhizobia. Plusieurs études ont montré une diversité
phénotypique et génétique des isolats des bradyrhizobia nodulant des arachides (Li et al.,
1999 ; Zhang et al., 1999), qui peuvent étre nodulés par plusieurs especes comme
Bradyrhizobium  japonicum, Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium lablabi,
Bradyrhizobium yuanmingense, Bradyrhizobium iriomotense, Bradyrhizobium arachidis
et Bradyrhizobium zhengyangense (Taurian et al., 2006 ; EI-Akhal et al., 2008 ; Munoz
etal., 2011 ; Chang et al., 2011 ; Wang et al., 2013 ; Zhang et al., 2023). L'arachide est
également nodulée par des rhizobiums a croissance rapide tels que Rhizobium giardini,
Rhizobium tropici, Rhizobium pakistanensis et Rhizobium pongamiae (Khalid et al.,
2014 ; de Lyraet al., 2013 ; Pandey et Chakraborty, 2019).

I-3 Stratégies permettant d’établir des symbioses rhizobium-légumineuse

La mise en place de la symbiose rhizobienne peut se diviser en trois grandes

étapes:

I-3-1 Préinfection

L'organogenése des nodules comporte plusieurs étapes qui débutent par un
dialogue moléculaire, nécessaire a la reconnaissance mutuelle entre la plante et ses
symbiontes (Oldroyd, 2013 ; Lindstrom et al., 2015). Ce dialogue est initié par la plante
qui, en condition de carence azotée, diffuse dans la rhizosphere des composes
phenoliques chimioattractifs (flavonoides), reconnus par les bactéries présentes dans
I'environnement racinaire proche (Weston et Mathesius, 2013 ; Tohge et al., 2017). Ces
molécules sont excrétées par le systéme racinaire des plantes et représentent les premiers

signaux perceptibles par la microflore de la rhizosphere (Ménchgesang et al., 2016). Ces
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flavonoides remplissent plusieurs fonctions déterminantes. Tout d’abord, ils attirent les
rhizobia vers les racines des plantes, puis induisent chez les rhizobia I'activation de
I’expression des geénes de nodulation (géne nod), ce qui se traduit par la syntheése des
lipochitooligosaccharides (LCO), molécules clefs également connues sous le nom de
facteurs Nod (Van Damme et al., 2004). Plusieurs molécules telles que des lectines sont
produites par la légumineuse afin d’attacher les bactéries au niveau des racines (Van
Damme et al., 2004). Les rhizobia possédent également des exopolysaccharides (EPS) et
des lipopolysaccharides (LPS) de surface qui sont essentiels au bon déroulement de
I'interaction (Gibson et al.,, 2008). Avant de pénétrer les tissus racinaires des
légumineuses, les rhizobia colonisent la surface racinaire sous forme d’un biofilm
microbien (Wisniewski-Dyé et Downie, 2002). Les adhésines bactériennes et les lectines
vegétales de la paroi cellulaire favorisent I'adhésion des bactéries a la surface de la racine
(Van Rhijn et al., 2001). La perception du facteur Nod bactérien entraine généralement
des réponses morphologiques, physiologiques et moléculaires distinctes et
spatiotemporelles dans les racines, aboutissant a la formation des nodules.

I-3-1-1 Bases moléculaires de la préinfection chez I'arachide

La plupart des espéces de rhizobia au sein des o- et B-protéobactéries forment des
symbioses nodulaires racinaires (SNR) par NF-dépendant en utilisant les facteurs Nod

pour établir une symbiose avec les plantes (Ibafiez et al, 2011).

A quelques exceptions chez les légumineuses tempérées comme Aeschynomene
sp., Sesbania sp. et Arachis sp, les facteurs Nod ne sont pas nécessaire, et les rhizobiums
utilisent d'autres stratégies, (Masson-Boivin et Sachs, 2018, Sharma et al., 2020). Chez
I'arachide, deux peut modes différents de symbioses nodulaires racinaires (SNR) ont été
signalé : (i) NF-dépendant et (ii) NF-indépendant (Guha et al., 2016 Chaintreuil et al.,
2016). Ce dernier mode, implique I’utilisation d'effecteurs (une molécule de type
cytokinine) capables d’activer la voie de signalisation symbiotique commune et d’établir

une symbiose fixatrice d’azote (Okazaki et al., 2016, Masson-Boivin et Sachs, 2018).

Cependant, bien qu'il soit principalement décrit comme une légumineuse NF-
dépendante, I’arachide conserve une forme résiduelle et moins efficace de symbiose NF-

indépendante (Guha et al., 2022).

10



CHAPITRE |

1-3-2 Voies d'invasion bactérienne

Chez les légumineuses, lors de la symbiose nodulaire, I'invasion rhizobienne peut
suivre trois voies d'entrée qui sont déterminé par I'héte : (1) a travers les poils absorbants,
(2) a travers les plaies, en particulier 1a ou les racines adventives apparaissent, et (3) entre

des cellules épidermiques intactes.

Le mode dinfection et les différents types de nodules formés chez les
légumineuses sont illustrés dans la figure 2. Invasion des poils absorbants, qui conduit a
la formation d'un cordon d'infection entrainant I'enroulement des poils absorbants qui
emprisonne les bactéries dans une boucle, permettant leur entrée dans les poils absorbants
par I'nydrolyse des parois cellulaires et I'invagination de la membrane (Figure 3). C’est le
mécanisme le mieux étudié impliqué dans la nodulation racinaire (Brewin, 2004). Le
cordon pénétre dans le cortex racinaire et se ramifie, il traverse les cellules corticales pour
atteindre les ébauches nodulaires ou primordium, ou les bactéries sont libérées a
I'intérieur des cellules (Gage, 2004). Le primordium se transforme ensuite en nodule,
alors que les rhizobia se différencient en bactéroides, séparés du cytoplasme des cellules
végétales par une membrane péribactérienne d'origine végétale. L unité fixatrice d’azote
formée par le bactéroide, 1’espace et la membrane péribactéroidiens est appelé
symbiosome (Jones et al., 2007). Cette invasion se produit chez les membres des sous-
familles de légumineuses Mimosoideae et Papilionoideae, comme le pois, le soja, la
vesce, la luzerne...  Cependant, chez Arachis hypogaea, Stylosanthes sp. et
Aeschynomene sp., les structures similaires aux cordons d'infection n'ont jamais été
observées (Chandler, 1978).

11
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Figure 2: Mode d'infection et types de nodules chez les légumineuses
dont I'arachide (Sharma, 2020)

I-3-3 Processus impliqués lors de la symbiose racine-nodule de I'arachide

Chez larachide, le mécanisme d'invasion des rhizobia differe des autres
legumineuses (figure 3). La pénétration et la propagation des Bradyrhizobia dans le
cortex racinaire se produit, sans formation de cordon d’infection et implique une invasion
intercellulaire ou crack entry (Sprent, 2007). Dans certains cas une courbure des poils
latéraux a été observée lors d'une infection par des rhizobiums apparentés a 1’arachide, et
bien que les ces Rhizobia se soient avérées piégées dans cet endroit, mais cela n'a jamais
conduit & une progression du cordon d'infection comme chez d'autres légumineuses
(Vega-Hernandez et al., 2001, Paudel et al., 2020).

Dans les cellules corticales, les rhizobia se multiplient rapidement et les cellules
envahies se divisent a plusieurs reprises, donnant naissance au nodule. Cette infection
intercellulaire est considérée comme un ancien mécanisme d'invasion révolutionnaire, ce
qui pourrait étre la clé pour faciliter la transformation des non-légumineuses pour la
fixation biologique de l'azote (Oldroyd et al., 2011, Okubo et al., 2012a).

12
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Figure 3: Invasion rhizobienne ; a) par les fissures de I’épiderme, b) par les poils
absorbants (Sharma, 2020).

I-3-4 Développement et différenciation nodulaire

La réussite de I'organogenése nodulaire aprés internalisation bactérienne conduit a
la formation d'un nodule actif, un organe racinaire unique dédié a la fixation de I'azote
(Den Herder et Parniske, 2009). Le type de nodule formé dépend de la plante hote et
non pas de son symbionte. Généralement, les lIégumineuses tempérées (pois, luzerne,
trefle, etc.) forment des nodules indéterminés, tandis que les Iégumineuses tropicales
(arachide, soja, haricot, etc.) forment habituellement des nodules déterminés (Hirsch,
1992). Cependant, certaines plantes comme Sesbania rostrata peuvent former des
nodules des deux types en fonction des conditions environnementales. La distinction
entre les deux types de nodules se fait notamment selon le site d'initiation des divisions
cellulaires dans le cortex. Les nodules indéterminés se développent a partir des cellules
du cortex interne, tandis que les nodules déterminés se développent a partir des cellules

du cortex externe (Fernandez-Lopez et al., 1998).

Les nodules de I'arachide peuvent étre attribués morpho-anatomiquement sous le
type aeschynoménoides qui se développent a l'aisselle de I'émergence des racines
latérales et sont de nature déterminée, avec une forme oblatsphéroides, de 1 a 5 mm de
diamétre, la zone infectée n'est pas entrecoupée de cellules non infectée (Corby et al.,
1988). Apres que les cellules corticales envahies cessent de se diviser, la forme antérieure
en forme de batonnet des cellules rhizobiénnes se différencient en bactéroides sphériques
gonflés encapsulé individuellement dans des sacs membranaires péribactériens.

Etroitement emballés dans le cytoplasme des cellules corticales. Aprés I'établissement de

13



CHAPITRE |

nodules symbiotiquement fonctionnels, les bactéries différenciées convertissent le diazote
moléculaire en ions ammonium. Les bactéroides sont le siege du processus de la fixation

biologique de 1’azote pour la plante (Jones et al., 2007)

La leghémoglobine joue un rdle essentiel dans la régulation de la concentration
en oxygene a l'intérieur du nodule, maintenant une valeur tres faible d'environ 10 nM, ce
qui est compatible avec I'activité de la nitrogénase nécessaire a la fixation de lI'azote (Ott
et al., 2005). Une fois que les nodules sont matures et que le processus de fixation d'azote
est fonctionnel, ils prennent généralement une couleur rosée en raison de la présence de
leghémoglobine. En revanche, la présence de nodules blancs indique que la symbiose
n'est pas fonctionnelle (Valverde et al., 2005). La couleur rosée des nodules est donc un

indicateur visuel de leur activité de fixation d'azote.

I-3-5 La symbiose fixatrice d’azote en fonction des paramétres environnementaux

Les rhizobia sont capables de survivre pendant de longues périodes dans le sol et
peuvent se developper rapidement s'ils infectent une légumineuse compatible. Méme la
présence d'une seule bactérie peut conduire a la formation d'une nodosité fixatrice d'azote
contenant plus de 108 cellules bactériennes sur les racines des légumineuses (Chen et al.,
2008).

Cependant, I'état physiologique de la légumineuse hote joue un rdle crucial dans
le fonctionnement de la symbiose fixatrice d'azote (Zahran, 1999 ; Emamverdian et al.,
2015). Le potentiel de fixation d'azote d'une souche compétente de rhizobia, capable
d'établir une symbiose avec une légumineuse, ne peut pas étre optimal si sa plante héte

est soumise a des perturbations liées aux paramétres environnementaux (Zahran, 1999).

Ces perturbations peuvent se présenter sous la forme d'un stress salin, d'un pH du
sol défavorable, d'un excés ou d'un manque d’humidité, d'un dysfonctionnement de la
photosynthése, d'une infection par des phytopathogenes ou encore d'une exposition a des
toxicités métalliques (Brockwell et al., 1995). Ces observations sont en accord avec la
théorie selon laquelle "le niveau de production d'une culture ne peut pas dépasser le
maximum détermineé par le facteur limitant™ (Brockwell et al., 1995). En d'autres termes,
les conditions environnementales défavorables peuvent limiter la capacité de la plante a

tirer pleinement parti de la symbiose fixatrice d'azote avec les rhizobia.
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-4 Importance de I’inoculation

La fixation biologique de l'azote inorganique joue un role crucial dans la
production alimentaire durable et respectueuse de I'environnement. Les rhizobia sont
largement étudiés et considérés comme une priorité dans la recherche en biotechnologie
en raison de leur importance fondamentale pour la croissance des légumineuses et la
production alimentaire (Catroux et al., 2001). Grace a leur relation symbiotique avec les
rhizobia, les légumineuses sont capables de convertir I'azote atmosphérique en une forme
utilisable par les plantes. Cette capacité réduit la dépendance aux engrais azotés
chimiques, contribuant ainsi a la durabilité de Il'agriculture et & la préservation de

I'environnement.

La recherche en biotechnologie se concentre sur I'exploration et I'exploitation des
interactions entre les légumineuses et les rhizobia. Cela comprend l'identification et la
sélection de souches de rhizobia efficaces, adaptées a différentes espéces de
Iégumineuses, ainsi que l'amélioration des connaissances sur les mécanismes

moléculaires qui régissent cette symbiose.

En comprenant et en optimisant ces interactions, la recherche en biotechnologie
vise a ameéliorer les rendements des cultures légumineuses, a renforcer la sécurité
alimentaire et & promouvoir une agriculture durable. Les travaux dans ce domaine
contribuent a la recherche de solutions innovantes pour une production alimentaire
soutenue, tout en préservant les ressources naturelles et en réduisant [l'impact
environnemental.La fertilité du sol peut étre améliorée en incorporant légumineuses dans
le systeme de culture et/ou utilisation d'inoculants rhizobiens qui non seulement
augmentent la fixation d'azote mais améliorent également la fertilité du sol et la
production agricole a travers plusieurs autres attributs (Zahir et al., 2018).
L'incorporation des légumineuses a graines dans le systéme de culture peut également

étre utile pour améliorer la productivité des cultures céréaliéres.

De plus, les rhizobiums des nodosités racinaires non seulement fixent l'azote
atmosphérique en présence de légumineuse hote (Bhattacharyya et Jha 2012), mais
aussi favorisent et stimulent la croissance des cultures des légumineuses et céréaliéres,
augmentent le rendement et réduisent I'infection par des agents pathogénes, tout en

améliorant la tolérance aux stress biotiques et abiotiques (Sahara et Nehra, 2011,
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Tavares et al., 2018, Gauthier-Coles et al., 2019). Cela est di a d'autres
caractéristiques telles que la solubilisation et mobilisation des minéraux comme le
phosphore (Khan et al., 2010), production de sidérophores (Lebrazi et Fikri-
Benbrahim, 2018), production de phytohormones telles que l'auxine, la cytokinine, acide
gibbérellique et I'éthylene dans le sol (Kour et al., 2020c), acide cyanhydrique (HCN),
antibiotiques, enzymes hydrolytiques et exopolysaccharides (Duan et al., 2009 ;
Monteiro et al., 2012).

1-4-1 Développement de I’inoculation

L'inoculation de légumineuses est une vieille pratique agricole appliquée depuis
des siécles (Ahemad et Kibret, 2014). Traditionnellement, cette méthode impliquait un
transfert du sol entourant les racines et les nodosités de Iégumineuses et le mélanger

directement avec des semences (OCDE, 1995).

L'inoculation des rhizobia présente plusieurs avantages, tels que I'augmentation de
la nodulation, de I'absorption d'azote, de la physiologie de la plante, de la croissance des
tiges et des racines, ainsi que du rendement des cultures (Ahmad et al., 2013; Abou-El-
Hassan et al., 2020). Cependant, I'efficacité des inoculants peut varier considérablement
d'une souche a l'autre. Plusieurs facteurs influencent la quantité d'azote fixé, notamment
I'efficacité de la relation symbiotique entre la plante héte et le rhizobium, la capacité de la
plante hdte a accumuler l'azote, la disponibilité d'azote dans le sol, ainsi que les
contraintes environnementales liées a la fixation de I'azote (Van Kessel et Hartley, 2000
; Ogutcu et al., 2008 ; Allito et al., 2014).

L'inoculation des graines de légumineuses par les rhizobia est considérée comme
I'une des réussites majeures de la microbiologie appliquée du sol, avec des millions
d'hectares ayant été inoculés depuis le début de cette pratique (Naseer et al., 2019). En
2017, le premier inoculant a été produit pour l'arachide au Ghana, grace a un partenariat
avec le Brésil (figure 4). Un an apres I'établissement de la premiére usine industrielle de
production d'inoculant en Afrique, les producteurs d'arachides ont benéficié de ce produit,
et les résultats se sont révélés tres prometteurs (Santos et al., 2019). Cette avancée
représente une étape importante pour l'amélioration de la production alimentaire et la
promotion de l'agriculture durable, en favorisant une meilleure utilisation de l'azote

atmosphérique par les légumineuses.
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Figure 4 : Chronologie de quelques étapes importantes dans le développement des
inocula microbiens (Santos et al., 2019)

1-4-2 Production industrielle d'inoculum

Depuis plus d'un siecle, les inoculants de rhizobium et de bradyrhizobium sont
utilisés, et leur production commerciale a commencé en 1895 aux Etats-Unis et au
Royaume-Uni (Brockwell et Bottomley, 1995). De nos jours, ils sont fabriqués dans de
nombreux pays & travers le monde, sur tous les continents. Lors de la production
d'inoculants, trois principaux aspects nécessitent une attention particuliére : (i) la qualité
et le traitement du support utilisé, (ii) la pureté de la souche bactérienne, et (iii)
I'obtention d'un nombre suffisamment élevé de cellules dans le bouillon et le produit final
(Stephens et Rask, 1999).

1-4-2-1 Le choix du support

Un aspect important est le choix du support pour les micro-organismes, qui
devrait, entre autres, assurer une longue viabilité cellulaire et étre d'application facile
(Santos et al, 2019). Lors du choix d'un matériau brut pour servir de support a
I'inoculant, plusieurs criteres sont pris en compte, tels que la disponibilité, la qualité
réguliére et le codt. Il est essentiel que le matériau choisi favorise la croissance de la
bactérie souhaitée et maintienne une population bactérienne dans I'inoculant pendant une
durée adequate. Afin d'atteindre ces objectifs, le support doit présenter une capacité
élevée de rétention d'eau, une homogénéité chimique et physique, et surtout, il doit étre

non toxique pour la souche d'inoculant ainsi que pour I'environnement (Smith, 1992).
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1-4-2-2 Le choix de la souche

Le choix de la souche est primordial afin d'obtenir un inoculant de qualité. La
souche bactérienne sélectionnée a besoin d'étre compétitive avec les populations
indigénes du sol afin d'étre en mesure d'effectuer adéquatement la nodulation de leur
plante hote. Bien sir, elle doit étre exempte de toutes contaminations (Smith, 1992 ;
Stephens et Rask, 2000). Plusieurs travaux ont également constaté une variabilité entre
les sols en raison de conditions physiques et chimiques. Shishido et Pepper (1990) et
Sattar et al., (1995) rapportent que les souches les plus efficaces pour une culture
donnée, dans une région géographique donnée, sont souvent des souches isolées de cette
région. La base d'une telle réponse écosystémique a fait I'objet des études considérables

par des écologistes microbiens.

Utiliser simplement une souche présentant une fixation de N2 in vitro n'est pas
acceptable. L’inoculant doit présenter a la fois une fixation acceptable de N2 et une
compétitivité, pour que l'inoculant soit efficace. Pour tenter de surmonter les difficultés

souche/sol/cultivar, des produits multi-souches ont été étudies (Stephens et Rask, 2000).

1-4-2-3 Le choix du milieu de culture

Comme mentionné préceédemment, la production d'inoculants nécessite divers
éléments nutritifs. Différents milieux de culture sont disponibles pour répondre a ces
besoins (Burton, 1979). Dans le domaine de la biotechnologie, des recherches sont
constamment menées pour trouver des milieux alternatifs plus économiques. Des études
ont ainsi été réalisées sur l'utilisation de sous-produits de I'industrie laitiere (Bissonnette
et al., 1986), de l'industrie papetiére (Butt, 1992), des distilleries (Briardi et Ertola, 1985)
et des brasseries (Gondwe et al., 1999). Les boues générées par les stations de traitement
des eaux usées sont également explorées en tant que milieu de culture alternatif offrant
des conditions favorables a la croissance de Rhizobium. Ces sous-produits ou déchets
municipaux présentent I'avantage d'étre peu colteux, facilement accessibles et riches en
éléments nutritifs (Rebah, 2001 ; Reddy et al., 1983).
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1-4-3 Formulation d'un inoculant et les méthodes d’inoculation

Les inoculants sont normalement commercialisés sous trois formes différentes : en
liquide, en poudre ou sous une forme granulaire dans un support organique comme la
tourbe (Stephens et Rask, 1999).

1-4-3-1 Inocula solides

Tout d'abord il a été utilisé comme support inerte de la gélose et du sable, puis il a
eu recours a la tourbe, qui est devenue un standard dans ce secteur. De méme, d'autres
types de support (vermiculite, lignite, cellulose et certains déchets industriels) ont été
testés (Walter, 1992 ; Muniruzzaman, 1992 ; Ajay et al.,1996). Le choix de la tourbe
comme support pour inoculants est dd a sa richesse en matiere organique, qui constitue
une source importante de nutriments pour les micro-organismes. Elle offre également une
protection physique aux micro-organismes contre les adversités du sol et permet une
meilleure survie des cellules dans des conditions de restriction hydrique et de
températures élevées (Hungria et al., 2000a). Selon Bashan et al., (2014), les résidus
industriel et sous-produits agricoles tels que la canne a sucre, la bagasse, la sciure ou les
déchets de brasserie peuvent étre utilisés comme supports pour l'inoculation de micro-
organismes. Cependant, la principale limite a I'utilisation de ces matiéres premieres est
leur composition peu cohérente, ainsi que des difficultés de stérilisation (Santos et al.,
2019).

Dans le processus d'inoculation des graines avec de la tourbe, il est essentiel
utiliser des adhésifs pour aider a coller ce support aux graines ; comme la gomme
arabique ou bien une solution de saccharose a 10 % (Hungria et al., 2000a). L’inoculum
a base de tourbe doit étre emballé dans des sacs en polyéthyléne stérilisé ou en
polypropyléne, ce qui préserve 'humidité mais garantit 1’échange de gaz avec le milieu
extérieur (Hungria et al., 2005). Cependant, la sur I'exploitation des tourbiéres, peut
entrainer de graves impacts environnementaux, y compris les émissions de CO». De plus,
dans des pays ou il y a peu de tourbiéres, I'importation de ce matériau est nécessaire, ce

qui augmente les codts de production (Ribeiro et al., 2013).

19



CHAPITRE |

I-4-3-2 Inocula liquides

Les formulations liquides ont commence a gagner de la place, surtout a partir de la
fin des années 1990. Au Brésil, le premier I'inoculum liquide a été approuvé par le
Ministére de I'Agriculture a usage commercial en 2000, et une décennie plus tard preés de
80 % des inocula vendus dans le pays étaient en formulations liquides ; une proportion
similaire est trouvée en Argentine (ANPII, 2018). Les inoculants liquides sont constitués
de cultures microbiennes en suspension dans un milieu liquide riche en nutriments et en
protecteurs cellulaires. Ils sont faciles a manipuler et compatibles avec le semis mécanisé.
Un autre avantage est la facilité de stérilisation, favorisant/facilitant I'absence de
contaminants et, par conséquent, permettant une concentration cellulaire plus élevée
(Bashan et al., 2014 ; Cassan et al., 2015)

En plus de l'inoculation des graines, les inoculants liquides permettent des
méthodes d'application alternatives, telles que dans le sillon, et par pulvérisation sur le sol
ou par application « foliaire » (Campo et al., 2010 ; Fukami et al., 2016 ; Moretti et al.,
2018). L'inoculation dans le sillon peut étre avantageuse pour atténuer l'impact des
pesticides utilisés pour le traitement des semences au contact de la bactérie (Campo et
al., 2010).

I-4-3-3 Inocula granulaires

Commercialisés depuis 1975, les granulés peuvent étre fabriqués par
I’imprégnation des bouillons de culture sur des granulés préformés (l'alginate et le
polyacrylamide, minéraux ou polymeres hydrophiles) qui absorbent I'inoculant dans la
matrice granulaire. Les produits granulaires sont classés dans une gamme de tailles de
particules allant de 0,5 mm a 5 mm de diameétre. Les particules les plus petites sont
meilleures pour la distribution des rhizobiums sur une zone de culture (Howieson et
Dilworth, 2016). Utilisation de granule d'argile séche permet le maintien de la survie des
cellules rhizobiales et leur protection de la dessiccation dans une matrice argileuse et
organique, analogue a la fagon dont les rhizobiums existent naturellement dans de
nombreux sols. La survie dans le support d'argile a été liée a la formation d'une couche
protectrice autour des cellules par des minéraux argileux en raison de la charge de surface

interactions (Santos et al., 2019).
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Les bradryrhizobiums survivent en géneral en plus grand nombre dans les argiles
acides, tandis que les espéces de rhizobium a croissance plus rapide préferent les argiles
alcalines. Le nombre de rhizobia par gramme est généralement plus faible dans les
granules d'argile séche que dans les granules humides, diminuant d'environ 10° par g au
mélange & 107 par gramme lorsqu'il est sec (Howieson et al., 2013). Les granulés ont
généralement une teneur en humidité inférieure a celle des inoculants de tourbe et ont
donc l'avantage de ne pas nécessiter de réfrigération. Certains granulés secs se sont
révelés efficaces pour introduire des inoculants dans les sols secs en protégeant les

cellules rhizobiales jusqu'a I'arrivée des pluies (Loi et al., 2012).

La méthode d'encapsulation la plus utilisée, consiste & mélanger goutte a goutte
avec un polymeére adjuvant, capable de provoquer la solidification, ce qui donne des billes
solides a haute concentration cellulaire. Les inoculants granulaires sont pratiques a
utiliser car ils peuvent étre appliqués directement sur le sol et il n'est pas nécessaire de
préparer des bouillies adhésives pour inoculer. Les granules sont mis en contact avec les
graines au moment du semis et les bactéries sont lentement libérées (Howieson et
Dilworth, 2016). lls sont biodégradables et n'ont pas dimpact sur l'environnement.
L'encapsulation protege les cellules des hautes températures et des contraintes
environnementales. Encore une fois, les facteurs économiques ont toujours représenté le
principal obstacle a I'évolution de la production industrielle (Bashan et al., 2002 ; Date
2001).

I-4-3-4 Inocula lyophilisés

Comme I'un des défis de la production des inoculants est de maintenir la viabilité
des cellules pendant une longue période, la lyophilisation et la congélation des cellules
microbiennes sont apparues comme des possibilités pour surmonter ce probléme. Le
processus de lyophilisation consiste a éliminer I'eau intracellulaire, a réduire I'activité
métabolique et & augmenter la durée de vie microbienne. La culture de cellules séches
doit étre mélangée avec une formulation liquide ou en gel au semis. Le grand obstacle a
la production commerciale d'inoculants avec des micro-organismes lyophilisés est le colt
de production élevé car il nécessite un équipement spécialisé et une main-d'ccuvre
qualifiée (Williams 1984). De plus, le temps et les conditions nécessaires a la

récupération des cellules dans des formulations liquides ou en gel représentent des
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obstacles a I'adoption d'inoculants par les agriculteurs, notamment les grands arcs

cultivés, comme pour la culture du soja en Amérique du Sud (Hungria et al., 2005).

1-4-3-5 Inocula mixtes

La grande majorité des premiers inoculants fabriqués ne contenait qu'une seule
espece de micro-organisme, et en général une souche, celle avec les meilleurs résultats
d'inoculation pour une culture particuliére. Les exceptions comprenaient un maximum de
deux micro-organismes « du méme type ». L'utilisation de deux souches dans le méme
inoculant augmenterait les chances de former des nodules efficients avec la léegumineuse
(Hungria et al., 1994 ; Hungria et Mendes, 2015).

Particuliéerement au cours de la derniére décennie, l'utilisation d'inoculants
contenant des micro-organismes de "type différent” s'est développée. L'idée est de
combiner des souches ou des especes agissant dans différents processus microbiens, de
sorte que les avantages combinés de chacune se traduisent par des rendements plus élevés
(Hungria et al., 2015). Des exemples d'inoculants mixtes sont ceux qui associent des
micro-organismes dont les principaux objectifs sont la production de bactéries fixatrices
d’azote (BFN) (Bradyrhizobium spp., Rhizobium spp.) et production de phytohormones
(Azospirilum spp., Pseudomonas spp.), la solubilisation du phosphate (Bacillus spp.) ou
lutte biologique (Pseudomonas spp., Bucillus spp.). Si les micro-organismes ne peuvent
étre réunis en un seul produit, ils sont fabriqués séparément et les sachets contenants
chacun sont vendus dans le méme emballage (Souza et Ferreira 2017 ; Nogueira et al.,
2018).

L'application d'inoculants mixtes est généralement appelée co-inoculation ou
inoculation mixte et il est actuellement possible de trouver des co-inoculants pour
plusieurs cultures sur le marché. L'efficacité de la co-inoculation est étroitement liée a la
bonne sélection des souches, & la concentration cellulaire de chacune, a la méthode
d'inoculation (appliquée a la semence, foliaire, en sillon), et au génotype de la plante. Par
conséquent, des recherches sont nécessaires pour générer des connaissances visant a la
production de nouvelles formulations d'inoculants commerciaux avec des bactéries
mixtes (Cassan et al., 2015), et sur des méthodes alternatives d'application d‘inoculants

et de molécules microbiennes (Campo et al., 2010 ; Fukami et al., 2016).
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De grands efforts ont été déployés par plusieurs industries pour developper de
nouveaux produits capables de répondre aux nouvelles exigences du marché et
compatibles avec les nouvelles technologies (Hungria et al., 2013). La tendance pour
cette prochaine décennie est dappliquer des investissements considérables dans
I'innovation, a la recherche de nouvelles formulations d'inoculants pour atteindre le

marché en croissance constante avec les meilleurs (Santos et al., 2019).
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Introduction

Les plantes de la famille des Fabaceae, telles que I'arachide, jouent un role crucial
dans le maintien de la productivité des systemes agricoles grace a leurs symbioses avec
les bactéries fixatrices d'azote (BNF). Ces symbioses permettent de convertir l'azote
atmosphérique en ammonium directement assimilable par les plantes, contribuant ainsi a
la disponibilité d'azote dans le sol (Okito et al., 2004). En particulier, I'association entre
I'arachide et les Rhizobia a un impact trés bénéfique sur la fertilité des sols, apportant
environ 40,9 kg d'azote par hectare (Andre, 2016). Cette capacité a fixer l'azote
atmosphérique constitue un avantage majeur pour l'agriculture durable et la gestion des
ressources en azote. Bien que l'arachide présente une large adaptation a plusieurs
conditions du sol, cependant le rendement en gousses dépend largement de la
disponibilité du phosphore et de 1'azote. La fixation biologique de 1'azote représente ainsi
une alternative économique et écologique (Melo et al., 2016) qui peut étre maximisée par
I'utilisation d'inoculants contenant des souches rhizobiennes efficaces (Sizenando et al.,
2016 ; Valetti et al., 2016).

De plus, malgré I'importance de I'arachide pour les systemes agricoles des régions
arides du Sud-est algérien, il existe peu d'informations concernant a la fois la biodiversité

et I'efficacité symbiotique des rhizobia indigenes qui lui sont associées dans ces régions.

Pour cette raison, cette étude vise pour la premiere fois, a évaluer la biodiversité
phénotypique, physiologique et symbiotique des rhizobiums associés a I’arachide cultivée
dans les sols des régions de Ghardaia et de Ouargla. L'identification et la sélection des
souches indigenes les mieux adaptées aux conditions environnementales des régions
d’étude serviront dans la formulation d'inoculants appropriés pour améliorer le rendement

de cette culture.

I1. Isolement des rhizobiums a partir des nodules

Compte tenu de lI'importance des informations sur les populations de Rhizobiums
indigénes par rapport a I'amélioration des pratiques de gestion agricole, nous avons
effectué une caractérisation phénotypique et physiologique des rhizobiums isolés a partir

de nodules racinaires de plantes.
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11- 1 Méthodes d’échantillonnage et de conservation des nodules

Pour obtenir une collection de rhizobiums, des plantes d’arachide ont été récoltées
a partir de plusieurs sites situés dans les régions de Ghardaia et de Ouargla, entre les
annees 2013-2015 (tableau 2), en période automnale ou les nodules sont bien développés
et visibles au niveau des racines. Les nodules sont également obtenus indirectement, par
piégeage, sur des échantillons de sols collectés d’exploitations ayant été cultivées en
arachide.

Tableau 2 : Données géographiques et années d’échantillonnage.

Régions | Sites Code Positions Type Années
d’étude | d’échantillonnage | des géographique d’échantillonnage | D’échantillonnage
stations
Ouargla | ITDAS (Hassi HBA Lat.32°00°76*°N Piégeage a partir | Novembre 2014
Ben Abdallah) Long. 5°46°27’E du sol
Ghardara | Mansoura EMA Lat.31°95°50*°N Piégeage a partir | Novembre 2013
Long. 3°61°13”’E du sol
Ghardaia | Mansoura El Lat.31°95°97’N Collecte des Novembre 2015
Long. 3°64°23”’E nodules in situ
Ghardaia | Mansoura E2 Lat.31°95°50”’N Collecte des Novembre 2015
Long. 3°64°28”’E nodules in situ
Ghardaia | Sebseb S1 Lat.32°14°04’N Collecte des Novembre 2015
Long. 3°67°48”’E nodules in situ
Ghardaia | Sebseb S2 Lat.32°15°70”’N Collecte des Novembre 2015
Long. 3°58°03”’E nodules in situ
Ghardaia | Sebseb S3 Lat.32°4°45°N Collecte des Novembre 2015
Long. 3°33’1.1"E nodules in situ
Ghardaia | Sebseb (exp BDJ Lat.32°12°15.4’N Collecte des Novembre 2014
Boudjlel) Long. 3°30°16.6’E | nodules in situ
Ghardaia | Sebseb (exp Hadj | HK Lat.32°11°9.8°N Collecte des Novembre 2014
kara) Long. 3°33°6.5’E nodules in situ
Ghardara | Sebseb SR Lat. 32°17°01°N Piégeage a partir | Novembre 2013
Long. 3°57°52”’E du sol

La collecte des plantes sur le terrain se fait en suivant la méthode décrite par
Vincent (1970), qui consiste a creuser autour de la tige sur environ 15 cm de diametre et
20 cm de profondeur afin d'extraire I'ensemble du systéme racinaire. Les racines sont
ensuite placées dans des sachets et transportées au laboratoire pour procéder a la

dissociation des nodules.

Pour ce qui est des cultures en pot, des échantillons de sol ont été prélevés dans la
zone des 20 premiers centimétres de profondeur, avec des sols ayant déja été cultivés
avec de l'arachide. Une partie du sol prélevé a été répartie dans des pots en plastique de 3
litres de volume (voir photo 1). Dans chaque pot, trois graines ont été semees.
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Photo 1 : Piégeage et collecte des nodules in situ.

Selon la méthode décrite par Gourret et Rubulier (1985), les racines des plantes
sont d'abord rincées a I'eau du robinet afin d'éliminer les impuretés. Ensuite, les nodules
sont détachés des racines a une distance d'environ 1 a 2 cm de leur point d'attache. Une
deuxiéme phase de rincage est effectuée, suivie d'un séchage des nodules a l'aide de
papier filtre. Pour assurer leur conservation, les nodules sont ensuite placés dans des
tubes contenant du CaCl, et desséchés. Les tubes sont étiquetés et portent des

informations telles que le lieu et la date de prélévement (figure 5).
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Figure 5 : Conservation des nodules par dessiccation.

I1-2-1solement et conservation des Rhizobia

Pour proceder a l'isolement des bactéries, trois a quatre nodules sont prélevés a
partir de chaque plante, conformément a la méthode décrite par Chen et al. (2014). Les
nodules sélectionnés sont réhydratés en les placant dans des tubes a essais contenant de
I'eau distillée pendant plusieurs heures. Ensuite, ils sont soumis a une désinfection
superficielle en les plongeant dans de I'éthanol a 95° pendant 30 secondes. Par la suite,
les nodules sont immergés dans une solution d'hypochlorite de sodium NaClO (2,5 %
v/v) pendant 5 minutes, suivis d'une série de dix rincages avec de I'eau distillée stérile,
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conformément a la méthode décrite par Beattie et Handelsman (1989). Toutes les
operations sont effectuées dans des conditions microbiologiquement contr6lées pour

prévenir toute contamination.

Aprés avoir écrasé individuellement séparément les nodules dans quelques
gouttes d'eau distillée stérile a I'aide d'une spatule stérile, le jus de chaque nodule a été
délicatement étalé sur une boite de Pétri contenant le milieu gélosé YEMA (Yeast Extract
Mannitol Agar) selon la technique des quatre quadrants décrite par Vincent (1970). Les
boites ont ensuite été incubées & 28°C dans un incubateur.

Les colonies qui ont bien poussé et qui étaient bien individualisées ont été repiquées
successivement sur de nouvelles boites jusqu'a I'obtention d'une culture pure et
homogeéne. Les colonies ainsi purifiées ont été conservées a long terme en utilisant deux
méthodes : au congélateur dans du glycérol (80%) et au réfrigérateur dans des tubes
inclinés contenant le milieu YEMA supplémenté de CaCOs3 (3 g/l) selon les protocoles
décrits par Vincent (1970) et Beck et al. (1993

11-3- Authentification des isolats

Le test d’authentification, autrement appelé test de nodulation, permet d’une part
de confirmer que les isolats sont bien des rhizobiums, et d’autre part d’évaluer la capacité
de ces derniers a produire des nodules efficaces sur les racines de la plante héte. Ce test
permet d’évaluer le pouvoir nodulant des isolats obtenus par inoculation des plantules
d’arachide dans des conditions d’asepsie totale (Vincent, 1970 ; Beck et al., 1993). Cette
capacité est un critere de base pour l'authentification des isolats.

11-3-1-Préparation des jarres de Léonard

Pour ce test, des bouteilles en plastique ont été utilisées. Elles ont été coupées en
deux compartiments. La partie supérieure de chaque bouteille a été remplie de sable
déminéralisé stérile, tandis que la partie inférieure a été remplie d'une solution nutritive
dépourvue d'azote selon le protocole de Fahraeus (1957) (Annexe 1). Les deux parties de
la bouteille ont éte reliées par un cordon stérile qui permet un apport continu de la

solution nutritive dans la partie supérieure (Figure 6).
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Figure 6 : Assemblage de Jarres de Léonard (Vincent, 1970).
11-3- 2 Désinfection des graines et semis

Les graines ont été désinfectées en surface par immersion dans I'hypochlorite de
sodium a 6% pendant 5 mn, puis dans l'alcool a 95° pendant 15 secondes. Au final, une
série de 7 ringages a l'eau distillée stérile est effectuée pour enlever les traces de 1 ‘eau

javel et de 1’alcool.

Apres desinfection, les graines ont été placées dans des boites de Petri contenant
du papier filtre imbibé d'eau distillée stérile et mises a germer dans un incubateur, a
I'obscurité, a une température de 25°C jusqu'a la germination. Les graines germées
(Figure 6) ont ensuite été transférées dans des pots remplis de sable stérile, a raison d’une
graine par pot. Les pots ont été ensuite placés dans une chambre de culture en conditions
de température et de photopériode contrélées (25°C, 16 heures de lumiére et 8 heures

d'obscurité).

11-3- 3 Inoculation des jarres

De chaque isolat, une colonie a été cultivée dans du milieu YEM liquide et placée
dans un incubateur-agitateur a 150 tr/min et a 28°C. Aprés 72 heures, les graines germées
ont été inoculées avec 1 ml de la suspension bactérienne en phase exponentielle de
croissance. Trois pots ont eté utilisés pour chaque souche, tandis que ceux non inoculés
ont été utilisés comme témoin (TO). Les plantes ont été irriguées trois fois par semaine en
alternant entre une solution nutritive de Fahraeus (Vadez et al., 1996) et de I'eau distillée

stérile.
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Huit semaines aprés l'inoculation, les plantes ont été déterrées. Les nodosités
formées sur les racines de chaque plante ont été dénombrées, et le poids sec de la partie
végetative a été mesuré aprés un séchage a 70°C pendant 48 heures. Le nombre moyen de
nodosités formées par plante pour chaque souche a été utilisé pour évaluer l'infectivité.
La quantité totale d'azote (N) dans la plante entiere a été mesurée en utilisant la méthode
de Kjeldahl, qui consiste en la minéralisation de I'azote organique et la réduction des

nitrates éventuellement présents.

I11-4 Etude de la diversité des souches

Dans le but d’étudier la diversité des microsymbiotes de l'arachide, une
caractérisation phénotypique a été réalisée sur tous les isolats de la collection. Cette
caractérisation a permis de sélectionner les souches qui présentent une efficacité, une

compétence et une tolérance aux différents stress environnementaux.

11-4 -1 Test du bleu de bromothymol (BTB)

La capacité des souches a alcaliniser ou a acidifier le milieu YEM a été évaluée en
utilisant I'indicateur coloré bleu de bromophénol a une concentration de 0,0025% (p/v).
Les boites inoculées ont été incubées a 28°C pendant 24 heures. Les réactions ont été
identifiées en observant le changement de couleur du milieu. Une coloration jaune
indique une réaction acide, tandis qu'une coloration bleu foncé indique une réaction

basique, conformément a la méthode de Vincent (1970).

11-4 -2 Test du rouge Congo

La plupart des rhizobiums, y compris le Bradyrhizobium, ne présentent pas la
capacité d'absorber le rouge Congo lorsqu'il est ajouté a une concentration finale de
0,0025% (p/v) dans le milieu YEMA (Kneen et La Rue, 1983 ; Ondieki et al., 2017).
En revanche, Agrobacterium est capable l'absorber facilement, ce qui entraine une
coloration initialement rose, puis noire (Fentahun et al., 2013). Les colonies de rhizobia
qui se forment sur le milieu YEMA avec le rouge Congo presentent des caracteristiques
telles qu'une couleur blanche, une texture translucide, une surface brillante, une élévation
et une petite taille. Il est important de noter que les colonies d'Agrobacterium peuvent étre

des contaminants fréquents dans ce contexte.
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11-4-3 Observations macroscopique et microscopique des isolats

Les colonies sont observées comme décrit par Jordan (1984) a I’ceil nu, afin de

voir leur aspect morphologique (taille, forme, aspects et couleurs, sur la boite de Pétri).

Une observation microscopique a été réalisée par la technique de coloration de
Gram. C’est la coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi
bactérienne, et d’utiliser ces propriétés pour distinguer le Gram, la forme et le mode

d’association des bactéries.

11-4-4 Tests nutritionnels

Ces tests ont pour objectif d'évaluer la capacité d'un isolat a utiliser différents
sucres en tant que seule source de carbone, ainsi que différents acides aminés en tant que
seule source d'azote. Cela permet de déterminer les capacités métaboliques et les

exigences nutritionnelles de chaque isolat.
a) Utilisation de la source de carbone

Les isolats ont également été examinés pour leurs capacités a utiliser diverses
sources de carbone : Les souches ont été cultivées sur milieu YEMB sans mannitol. Ce
dernier a été remplacé par l'un des sucres suivants : D-Saccharose, D-fructose, D-glucose,
D-xylose, D-lactose, D-arabinose, D-maltose, D-raffinose, D-galactose. Un milieu de

YEMB standard avec mannitol a été utilisé comme témoin.

Dans des tubes, contenant 5ml de milieu de culture, ont été inoculés avec 100pl
d’inoculum en phase exponentielle de croissance. Le bouillon inoculé a été incubé a 28°C
sous agitation constante (150 tr/min). La croissance des souches a été estimée par la
mesure de la densité optique a 600 nm avec un spectrophotometre aprés 3 a 7 jours
d'incubation (Jordan, 1984 ; Kumar et al., 2014).

b) Utilisation des acides aminés comme source d’azote

Divers acides aminés tels que la valine, la tyrosine, la leucine, la proline, la lysine,
la sérine, I'histidine, I'arginine, la phénylalanine, la cystéine, la méthionine et I'asparagine
sont ajoutés au milieu YEMB qui ne contient pas de glutamate de sodium. Les tubes
contenant les souches sont ensemenceés et incubés a 28°C sous agitation a 150 tours par
minute. La croissance des souches est evaluée aprés 3 a 7 jours d'incubation en mesurant

la densité optique a une longueur d'onde de 600 nm (Jordan, 1984).
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11-4-5 Criteres physiologiques des colonies

Les critéres physiologiques testés se limitent aux plus importants facteurs de stress
abiotiques prédominants, tels que la tolérance au salin, pH et température. Les tolérances
aux facteurs de stress ont été effectuées sur milieu YEM solide et liquide a raison de trois

répétitions pour chaque type de stress.

11-4-5-1 Effet de la température

Afin d’évaluer la croissance des isolats aux différentes températures, les souches
sont mises en culture aux températures : 4°C, 28°C, 30°C, 37°C, 45°C et 50°C, pendant 3
a 7 jours, selon le type de croissance des souches (rapide ou lente). Les souches ont été
mises en culture sur le milieu YMA et YMB. Sur milieu liquide, les tubes contenant 5 ml
d'une solution de YMB ont été ensemencés par 100 pl d’une préculture fraiche et incubés
dans un incubateur-agitateur a 150 tpm. Sur milieu YMA solide, I’ensemencement des
différents isolats sur boite de Pétri est effectué selon la technique des quatre cadrans ou
par épuisement. Les protocoles suivis sont ceux décrits par Vincent (1970) et

Somageraran et Hoben (1985).

11-4-5-2-Effet du pH

Les souches ont été évaluées pour leur tolérance aux pH sur YEM liquide et solide
dont le pH a été ajusté aux valeurs suivantes : 4, 5, 6, 7, 8 et 9 et incubées a 28°C pendant
3 a7 jours, selon les protocoles décrits par Vincent (1970) et Somageraran et Hoben
(1985).

11-4-5-3-Effet de la salinité

La capacité des souches a tolérer le stress salin a été évaluée sur milieu gélosé
YEM solide et liquide, renfermant des teneurs croissantes en NaCl : 0 mM, 40 mM, 80
mM, 160 mM, 230 mM, 640 mM et 1286mM, selon les protocoles décrits par Vincent
(1970) et Somageraran et Hoben (1985).
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11-4-5-4-Evaluation de la croissance

Sur milieu liquide, la croissance est estimée par la mesure de la densité optique
(DO) a 600 nm, a I’aide d’un spectrophotométre. La lecture des résultats sur le milieu

solide est basée sur la présence ou absence des colonies.

11-4-5-5 Calcul du temps de génération des bactéries

Une culture bactérienne est préparée dans des tubes a essai contenant 5 ml de
milieu YMB, a partir d'un repiquage récent sur YMA, 100 pl de cette suspension sont
utilisés pour inoculer 50 ml du méme milieu dans des erlenmeyers de 100 ml puis mis en

agitation a 28°C.

Une lecture au spectrophotometre, a 600 nm, de 1 ml de la précédente culture est

faite toutes les 24 heures a partir du moment de I'inoculation (Monza et al., 1992).

La pente de la courbe de croissance en logarithme népérien est égale a Ln2/ Tg et qui

représente le taux de croissance p.

Pendant la phase exponentielle, une courbe de croissance a I'éguation suivante :

DO; = DOg * ek,

Le taux de croissance des souches, en linarisant I'équation par passage a la forme
logarithmique devient : Ln DO¢=Ln DOg * pt

Le temps de génération de chaque isolat est calculé selon la formule :

Tg =t.Ln2/LnDOy - Ln DO{

Ln : logarithme népérien.
Tg : Temps de génération
t : Temps de croissance en heures.
DO:x : Densité optique au temps t.
DOy : Densité optique au temps 0 (Vincent, 1970).
11-4-6 Caractérisation des Rhizobia par la résistance aux antibiotiques
La résistance aux antibiotiques permet de caractériser et comparer les souches
entre elles et peut étre utilisée pour marquer des souches en vue d'une production

d’inoculum. Le principe est basé sur I’observation de la croissance bactérienne en
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présence des antibiotiques par diffusion a partir des disques dans un milieu gélosé. La
croissance bactérienne s’arréte lorsque les bactéries sont en contact avec une
concentration inhibitrice. Le diameétre de la zone d’inhibition varie selon la sensibilité des

souches.

Pour déterminer la resistance aux antibiotiques, 1000 pl d'une suspension
bactérienne (sur YMB) sont prélevées et étalées sur une boite de Pétri contenant du
YMA, le surplus est éliminé. Des disques d'antibiotiques sont déposes sur les boites
ensemencées aprés dessechement de celles-ci. Pour permettre la pré diffusion des
antibiotiques, les boites sont laissées sous la température de la hotte pendant 10 minutes a
température ambiante (20-25°C), puis incubées a 28°C a l'obscurité, pendant 03 a 07

jours.

L'appréciation de la sensibilité et résistance de chaque isolat est estimée en
mesurant le diametre de la zone d'inhibition autour du disque de l'antibiotique utilise, et

ce, apres la croissance de l'isolat.

Les différents diamétres des zones d’inhibitions sont mesurés puis compares avec

les valeurs critiques d’inhibition données par le comité frangais de I’antibiogramme.

Les bactéries sont classées dans les catégories suivantes—: résistantes,
intermédiaires et sensibles. Les antibiotiques utilisés sont : Acide naludixique (NA
30ug), Acide pipemidique (Pl 20ug), Amoxicilline (AMX 25ug), Gentamycine
(CN10ug), Péniciline (P 6ug), Tétracycline (TE 30ug), Cefazolin (CZ 30ug), Ofloxacin
(OFX5ug), Spiramycin (SP100ug), Trimethoprim /sulphamethoxazole (SXT 25 pg),
Netilmicin (NET 30 pg), Chloramphenicol (C 30 pg).

11-4-7 Caractérisation des Rhizobia par la sensibilité aux phages

Un échantillon de sol (lieu de culture de 1’arachide) homogénéisé et conservé a
4°C a été utilisé pour isoler les phages, selon la méthode décrite par Vincent (1970) et
Somasegaran et Hoben (1994). Dans des flacons de 150ml, 50ml de bouillon Mannitol
Nitrate ont été inoculés avec une souche bactérienne, puis incubés a 28°C sous agitation.
Quand la premiére série de cultures est en phase exponentielle de croissance (24 a 48h
apres inoculation), 1 gr de sol a eté ajouté dans chaque flacon et incubés 18-20h a 28°C.
La suspension a été centrifugée a 10000 tr /mn pendant 15mn suivie d’une filtration du
surnagent sur une membrane de 0.45um et 0,22um. Le filtrat contient les rhizobiophages

qui, par leur taille, passent a travers la membrane filtrante. 10ml d’une culture fraiche de
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la souche utilisée ont été ajoutés au filtrat et incubés avec agitation a 28°C pendant 18-
20h puis centrifuges et filtrés. Cette opération a eté effectuée deux fois. Le trouble des
cultures bactériennes diminue sensiblement 8-10h apres addition du filtrat phagique. Le
dernier filtrat représente la suspension phagique utilisée pour ce test. Le filtrat a été

réparti dans des tubes de 20ml conservé a 4°C.

11-4-7-1 La technique de spot test

Afin d’étudier la sensibilité des souches vis-a-vis des phages nous avons utilisé la
technique de spot test. Celle-ci consiste a étaler 100 ul d’une culture bactérienne pure sur
un milieu YEM, et laissée 10-15mn. Une quantité de 100 pl de la suspension phagique a
été filtrée par des filtres stériles (0,22um) avant d’étre déposée sur la culture bactérienne
dans des puits creusés par I'utilisation de cloches de Durham stériles, puis incubées a
28°C pendant 24-72h. La présence d’un spot clair indique la présence d’une activité
Iytique. Deux répétitions ont été réalisées pour chaque souche afin de confirmer les

résultats obtenus Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994).

11-4-8 Analyse des données
Les analyses statistiques des résultats expérimentaux obtenus ont été effectuées a
I'aide du test ANOVA en utilisant le logiciel d'analyse statistique XLSTAT version 2014.

11-5 Résultats et discussion

11-5-1 Caractérisation et identification morphologique des isolats

L'isolement des bactéries a partir des nodules de I’arachide collectés des différents
sites prospectés, a permis de constituer une collection de 53 isolats. L'étude de leur
diversité symbiotique, phénotypique et éco-physiologique pourra constituer une base
d’¢étude de la diversité phénotypique qui existe entre elles, mais aussi pour 1’établissement

de stratégies d’inoculations.

Apres plusieurs repiquages, la pureté des isolats a été vérifiée par 1’observation de
leurs caractéristiques macroscopiques et microscopiques. Les isolats obtenus ne
présentent pas tous les mémes caractéristiques macroscopiques, mais montrent les
caractéristiques morphologiques propres aux Rhizobia (tableau 3):, ce qui a été confirmé
par Dommergues et Mangenot (1970).
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Selon Somasegaran et Hobben (1985), les souches de Rhizobium a croissance
lente peuvent former des colonies d'environ 1 mm de diamétre, tandis que les souches a
croissance rapide peuvent former des colonies de 4 a 5 mm de diametre. Pour les souches
de Mesorhizobium, Nour et al. (1994b, 1995) ont observé des colonies peuvent avoir un
diametre compris entre 2 et 4 mm apres 3 a 5 jours d'incubation a 28°C sur milieu
YEMA. Ces colonies présentent une morphologie caractéristique, avec une apparence
homogene le long des stries, une forme circulaire, un contour régulier, une surface lisse et
une couleur allant du blanc a la créme. Elles peuvent également présenter une viscosité
variable qui augmente avec le temps d'incubation, en raison de la production
d'exopolysaccharides. Cette production de polysaccharides extracellulaires peut jouer un
role dans la tolérance des souches aux conditions de salinité (Bekki, 1992 ; Zahran et
al., 1999).

Tableau 3 : Différentes caractéristiques phénotypiques des isolats étudiés.

Type | Couleur Texture des Croissance
de des Sécrétion | EPS Yem+BTB | Yem+BTB G
Isolats | Gram | colonies Opacité EPS (24H) (72H) RC (heures)
HBA1 Blanchétre | Translucide | ++ Visqueuse + + - »go R
HBA2 Blanchéatre | Opaque - Peu - - - L
- visgueuse 7,3
SP2 - Créme Translucide | ++ Visqueuse - - -
8,28 L
SP4 - Créme Translucide | +++ Visqueuse - - - L
30,93
SP5 - Blanchatre | Translucide | ++++ Visqueuse + + - 259 R
SP6 - Créme Translucide | ++++ Visqueuse - - - L
13,66
SP8 - Blanchatre | Translucide | ++++ Visqueuse + + - 208 R
SP9 - Creme Opaque ++++ Mielleuse - - - L
44,15
SP12 - Blanche Opaqgue ++++ Gluante - - - L
15,07
SP22 - Blanchatre | Translucide | ++ Visqueuse - - - - L
SP32 - Creme Opaque +++ Visqueuse - + - 517 M
SP42 - Blanchétre | Translucide | ++++ Visqueuse - - - 733 L
SP62 - Blanchatre | Translucide | +++ Visqueuse + + - 303 M
SP72 - Blanchatre | Translucide | ++++ Visqueuse + + - »31 R
SP82 - Blanchétre | Translucide | +++ Mielleuse - - - 741 L
SP92 - Blanchatre | Translucide | +++ Visqueuse - + - 502 M
SP13 - Creme Translucide | ++++ Visqueuse - - - L
42,97
SP23 - Créme Translucide | +++ Mielleuse - - - L
20,95
SP53 - Créme Translucide | +++ Visqueuse + + - 262 R
SP63 - Créme Translucide | ++++ Visqueuse + + - 236 R
SP73 - Créme Translucide | ++ Gluante - - - L
12,36
SP83 - Créme Translucide | ++ Visqueuse + + - 307 M
SP93 - Créme Translucide | ++++ Mielleuse - - - L
10,66

w
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EP1 Blanchatre | Translucide | +++ Visqueuse - - - 19.87 L

EP2 Créme Opaque ++++ Mielleuse - - - L
- 48,84

EP4 Créme Opaque +++ Mielleuse - - - L
- 18,33

EP5 Créme Opaque +++ Mielleuse - + - 311 M

EP6 Blanche Translucide | ++ Gluante - - - L
- 23,39

EP7 Créme Opaque +++ Mielleuse - - - L
- 70,33

EP8 Créme Opaque ++ Mielleuse - + - 387 M

EP9 Créme Opaque +++ Mielleuse - - - 748 L

EP12 Créme Translucide | ++++ Visqueuse + + - 9Es R

EP22 - Créme Opaque ++++ Mielleuse - + - 385 M

EP32 Blanche Opaque ++++ Gluante - - - 982 L

EP42 Créme Opaque +++ Visqueuse - + - 32 M

EP52 Créme Translucide | ++ Gluante - - - 8.24 L

EP62 Créme Translucide | +++ Visqueuse - - - 674 L

EP72 Créme Opaque ++++ Mielleuse - - - L
- 16,42

EP82 Jaune Translucide | +++ Mielleuse - + - 4965 M

EP92 Jaune Translucide | +++ Mielleuse - - - 967 L

EMA1 Blanchatre | Translucide | ++++ Visqueuse - - - 3202 L

EMA2 Blanchatre | Translucide | +++ Visqueuse - + - 323 M

SR1 Créme Opaque +++ Gluante - - - L
- 38,75

SR2 Créme Opaque +++ Mielleuse - - - L
- 23,21

HK1 Créme Opaque +++ Mielleuse - - - L
- 166,18

HK2 Blanchéatre | Translucide | ++++ Visqueuse - - - 43,09 L

BDJ1 Blanchéatre | Translucide | ++ Visqueuse - - - 363 M

BDJ2 Blanche Opaque ++ Gluante + + - 229 R

L : lente ; R : rapide ; EPS : exopolysaccharides.

Tous les isolats donnent des colonies avec un aspect de surface lisse et brillant. En
soulevant les colonies avec une anse de platine, nous observons la formation d’un petit
filament visqueux ; ce qui indique que toutes les souches sont productrices
d’exopolysaccharides (EPS) a l'exception des isolats HBA2 et SR1, qui produisent trés
peu d’EPS. Ainsi, nous avons remarqué pour les souches EP82 et EP92 ent une
production d’EPS de couleur jaune. Sur milieu YEM, les Rhizobiums possedent la
propriété de former une grande quantité de polysaccharides exo-cellulaires, solubles dans
I’eau (Salducci, 1992). Leur production joue un rdle important dans la symbiose fixatrice
d’azote, en particulier dans la reconnaissance spécifique de I’hote, l'organisation du
cytosquelette des poils racinaires, 1’influence sur la prolongation du cordon d'infection et
la redirection de la croissance apicale des poils racinaires (Donot et al., 2012 ; Hussain

et al., 2014). Différentes couleurs et textures sont citées dans la littérature pour décrire les
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EPS des Rhizobiums (Vincent, 1970 ; Somasegaran et Hobben, 1985). Scheidle et al.
(2005), ont trouvé que la coloration des colonies en jaune, est caractéristique de ces
composes en partie lipidiques appelés lipopolysaccharides (LPS). Plusieurs travaux de
recherche ont été menés dont 1’objectif était de déterminer le role des LPS produits par
différentes especes bactériennes dans 1’établissement d’une relation symbiotique avec
leur plante hote. Ces derniers sont surtout impliqués dans 1’adhésion des bactéries aux
poils racinaires, et dans leur pénétration dans les cellules végétales ainsi que dans la
stimulation de la formation du cordon d’infection et dans la différentiation en bactéroides.
Les LPS joueraient aussi un role dans I’inhibition des réactions de défense de la plante
dans les étapes les plus tardives de 1’infection, lorsque les EPS ne sont plus synthétisées,
en empéchant la mise en place du choc oxydant (Vijayabaskar et al., 2011 ; Rao et al.,
2013). lls protegent les bactéries contre les effets toxiques du stress osmotique, de la
dessiccation, de la salinité des attaques bactériophages et des composés toxiques
(Qurashi et Sabri, 2012 ; Sutherland, 2001).

11-5-1-1 Pouvoir acidifiant ou alcalinisant des isolats (sur milieu YMA + BTB)

Nous avons remarqué qu’il existe deux grandes catégories de bactéries au sein de
notre collection (tableau 3). Chez la premiére catégorie, nous avons observé un virage de
couleur vers le jaune. Ce virage de couleur signifie une acidification du milieu observée
soit aprés 24h d’incubation pour 20,83% des souches, soit apres 72h pour 18% des
souches. L’acidification du milieu signifie que ces isolats ont une croissance moyenne a
rapide (Beck et al., 1993). Par contre, pour la deuxieme catégorie, nous avons constaté
une réaction neutre ou alcalinisante de 60,41% des isolats. Ces derniers sont considérés
comme des bactéries a croissance lente. Plusieurs travaux (Jordan, 1984 ; Beck et al.,
1993 ; Pagano, 2008 ; Diouf et al 2000 ; Frémont et al, 1999 ; Xu et al., 2005) ont
rapporté que 80% des souches de Rhizobium et Agrobacterium ont pu donner des
réactions positives avec le YEM + BTB, alors que les souches de Bradyrhizobium ont
toutes donné des réactions négatives. L’acidification des milieux de culture est due a
I’excrétion de protons et d’acides organiques par les bactéries. Chez les rhizobiums, les
polysaccharides peuvent contribuer a cette acidification. En effet, les Rhizobia
caractérisés par une forte production de gomme extracellulaire tres souvent, acidifient le

milieu de culture, contrairement aux Rhizobia qui produisent peu de gomme. Ces derniers
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ont tendance a alcaliniser le milieu de culture (Graham, 1992 ; Zakhia et de Lajudie,
2001).

11-5-1-2 Observation microscopique

L’observation microscopique des isolats aprés coloration de Gram révéle des
batonnets courts en forme de bacilles a cocco bacilles Gram négatif caractérisés par le
virement de la couleur des cellules bactériennes vers le rose, ce qui confirme leur purete.
Cette caractérisation reste l'un des tests fondamentaux dans la classification de
Rhizobiums et présente un premier pas classique pour mieux étudier cette bactérie
(Zhang et al, 1991). Cependant, elle reste insuffisante, car la coloration de Gram n'est
jamais définitive, du fait que dans la nature un grand nombre d'organismes sont Gram
négatif (Cleet-Marel, 1992).

11-5-1-3 Croissance sur le milieu YMA —Rouge Congo (RC)

Les souches isolées a partir des nodules d’Arachis hypogaea L. n’absorbent pas
ou tres peu le rouge Congo sur milieu YMA, restant ainsi blanchatres a roses tres pales
(tableau 3). Ceci est observé chez la majorité des Rhizobia (Jordan, 1984 ; Vincent,
1970). Cette propriété est commune avec le genre Bradyrhizobium qui n’absorbe pas le
rouge Congo; par contre le genre Agrobacterium et les formes contaminantes, absorbent

fortement ce colorant (Jordan, 1984).

11-5-1-4 Temps de génération

Selon 1’aspect et le temps d’apparition des colonies sur milieu YEM et la
détermination du temps de génération, des isolats ont pu étre subdivisés en trois groupes
(tableau 3) :

- Le premier groupe représente des Rhizobia a croissance lente : renferme 29 souches
(59.18%) se distinguant des autres par leurs croissances lentes (temps d’apparition des
colonies de 7 a 9 jours), avec des colonies circulaires, compactes, convexes, de couleur
creme, opaques.ces colonies sont marquées par une treés forte viscosité (tableau 3) et un
temps de génération supérieur a 6h. Elles correspondent a des Bradyrhizobium, qui

demeurent trés abondantes apres 6 a 7 jours selon Berguey's et al. (1994).
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- Le deuxieme groupe est celui des Rhizobia a croissance rapide : renferme 8 souches
(18.36%) se différenciant par leur croissance rapide (temps d’apparition des colonies de 2
a 3 jours). Les colonies sont circulaires, peu convexes, de couleur blanchétre, translucides

et visqueuse, avec un temps de genération inférieur ou égal a 3h.

- Le troisieme groupe de Rhizobia a une croissance intermédiaire : comporte 11 souches
(22.44%), d’un temps d’apparition des colonies de 3 a 5 jours, colonies circulaires,
compactes, de couleur blanche et peu visqueuses. Ce groupe se caractérise par un temps
de genération compris entre 3 et 6h.

Il convient de mentionner que le genre Bradyrhizobium possede une position
basale parmi tous les Rhizobiums fixateurs d'azote (Delamuta et al., 2012) et serait
impliqué dans des associations endophytes ou symbiotiques avec les racines de plusieurs
plantes y compris I'arachide (VanlInsberghe et al., (2015) ; Nkot et al., (2008) ; Chen et
al., (2014) ; Chen et al., (2016) ; Gronemeyer et al., (2016).. Nos résultats sont en
accord avec plusieurs études réalisées sur la symbiose rhizobienne de I’arachide. En
Algérie, Amri-Tiliouine (2008) a signalé la présence de deux grands groupes a 38% de
similarité ; un groupe qui réunit les isolats a croissance rapide et intermédiaire et un autre
groupe qui réunit les isolats a croissance lente qui appartiendraient probablement au
genre Bradyrhizobium. Zazou et al., (2018) ont identifié de nombreuses souches isolées a
partir de nodules d'arachide au Sénégal qui se sont avérées proches de bactéries isolées a
partir des racines du haricot pourpre Macroptilium atropurpureum, Machaerium
milleflorum, Vachellia seyal, Faidherbia albida et niébé (Vigna unguiculata), cing
especes de légumineuses couramment cultivées dans les champs des agriculteurs. Ces
résultats sont en accord avec ceux d'études précédentes montrant que l'arachide peut étre
nodulée par des isolats de Bradyrhizobium de Glycine max (Yang et Zhou, 2008), ou
Vigna unguiculata (Krasova-Wade et al., 2003) confirmant ainsi que I'arachide peut étre
nodulée par une large gamme d'especes de Bradyrhizobium. De nouvelles géno-espéces
de Bradyrhizobium qui nodulent I'arachide ont été décrites dans de nombreux pays, dont
I'Angola, la Namibie, le Botswana et la Chine (Chen et al., 2016 ; Gronemeyer et al.,
2016). Cependant, en Argentine et Maroc, des especes telles que Rhizobium huautlense,
Rhizobium giardinii, Rhizobium galegae, Rhizobium tropicii et Rhizobium pongamiae se
sont révélées associées a la formation de nodules dans I'arachide (Taurian et al., 2006 ;
El-Akhal et al., 2008 ; Pandey and Chakraborty, 2019). Par conséquent, la nodulation

dans I'arachide implique une large gamme d'especes de Bradyrhizobium et de Rhizobium.
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11-5-2 Authentification symbiotique des isolats

Le contrdle de la capacité infective de la collection rhizobiale exige le passage
par un test de nodulation. Chaque isolat a été testé pour sa capacité de former des nodules
sur les racines de la Fabacée hote (Arachis hypogaea L.). Apres 5 semaines de croissance
des plantes dans des jarres (photo 2), elles ont été déterrées au méme stade végetatif de

préfloraison.

Photo 2 : Test d’authentification des isolats nodulant I’arachide.

Sur un total de 53 isolats obtenus, 48 ont été capables d'induire des nodules,
représentant un taux d’infectivité de 90%. lls sont répartis comme suit, en fonction de
leur provenance : 2 isolats ont été obtenus de la région de Hassi Ben Abdellah, 27 de la
région de Sebseb et 19 de la région d’El-Mansoura. Ces derniers sont appelés « souches
natives ». Aucune nodulation n'a été observée sur les témoins négatif et positif non

inoculés.

Il est possible de suggérer que les isolats qui n'ont pas réussi a noduler a nouveau
leur hote sont soit, des Rhizobia qui ont perdu leur capacité de nodulation en raison d'une
perte de plasmides ou il s’agirait d'autres bactéries intrusives du sol qui ont pénétré le
nodule (Segovia et al., 1991 ; Zhang et al., 2001). Il s'agit probablement de bactéries
endophytes ou opportuniste, piegées avec les Rhizobia mais incapables d'induire la
formation de nodules par elles-mémes (Ibafiez et al., 2009). Les bactéries endophytes
habitent les nodules conjointement avec les Rhizobiums mais leur réle dans la nodulation

est encore mal connu (Velazquez et al., 2017 ; Zazou et al., 2018).
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L'examen du systéme racinaire des plantes de 1’arachide nous a permis de vérifier
le pouvoir de nodulation. En effet, les plantes ont montré des nodosités caractéristiques
de la symbiose Rhizobia-légumineuse. Les nodules se sont tous révélés de type déterminé
selon la classification établie par Corby (1981). lls se présentent sous forme arrondie,
beaucoup plus larges qu’allongés, de couleur rose indiquant le début de synthese de la
leghémoglobine (présentant ainsi une activité fixatrice d'azote) (Legesse et Assefa,
2014). La localisation des nodosités a montré également une grande variabilité ; celles de
grande taille sont localisées en grande majorité au-dessous du collet alors que celles de

moindre taille, ent-éte plus denses se trouvent sur les racines latérales (photo 3).

Photo 3 : Induction de nodosités sur les racines de jeunes plantes de ’arachide apreés

inoculation.

11-5-3 Caractérisation écophysiologique des isolats

11-5-3-1 Effet de la température

Les Rhizobia sont généralement des bactéries mésophiles capables de se
développer dans une plage de températures allant de 10°C a 37°C (Graham, 1992). Leur
température optimale de croissance se situe généralement entre 25°C et 30°C
(Somasegaran et Hoben, 1994). Cependant, il existe des souches de Rhizobium qui
tolerent des températures extrémes, comme celles qui nodulent des Iégumineuses dans les
régions arctiques (Lipsanen et Lindstrom, 1989) ou celles isolées dans des
environnements chauds et secs de la savane du Sahel en Afrique, ou elles peuvent
supporter des températures dépassant 40°C (Eaglesham et Ayanaba, 1984 ; Karanja et

Wood, 1988). La figure 8 illustre I'effet de la température sur la croissance des Rhizobia.
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Figure 7 : Effet de la température sur la croissance des isolats rhizobiens, a :
densité optique (DO) ; b : pourcentage de croissance (%) (Pour chaque parametre,
les moyennes dans la méme colonne portant la méme lettre ne présentent pas de
differences significatives, comme déterminé par le test de la plus petite différence
significative (LSD) de Fisher a un niveau de signification de P = 0,05).

Le test de tolérance a la température a révelé que les isolats présentent une
meilleure croissance avec développement de colonies, aux températures comprises entre
28°C et 37°C avec une croissance optimale a 28°C (Figure 7). Cependant, la croissance
des isolats a diminué progressivement lorsque la température a augmenté. A 45°C,
seulement 45.83% des isolats ont pu développer une colonie. Par ailleurs, aucune
croissance n’a été observée a 4°C. Usha et Archana (2015) ont indiqué que les isolats de
Rhizobium de niébé présentaient une croissance a des températures de 10°C, 15°C et
30°C alors qu'une seule souche était capable de résister a des températures allant jusqu'a
40°C. Il a été rapporté qu'une température élevée diminue la survie et la croissance de la
colonie de Rhizobiums (Hungria and Vargas, 2000 ; Florentin et al. 2010). Abdelnaby
et al., (2015) et Degefu et al. (2018) ont signalé la croissance des Rhizobiums a
croissances lente et rapide a une température supérieure a 40°C. Ces températures ne sont
pas rares sur les sols des régions arides du Sud algérien. Ainsi, certains des isolats testés
étaient similaires a leurs homologues d'autres légumineuses poussant dans les mémes
régions, bien adaptés a leur site d'origine (Azib et al., 2022). L'évaluation de la tolérance
in vitro aux températures élevées, peut aider a la sélection de souches plus stables aux

conditions de chaleur (Xavier et al., 2007).

L’analyse statistique (tableau 4) n’a montrée aucune différence significative sur

I’influence des températures testées en fonction du type de croissance des souches. De
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méme aucune relation n'a été trouvée entre la tolérance aux températures extrémes et le

temps de génération des isolats.

Tableau 4 : Effet de la température sur les Rhizobia en fonction du type de

croissance.

Croissance T°4°C T°28°C  T°37°C  T°45°C
CR 0,095 a 0,944 a 0,819 a 0,183 a
CM 0,092 a 1,013 a 0,811a 0,181 a
CL 0,082 a 0,995 a 0,768 a 0,174 a
Pr>F 0,073 0,653 0,185 0,544
Significatif Non Non Non Non

CR : croissance rapide. CM : croissance moyenne. CL : croissance lente.

Ces résultats corroborent la grande variabilité de la thermo-tolérance rapportée
chez les diverses espéces de Rhizobia. Ainsi, les plantes d'arachide poussent mieux sur
des sols sablonneux bien drainés et ensoleillées avec des températures chaudes en surface
du sol, supérieures a 35°C et des précipitations modérées (Argaw, 2017). Pour la plupart
des rhizobiums, la plage de températures optimales de croissance est de 28 a 31°C et
beaucoup sont incapables de pousser a 37°C, y compris certains symbiotes de l'arachide
(Zahran, 1999, Sharma et al., 2020). Par ailleurs, Gronemeyer et al, (2014) ont signalé
que la plupart des souches de Bradyrhizobiums originaires d’Angola n’ont pas pu se
développer en milieu liquide a 35°C. En revanche, la plupart des isolats namibiens ont
proliféré a 38°C, certains tolérants méme des températures de croissance tres élevées gue
(40°C). De méme, une tolérance a 48.7°C a été prouvée pour quelques souches de
Bradyrhizobium japonicum (Munevar et Wollum, 1981). Cependant, la température
idéale permettant la croissance de la plupart des Rhizobiums se situe entre 25°C et 30°C
(Zhang et al., 1995), et pourtant, il n'existe pas de température universelle qui puisse
convenir a toutes les especes de Rhizobiums (Alexandre et Oliveira, 2013).

Dans plusieurs organismes, I'apparition de thermo-tolérance a été corrélée avec la
production des protéines de choc thermique HSP (Heat Shock Proteins) (Michiels et al.,
1994). Ces protéines ont été détectées chez la souche Bradyrhizobium exposée a 40°C
(Kishinevsky et al., 1992). Dardanelli et al (1997) ont rapporté que la production de
biomasse de Rhizobiums (Bradyrhizobium sp. ATCC10317, SEMIA 6144 et souches

TALI1371) nodulant D’arachide, était légerement réduite, la teneur cellulaire en
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oligosaccharides de faible poids moléculaire a augmenté de maniére significative et la

synthése de glucane a été completement arrétée.

Dardanelli et al., (2009), ont remarqué que I’augmentation de la température de
la racine d'arachide de plus de 37°C, a réduit la fixation de N par Bradyrhizobium sans
affecter la nodulation. Cependant, lorsque la température de la racine a été portée a 40°C,
la nodulation a été completement inhibée. Cette eétude confirme que la symbiose chez

I'arachide est sensible a la température des racines par rapport aux autres légumineuses.

D'autre part, les basses températures sont parmi les principaux facteurs limitant la
fixation d’azote par les Rhizobia dans les régions froides, car le froid retarde ou méme
inhibe complétement I'initiation de la nodulation et semble influencer I'occupation des
nodules (Graham, 1992 ; Zhang et Smith, 1996). Il a été rapporté que les réductions de
température affectent I'état physiologique des cellules (Junior et al., 2005). Vicario et
al., (2015) ont signalé que la mobilité des Rhizobia nodulant 1’arachide a été affectée

négativement par une basse température.

Paulucci et al. (2011) ont signalé que les rhizobia nodulant I'arachide sont capables de
s'adapter aux conditions environnementales grace a la modification de leurs acides gras

membranaires.

11-5-3-2 Effet du pH

Dans le sol, le pH affecte non seulement le développement des bactéries mais aussi
la solubilité des différents cations meétalliques qui influencent indirectement le
développement bactérien (Sharma, 2020). Les résultats de la tolérance aux pH acide et
alcalin de I’ensemble des souches de la collection (figure 9) montrent une différence
significative vis-a-vis de leur tolérance aux différents degrés de pH testés du 4 jusqu’au 9.
Malgré la tolérance de 1’ensemble des souches aux pH, nous avons remarqué une grande
diversité de leurs réponses. La tolérance a I’acidité s’est révélée faible avec les marges de
pH comprises entre 4 et 5 par rapport a Dalcalinit¢é (pHS8, pH9). Toutefois, un
développement optimal des souches s’est traduit par une croissance maximale enregistrée

pour tous les isolats au pH 7 (figure 8).
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Figure 8 : Effet du pH sur la croissance des souches isolées, a : densité optique

(DO) ; b : pourcentage de croissance (%)

L’analyse de la tolérance des souches aux pH (tableau 5) a révélé une différence

significative en fonction du type de croissance aux pH allant de 6 a 9. Par ailleurs, aucune

différence significative n’a été remarquée pour les pH acides.

Tableau 5 : Effet du pH sur les Rhizobia en fonction du type de croissance.

Croissance pH 4 pH5 pH6 pH7 pH8 pH9

CL 0,203 a 0,375a 0,834 ab 0,996 a 0,750 a 0,646 b
CM 0,187 a 0,350 a 0,957 a 1,019a 0,756 a 0,659 ab
CR 0,201 a 0,359 a 0,730 b 0,779 b 0,700 b 0,694 a
Pr>F 0,130 0,170 0,009 0,001 0,030 0,035
Significatif Non Non Oui Oui Oui Oui

CR : croissance rapide. CM : croissance moyenne. CL : croissance lente.

En ce qui concerne les profils de pH, tous les isolats ont poussé a des valeurs de pH

comprises entre 6 et 9. Seulement 58.33% des souches ont poussé a des valeurs de pH de

4. D'autre part, 79.16% ont poussé au pH 5. Ces constatations sont similaires a celles

observées par Degefu et al. (2018), pour les Rhizobiums et Bradyrhizobiums nodulant

I’arachide et le niébé. Ils ont signalé que tous les isolats ont proliféré a des valeurs de pH

comprises entre 5,5 et 10,5, dont 77 % des souches de niebé et 69 % des souches

d'arachide ont poussé a des valeurs de pH aussi basses que 4,0. Selon Graham (1964) et

Jordan (1984), les rhizobia peuvent tolérer des pH allant de 4,5 & 9. Appunu et al.

(2009) ont rapporté que les souches de Bradyrhizobium, isolées a partir de nodules du
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niébé ont été capable de croitre a pH 3,5. Rai et al. (2012) ont également signalé la
tolérance des isolats a croissance rapide nodulant le poids chiche, capables de se
développer & pH 4. De méme, Ngo Nkot et al (2015) ont noté une bonne tolérance
(66.67%) au pH acide pour les Rhizobia a croissance rapide nodulant 1’arachide de

Bambara (Vigna Subterranea).

L'augmentation significative des valeurs de la densité optique (DO) avec
I'augmentation du pH vers la neutralité est cohérente avec les résultats de plusieurs études
antérieures. Par exemple, Rodrigues et al. (2006) ont également constaté que des valeurs
de pH comprises entre 6,5 et 7,0 sont optimales pour la croissance des bactéries nodulant
les legumineuses, tandis qu'une légere diminution de la croissance est observée en dehors
de cette plage de pH. La capacité des souches tolérantes a l'acidité a maintenir un pH
intracellulaire proche de la neutralité, méme en présence d'un pH externe acide, est un
facteur clé de leur tolérance a I'acidité. Des études antérieures ont également suggéré que
la composition en lipopolysaccharides, I'accumulation de polyamines cellulaires et la
composition et la structure de la membrane externe peuvent jouer un role dans la

tolérance des Rhizobia au pH acide (Graham, 1992 ; Fujihara, 1993).

En général, tous les isolats testés se sont avérés tolérants aux pH élevés. Dans des
études antérieures sur les Rhizobiums du niébé et du haricot mungo (Zhang et al., 2006),
d’arachide (Degefu et al, 2018) et du pois chiche (Nour et al., 1994), il a été rapporté
que les souches de Rhizobium pouvaient se développer a des valeurs de pH comprises
entre 5,0 et 11,0 pour les isolats de niébé et de haricot mungo, entre 4 et 10.5 pour les

isolats de I’arachide et jusqu'a 10,0 pour les isolats de pois chiche.

L'augmentation significative des valeurs de la densité optiqgue (DO) avec
I'augmentation du pH vers la neutralité est cohérente avec les résultats de plusieurs études
antérieures. Par exemple, Rodrigues et al. (2006) ont également constaté que des valeurs
de pH comprises entre 6,5 et 7,0 sont optimales pour la croissance des bactéries nodulant
les Iégumineuses, tandis qu'une légere diminution de la croissance est observée en dehors
de cette plage de pH. La capacité des souches tolérantes a I'acidité a maintenir un pH
intracellulaire proche de la neutralité, méme en présence d'un pH externe acide, est un
facteur clé de leur tolérance a I'acidité. Des études antérieures ont également suggéré que
la composition en lipopolysaccharides, I'accumulation de polyamines cellulaires et la
composition et la structure de la membrane externe peuvent jouer un role dans la
tolérance des Rhizobia au pH acide (Graham, 1992 ; Fujihara, 1993).
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Les isolats EP72, EP8, EP1, EP22, EP6, EP9, SP32, SP62, SP42, HBA1, SP92 se
sont développés dans des gammes de pH plus larges. Ces derniers peuvent avoir une
application pratique en ce qui concerne la sélection d'une large gamme de souches
tolérantes aux pH qui peuvent bien fonctionner dans des conditions acides, neutres et sols

alcalins.

11-5-3-3 Effet de la salinité

Le stress salin peut affecter la croissance des rhizobiums du sol en limitant la
colonisation racinaire, lI'inhibition de I'infection, le développement et le fonctionnement
des nodules. Les souches testées ont montré une large variabilité de leur halotolérance

aux diverses concentrations de NaCl (figure 10).
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Figure 9: Effet du NaCl sur la croissance des souches isolées ; a : densité optique

(DO) ; b : pourcentage de croissance (%)

Les isolats de Rhizobia nodulant I’arachide ont montré de grandes variations dans
le développement des colonies lorsqu'ils étaient cultivés sur YEMA, ajustés aux
différentes concentrations de NaCl. Tous les isolats étaient tolérants & des niveaux de
concentration de NaCl allant de 0, 40, 80 et 160 mM (figure 9). Toutes les souches ont
présenté un bon développement, de 100% sur milieu solide aux concentrations de NaCl
de 0 a 160mM, avec une croissance optimale entre 0 et 80 mM. Une croissance
significativement plus élevée est enregistrée pour la concentration OmM avec des DO les
plus élevées par rapport aux autres concentrations. Cependant, cette proportion a diminué
progressivement au fur et a mesure que la concentration de NaCl a augmenté. Le nombre

de colonies et leur DO ont été inversement proportionnels a I’augmentation de la

46



CHAPITRE Il

concentration du sel. Lorsque la concentration en sel a augmenté au-dessus de 160 mM,
la densité de développement des colonies a progressivement diminué (figure 10). En
effet, plus de 93 % des isolats testés ont pu développer des colonies sur YEMA avec 230
mM % de NaCl, tandis que 81.25% ont pu se développer a une concentration en sel de
640 mM. Cependant aucune croissance n’a été observée a 1280 mM. Zahran (1999) a
rapporté que l'augmentation des concentrations de sel a un effet négatif sur la croissance
des rhizobiums en raison de sa toxicité directe et indirectement par le stress osmotique
causé par la salinité. Serraj et Abu-Gyamfi (2004) ont montré que la sensibilité des
souches de rhizobium a la salinité peut varier considérablement d’une espéce a une autre

et méme entre les souches de la méme espéce.
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Figure 10: Halotolérance des isolats en fonction du type de croissance.

Les résultats obtenus (figure 10) ont montré une bonne halotolérance des isolats a
croissance rapide, suivis des souches a croissance intermédiaires puis les souches a
croissance lente. Ces résultats sont similaires a ceux de; Hungria et al., (2001), El-
Akhal et al., (2009) et Khalid et al., (2020) , ce qui renforce le fait que les rhizobiums a
croissance rapide sont plus tolérants a la salinité que ceux a croissance lente. Khaled et
al., (2020) ont signalé que tous les isolats nodulant I’arachide peuvent tolérer une
concentration jusqu'a 3% de NaCl. Les travaux de Degefu et al. (2018) ont également
indiqué que les isolats de rhizobium nodulant I’arachide, collectés dans le Sud de
I'Ethiopie étaient capables de tolérer une concentration de sel la plus élevée de 5,5%.
Cette capacité peut les rendre tres competitifs pour coloniser la rhizosphere et fixer I'azote
dans les sols affectés par la salinite. Mpepereki et al. (1997) ont rapporté que I'existence
des isolats dans des conditions affectées par le sel peut étre une indication de leur
adaptation au stress osmotique en réponse a l'augmentation de la concentration en ions et

a la différence d’humidité du sol pendant les saisons seches.
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Ainsi, la tolérance au sel qui caractérise les souches étudiées, pourrait étre en
rapport avec le taux de salinité du site d’isolement (EI Hilali et al., 2002). Des résultats
similaires ont été rapportés par Maatallah et al. (2002) pour des souches de
Mesorhizobium nodulant le pois chiche au Maroc, par Mohammed et al. (2000) pour des
souches nodulant 1’acacia en Libye et par Azib et al. (2020) pour des souches de

Sinorhizobium nodulant la luzerne en Algérie.

Meriem et al. (2015) ont également montré que la croissance des isolats diminuait
lorsque la concentration de NaCl augmentait et que I'effet néfaste d'une concentration en
sel plus élevee apparaissait au-dela de 1% de NaCl ; dans leur étude sur des isolats de
souches de rhizobium indigenes de niebé cultivés au Bangladesh. De méme, Nushair et
al. (2017) ont rapporté que les rhizobiums étaient capables de se développer a 1% de
NaCl mais incapables de tolérer une concentration plus élevée de NaCl, montrant en
outre leur sensibilité a la concentration plus élevée de NaCl. Une association
légumineuse-rhizobium réussie dans des conditions de stress de salinité, nécessite des

isolats qui pourraient tolérer et/ou résister a une concentration plus élevée de NaCl.

Les meilleures croissances ont été notées pour les isolats SP8, SP32, SP9, EP72, EPS6,
SP42, SP62, EP1, EP22, EP82, HBAlet EMA2. Par conséquent, la présence d'isolats
tolérants a une concentration élevée de NaCl dans cette étude, pourrait potentiellement
offrir une possibilité d'améliorer la croissance et le rendement des légumineuses dans les
zones ou la salinité est problématique. Ainsi, Keneni et al. (2010) ont suggéré que les
isolats tolérants a des concentrations élevées de NaCl sont tres compétitifs pour coloniser
la rhizospheére et noduler les plantes hétes dans des conditions environnementales séveres
telles que des sols affectés par le sel. La sélection de couples symbiotiques tolérants a la

salinité reste I’élément essentiel pour I’amélioration de la symbiose.
11-5-3-4 Utilisation des glucides

L'utilisation de la source de carbone peut déterminer la capacité d'un organisme a
vivre de maniere symbiotique ou saprophytique dans le sol. Elle exerce une forte
influence sur la classification des isolats et peut constituer une mesure fonctionnelle utile
au niveau de la communauté dans la caractérisation et la classification des communautes
hétérotrophes (Garland et al., 1991).

La croissance des isolats a été étudiée dans différentes sources de carbone du milieu en

remplagant le mannitol. Ce test a été réalisé dans le but de voir la source de carbone
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préférée par les différentes souches étudiées, c’est l'une des bases de I’identification
biochimique. Les résultats de la figure 11 indiquent que les densités optiques de toutes
les souches ont augmenté sous les différentes sources de carbone. Tous les isolats ont

dégradé les sucres testés : monosaccharides, disaccharides, trisaccharides et polyol.
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Figure 11: Croissance des isolats sur milieu de culture enrichi en glucides.

Les résultats biochimigues ont montré que les souches utilisent differemment les
sucres. Toutes les souches ont dégradé préférentiellement et rapidement le mannitol
(polyol), suivi par le D-raffinose (trisaccharide), le D xylose, le saccharose, le D-fructose,
le D-arabinose, le D-fructose, , le D-galactose, le -D-glucose, le D lactose (disaccharide),
le D-maltose (disaccharide) et le D saccharose (disaccharide). Cela indique que la
majorité des isolats ont pu utiliser un large éventail de sources de carbone. Ces
constatations sont conformes a ce qui a été rapporté par d'autres auteurs pour les rhizobia
nodulant le niébé et ’arachide (Laurette et al., 2015 ; Degefu et al., 2018 ; Hossain et
al., 2019). Il ressort de ce test que les monosaccharides (D-glucose, D-fructose, D xylose
et galactose) a ’exception de I’arabinose ont été les moins préférés par la plupart des
isolats testés, alors que les disaccharides (lactose, saccharose et maltose) ont été mieux
assimilés par la plupart d'entre eux. Ces resultats sont coherents avec ceux observés par
Abdelnaby et al., (2015) pour les rhizobia nodulant le niébg, ainsi que pour le rhizobium
du pois chiche (Maatallah et al., 2002). Cette variation observée dans 1’utilisation des
sucres peut étre en relation avec les rhizobiums nodulant I’ Arachis hypogaea qui inclut a

la fois des souches a croissances rapide et lente (Sharma et al., 2020).
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Les résultats de I’analyse statistique (tableau 6) ont révélé une différence non
significative pour I’utilisation du D-galactose, D-arabinose, D-lactose, D-fructose, D-
raffinose et le mannitol entre les différentes souches par rapport a leur type de croissance.
Cependant, une différence significative a été notée pour 1’utilisation du D-xylose, D-
maltose, D-saccharose et D-glucose entre les souches a croissance rapide, croissance
intermédiaire et croissance lente. Une réponse similaire des isolats a l'utilisation du sucre
peut étre due a l'absence de variation des génes opérant dans les voies métaboliques

d’utilisation des sucres (Bhargava et al., 2016).

Tableau 6: Effet de ’utilisation des différents sucres sur les rhizobia en fonction du

type de croissance.

Croissance Maltose Galactose Arabinose Lactose Glucose Fructose Saccharose Xylose Raffinose  Mannitol

CR 0,538a 0,497 a 0497a 0491a 0542a 042la 0,556a 0477a 0,551a 0,944 a
CM 0,430 b 0,446 a 0485a 049a 0339b 0377a 0,443b 0,446 ab 0,533a 1,013 a
CL 0,509 a 0421a 0479a 0478a 0372b 0,3%4a 0,483ab  0,387bh 0474a 0,995a
Pr>F 0,017 0,083 0,878 0,738 0,004 0,413 0,050 0,011 0,055 0,653
Significatif Oui Non Non Non Qui Non Qui Oui Non Non

CR : croissance rapide. CM : croissance moyenne. CL : croissance lente

Il apparait que pour la plupart des sucres testés les densités optiques les plus
élevées ont été enregistrées pour les souches a croissance rapide. Ces observations sont
similaires a celles de van Rossum et al. (1995), les rhizobia nodulant I’arachide a
croissance rapide ont pu croitre sur une grande variété de substrats de carbone alors que
celles a croissance lente ont été plus limitées dans leur capacité a utiliser diverses sources
de carbone. Il a été rapporté qu’une mauvaise assimilation des monosaccharides et des
disaccharides est une caractéristique de certains rhizobiums et Azorhizobium a croissance
lente (Maatallah et al., 2002). De méme Zabaloy et Gomez (2005) ont rapporté que les
souches de Mesorhizobium et Bradyrhizobium exhibent une croissance modérée sur de
nombreuses sources de carbone testées par rapport aux souches a croissance rapide de
Rhizobium et Sinorhizobium. Chakrabarti et al. (1981) ont rapporté que les souches a

croissance lente peuvent montrer une variabilité dans l'utilisation des sources de carbone.

Les réesultats sur l'utilisation du carbone par les isolats d'arachide dans la présente
étude concordent avec d'autres travaux (Degefu et al., 2018 ; Yang, et al., 2005, Khalid
et al., 2020). Zahran et al. (2012) ont testé la capacité des isolats de Rhizobium a utiliser

différentes sources de carbone et ont révéleé que tous les isolats étaient capables d'utiliser
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et de bien se développer sur la plupart des sources de carbone. Kebede et al., (2021) ont
signalé que les isolats de rhizobium nodulant le niébé ont pu utiliser une grande variété de
sources de carbone avec une variation entre les isolats, dont le pourcentage d'utilisation le
plus faible (46,43 %) a été trouvé pour le maltose. Ce résultat est conforme au rapport de
Stowers et Elkan (1984) qui ont rapporté que isolats de niébé ont montré une croissance
sur différentes sources de carbone telles que le glucose, le fructose, le galactose et
I'arabinose en les utilisant comme bonne source d'énergie avec une réponse de croissance
limitée sur le lactose et maltose. Wang et al., (2012), ont rapporté que le Bradyrhizobium
arachidis peut utiliser du d-glucose, mais ne peut pas utiliser du maltose comme seule

source de glucides.

Cependant, Argaw (2007) et Hassan et al. (2015) ont rapporté que les Rhizobia
peuvent également utiliser le lactose comme source de carbone. De méme, Hossain et
al., (2019), ont rapporté que, tous les isolats de rhizobia a croissance rapide nodulant
I’arachide ont montré une meilleure croissance en présence des disaccharides comme le
lactose et le saccharose. Ishihara et al., (2002) ont noté que le xylose est le préféré des
monosaccharides, favorisant une meilleure croissance que le glucose et le galactose. Une
possibilité pour ces dissemblances est du aux différentes espéces et biovars utilisés dans
les tests (Zabaloy et Gomez, 2005). Alternativement, Wagner et al., (1995) ont signalé
que la composition du milieu de culture pour tester l'utilisation des sources de carbone ou

le temps d'incubation peut avoir causé les différences observeées.

Dans la présente étude, les isolats EP72, EP6, SP32, EP1, SP42 , HBA1, SP8,
EP12, EP52 et EP42 ont montré une trés bonne croissance sur toutes les sources de
carbone fournies et ces isolats sont connus pour utiliser une gamme plus large de source
de carbone. Ces isolats ont un avantage de sélection en raison d'une utilisation plus large
des nutriments et, par conséquent, sont utiles pour exploiter la fixation de I'azote pour une
production durable. Par conséquent, ces isolats ont un meilleur avantage sur ceux ayant

une utilisation limitée de sources de carbone.

L'hétérogenéité observée dans l'utilisation des sources de carbone parmi les
souches de Rhizobium peut avoir une pertinence écologique car elle pourrait influencer la
capacité de lI'organisme a vivre de maniere saprophyte dans le sol, a coloniser les racines
des plantes et a vivre en symbiose (Chakrabarti et al. 1981; Mclnroy et al. 1999).
Selon Degefu et al. (2018), les isolats qui utilisent une gamme plus large de source de

carbone sont d'une importance primordiale pour la production d'inoculum pouvant étre
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utilisé dans des sols contenant différentes sources de carbone. Par ailleurs, dans les sols
pauvres en carbone organique, l'utilisation de différentes sources de carbone pourrait
donner & ces isolats l'avantage de vivre et de persister dans le sol (Abdelnaby et al.,
2015). En genéral, les souches qui ont pu se développer sur diverses sources de carbone
ont un avantage sélectif dans la colonisation du sol ou de la rhizosphere par rapport a

ceux cultivés sur des sources restreintes de carbone (Zabaloy et Gomez, 2005).

11-5-3-5 Utilisation des acides aminés

Le test d'utilisation des acides aminés est l'une des caractéristiques
physiologiques nécessaires a la sélection d'isolats pour différentes conditions écologiques
(Kebede et al., 2021 ; Jida et Asefa, 2011). Notre étude a révélé I’existence d’une
différence entre les isolats nodulant I’arachide dans I'utilisation de différentes sources

d'azote (figure 12)
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Figure 12: Croissance des isolats sur milieu de culture enrichi en acides aminés

Les données sur les propriétés nutritionnelles azotées ont montré que tous les
isolats ont été capables de métaboliser la leucine, la phénylalanine, I'asparagine, la
proline, la lysine et la méthionine. La majorité ont utilisé I’arginine, la serine, I’histidine,
la valine et moyennement la tyrosine et la cystéine. Ce qui indique que la plupart des

rhizobiums nodulant 1’arachide ont pu utiliser une grande variété d'acides aminés.

La meilleure densité optique a été enregistrée pour la leucine. L’analyse

statistique a montré une difference significative des isolats vis-a-vis de 1’utilisation des
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acides aminés. Les résultats sur l'utilisation de I'azote par les isolats d'arachide dans la
présente étude concordent avec d'autres travaux (Degefu et al., 2018, Khaled et al.,
2020 ; Kebede et al., 2021). En général, les résultats impliquent que les isolats testés, qui
ont pu se développer sur diverses sources d'azote, ont un avantage selectif sur ceux

cultivés sur des sources restreintes de carbone et d'azote.

Vingt-neuf isolats (60.41%) ont utilisé toutes les sources d'azote mises a leur
disposition. Ces isolats sont connus pour utiliser une gamme plus large de source d'azote,
ce qui les rend principalement importants pour la production d'inoculum. Girmaye et al.
(2014) ont noté que 48 % des isolats ont utilisé toutes les sources d'acides. Jida et Asefa
(2011) ont indigué que la capacité des isolats d'utiliser une gamme plus large de sources

d'azote leur permet la survie et la compétitivité avantage dans le sol.

Degefu et al (2018), ont rapporté que tous les isolats nodulant 1’arachide et le
niébé ont poussé sur L-proline, L-arginine, L-alanine, L-leucine, L-phénylalanine, L-
acide glutamique, L-histidine, L-thréonine et L-asparginine comme source d'azote.
Cependant, avec la glycine et la D-sérine, se sont avérées inhiber sélectivement la
croissance d'un certain nombre d’isolats. En conséquence, la glycine et la D sérine n'ont
été utilisées que par 31 et 30% des isolats, respectivement. Dans une autre étude Degefu
et al. (2018) ont signalé qu’environ 95 % des rhizobia nodulant le pois d’Angole
(Cajanus cajan L. Millsp.) ont utilisé les différentes sources d'acides aminés. Cependant,
les acides aminés les plus sélectifs étaient la glycine et la D-sérine. Wang et al. (2012)
ont signalé que les Rhizobia testés ont pu utiliser la I-arginine, la I-phénylalanine et la I-
thréonine, mais n’ont pas utilisé¢ 'acide d-glutamique, la I-lysine et la I-méthinonine
comme seules sources d'azote. Les isolats qui n'ont pas pu utiliser les différentes sources
d'azote fournies avec les milieux de culture, montre que ces derniers ont une capacité
d'utilisation sélective. En général, les résultats impliquent que les isolats testés, qui ont pu
se développer sur diverses sources d'azote, ont un avantage sélectif sur ceux cultivés sur
des sources restreintes de carbone et d'azote. Dans la présente étude, les isolats EP72,
SP32, BDJ1, EP1, HBAL, SP72 ont montré une trés bonne croissance sur toutes les
sources d’azote fournies et ces isolats sont connus pour utiliser un plus large éventail de

sources de d’azote.

Nous pouvons donc conclure de ce test que les isolats de cette étude n'étaient pas
trop exigeants quant a leur besoin en acides aminés ; au contraire, ils ont pu se développer

sur une large gamme d'acides aminés. Ainsi, ces isolats pourraient donc survivre et
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s'établir eux-mémes dans un environnement ou les sources d'azote constitueraient un

facteur limitant pour la croissance.

11-5-4 Antibiorésistance des isolats

Les antibiotiques sont introduits dans le sol soit par des organismes producteurs
d'antibiotiques ou bien par les matiéres fécales et I'urine qui persistent et s'accumulent
dans les sols apres des applications répétées de fumier (Eliopoulos et al., 2004 ; Ji X et
al., 2014). La performance de I'inoculation de Rhizobium dans les champs agricoles et
son efficacité sont critiques en raison de la compétition entre les Rhizobiums introduits et
les Rhizobiums indigenes présents a des densités elevées. La résistance aux antibiotiques
a eté fréqguemment utilisée pour distinguer la souche inoculante, introduite des
Rhizobiums indigenes et surveiller leur survie et I'occupation de nodules de légumineuses
(Naamala et al., 2016), Kittiwongwattana et Thawai, 2014). Le profil de la résistance
des souches aux 12 antibiotiques testés, révele une variabilité de la résistance des souches
(photo 4). De maniére générale, les isolats ont exhibé une grande résistance aux

antibiotiques testés.

Photo 4: Antibiogramme de quelques souches.

Il ressort des résultats obtenus représentés dans la figure 13, que les souches ont
de fortes résistances, qui dépassent les 85% ont été notées avec le groupe de béta-
lactamines (pénicilline, amoxicilline, Cefazoline), la Spiramycine, le groupe
d’aminogiycoside (gentamicine et netilmicine), allant jusqu’a 100% pour la netilmicine.
Cependant une sensibilité a été enregistrée pour les souches vis-a-vis de I’acide

pipemidique et la tétracycline avec des pourcentages de résistance de 47,91% et 58,33%
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respectivement. Graham et al., (1991) ont rapport¢ que I’effet inhibiteur d’un

antibiotique dépend de sa nature et de sa concentration dans le milieu.
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Figure 13 : Pourcentage d’antibiorésistance des isolats nodulant I’arachide.

Bien que la résistance aux antibiotiques chez les bactéries soit une menace dans le
secteur de la santé (Alekshun et Levy, 2007 ; Tenover, 2006 ; Xiong et al., 2015), il
s'agit d'un trait souhaitable dans les populations de rhizobia indigenes et introduites. La
résistance aux antibiotiques augmente les chances de survie des Rhizobia dans la
rhizosphére (Anand et al., 2015, Zahran, 1999). Les Rhizobia doivent étre résistantes
aux concentrations d'antibiotiques qui inhibent la croissance des autres bactéries du sol
tout en préservant leur infectivité et effectivité symbiotique. Malgré que la majorité des
souches rhizobiennes dans le sol soient sensibles aux antibiotiques, d'autres ont
développé une résistance en réponse aux antibiotiques produits naturellement (Wiener,
1996 ; Xavier et al., 1998). Contrairement a la résistance a certains stress du sol, qui peut
dépendre de l'origine des souches de Rhizobium, la résistance peut étre développée
envers une ou plusieurs classes d'antibiotiques (Anand et al., 2015). 1l a été rapporté que
ces bactéries possédent un chromosome et plusieurs plasmides et/ou mégaplasmides qui
peuvent représenter 50 % du génome. Les plasmides non symbiotiques peuvent coder

pour des traits adaptatifs locaux qui conférent des avantages phénotypiques, tels que des
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genes de résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques. En termes évolutifs, les genes
codés par plasmide ont l'avantage d'étre plus facilement échangeables au sein d'une
certaine population que les genes localisés dans le chromosome (Alexandre, 2006).
Kumbhar et Watve, (2013) ont signalé que, l'augmentation de la résistance des
rhizobiums aux antibiotiques est principalement due aux génes mobiles sur les plasmides
qui peuvent se propager facilement a travers les populations. Par ailleurs, la résistance
intrinséque/innée d’une espece bactérienne résulte de la présence de génes portés par le
chromosome (Dermott et al., 2003). Ces génes comprennent I'ampicilline et b-lactames
trouvées dans les bactéries gram-négatives. Cole et Elkan (1973) ont rapporté que le
Bradyrhizobium japonicum porte des génes de résistance aux antibiotiques
supplémentaires chromosomiques. Plusieurs études ont rapporté une bonne résistance des
rhizobia aux antibiotiques (Bhargava et al., 2016 ; Naamala et al., 2016 Khalid et al.,
2020).

La résistance intrinséque des Rhizobia aux antibiotiques pourrait resulter d'un
manque de site cible de I’antibiotique. Les espéces bactériennes présentant une résistance
intrinséque pourraient étre résistantes a une ou plusieurs classes d'antibiotiques (Dermott
et al., 2003 ; Tenover, 2006). Bhargava et al. (2016) ont signalé que la production de
quantités élevée d'EPS peut empécher I'absorption de I'antibiotique par les Rhizobia. Par
ailleurs de nouvelles souches résistantes proliférent et se propagent dans le sol sous la
pression sélective, qui résulte de 1’exposition des populations de rhizobiums aux

antibiotiques (Naamala et al., 2016).

11-5-5 Lyse des phages

Les bactériophages sont omniprésents dans les populations bactériennes et
contribuent de maniére significative a I'écologie et a I'évolution des communautés
microbiennes (Harrison and Brockhurst, 2017). Rhizobiophages ou bactériophages
lysant les Rhizobiums constituent le facteur biotique le plus important, affectant le
nombre de rhizobiums et la nodulation des légumineuses dans les sols agricoles
(Shahaby et al., 2014). De plus, ces virus peuvent également modifier leur diversité
génetique par transduction et/ou conversion lysogénique (Williamson et al., 2013). De
nombreuses études ont rapporté l'isolement et la caracterisation des phages de
Rhizobium, y compris leur réle dans I'écologie de Rhizobium (Jaiswal et Dhar. 2011 ;

Jaiswal et al., 2012). Généralement, les phages ont été utilisés pour le typage des
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souches de Rhizobium indigénes en tant qu'indicateurs de diversité et de performance
symbiotique (Bromfield et al., 2010 ; Jaiswal et al., 2012 ; Ford et al., 2021).

Les résultats de cette etude, ont montré la présence des rhizobiophages dans les
sols des différentes régions d’étude. Ainsi, ils ont marqué leur pouvoir de parasiter les

rhizobia nodulant I’arachide (figure 14).

Selon Allen et Allen (1950), Appunu et Dhar (2006) et Williamson et al.,
(2013) la présence de phages capables de parasiter et de réduire le nombre de rhizobiums
fixateurs de N2 dans les sols a des implications sur la réduction de la fixation de N et de
la contribution de N2 dans cette Iégumineuse dans les systémes de culture traditionnels.

100 -
90 -
80 -
70 A
60
50 -
40 -
30 A
20 -
10 -

% Résistance

m 9% Sensibilité

HV1 Sv2 EV3

Extraits de pahges

Figure 14: Pourcentage de résistance et de sensibilisé des isolats aux extraits ; HV1 :
Extrait de phages de Hassi Ben Abdellah ; SV2 extrait de phages de Sebseb ; EV3:

extrait de phage d’El-Mansoura.

A partir d'essais biologiques des extraits de phage, certaines gouttes ont formé des
plaques ou des zones creuses sur le tapis bactérien. Sur les 48 isolats bactériens testés,
seuls dix ont formé des zones creuses avec les suspensions de sol et présentaient donc une
sensibilité a l'invasion des phages. La présence de souches de Rhizobium résistantes et
sensibles aux phages suggére que les phages jouent un réle important dans la sélection ou
I'élimination de certains genotypes (Barnet, 1980, Mendum et al., 2001). Ainsi, nous
avons enregistré un taux de résistance supérieur a 91%. Evans et al., (1979) ont signalé

que les bactériophages réduisent la densité de population des souches sensibles de
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Rhizobium trifolii a la surface des racines, permettant aux souches résistantes de former

des nodules.

Les preuves de cette étude montrent clairement qu'il existe des rhizobiophages
dans les sols du Sud Est Algérien, qui peuvent réduire la nodulation et la fixation de N2
de l'arachide cultivée a plein champ. La présence et la distribution de phages actifs contre
divers groupes de rhizobiums ont été signalées dans plusieurs travaux dans différents
pays. Msimbira et al. (2016), ont récemment isolés, trois phages infectant I’arachide en
Afrique du sud. Hannane, (2020) a signalé la présence de la résistance des Rhizobia

nodulant Retama monosperma L. (Boiss) aux rhizophages dans les sols Oranais.

Dans notre étude nous avons remarqué qu’il n'y avait pas de corrélation entre
I'origine geographique des souches de rhizobia sensibles a un phage particulier
provenaient de sites géographiques différents. Ainsi, 1’extrait de phages de Hassi
Benabdella (HV1) a pu infecter des souches des régions de Sebseb et EI-Mansoura, de
méme ’extrait de phages de Sebseb (SV2) a pu infecter des souches de Sebseb et El-
Mansoura. Ces résultats sont en accord avec ceux de Santamaria et al. (2014) pour les
Rhizobium etli nodulant le haricot de différents pays vis-a-vis des rhizophages du
Mexique. Ce modéle, d’aprés Santamaria et al. (2014), pourrait étre attendu d'un phage
a large gamme d'hétes. Les phages de Rhizobia présentent généralement une spécificité
au sein de leurs clades d'hétes, mais peuvent avoir une large infectivité au sein des genres
(Shahaby et al., 2014).

La résistance et la sensibilité des phages peuvent conduire a un succes de la
nodulation différentielle des Iégumineuses. (Cavassim et al., 2020). Les travaux sur les
phages lytiques de rhizobium suggerent qu'ils pourraient jouer un rdle dans la
structuration des communautés de rhizobium et, par conséquent, dans les interactions

avec leurs légumineuses hotes (Harrison et Brockhurst, 2017 ; Ford et al., 2021).

11-5-5 Taxonomie numérique des traits phénotypiques

Les résultats des tests biochimiques, le schéma d'utilisation des sources de
carbone et d'azote des isolats ont été comparés au Manuel de bactériologie déterminative
de Bergey et Vincent (1970) et Howieson et Dilworth (2016), et ont été confirmés
comme Rhizobia. La méthodologie que nous avons utilisée dans cette étude nous a
permis de discriminer les 48 isolats comme différentes souches de Rhizobia, révélant

I'existence d'une diversité phénotypique remarquable. La taxonomie numérique des 48

58



CHAPITRE Il

isolats a été realisee sur la base de 33 caractéres phénotypiques pour construire un

dendrogramme par la méthode UPGMA (figure 15).
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Figure 15: Dendrogramme construit selon la méthode UPGMA montrant la

diversité phénotypique de 48 isolats rhizobiens nodulant I’arachide.

Le résultat I'analyse a permis de regrouper les souches en 3 clusters avec 83%

niveau de similarité comme point de coupure.

Le cluster 1 comprenait 15 isolats provenant de trois régions d'étude. Ce groupe est trés
hétérogéne composé de 31% des isolats de Rhizobia & croissance rapide et lente,

regroupeés en 2 sous-clusters a une similarité de 92%.

Le cluster 2 comprend 12 isolats provenant des deux régions d'étude (Sebseb et El-
Mansoura). Ce cluster contenait 25% des isolats composés exclusivement de Rhizobia a
croissance lente a 1’exception de la souche EP42 caractérisée par une croissance
intermédiaire. Ainsi, il est réparti en deux grands sous-clusters a un niveau de similarité
de 94%.
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Le cluster 3 est composé de 21 isolats, provenant des deux régions d'étude (Sebseb et El-
Mansoura). Ce cluster comprend 43% des isolats de la collection, dont des Rhizobia a
croissance lente, rapide et intermédiaire, divisé en deux sous clusters avec un niveau de

similarité de 90%.

Il a été rapporté qu'un nombre important d'isolats a croissance lente, associés a
I’arachide, sont phylogénétiquement plus susceptibles de comprendre des
Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii et autres espéces de Bradyrhizobium
(Yang et Zhou, 2008).

Dans des études antérieures, basées sur une approche taxonomique numérique, il a
été constate que les souches de Bradyrhizobium japonicum se regroupaient toujours avec
d'autres Bradyrhizobium spp. au niveau de similarité de 70 % ou au-dessus (Van Rossum
et al., 1994). En outre, des rhizobiums a croissance lente obtenus dans la province de
Hainan, en Chine, et trois souches représentatives de Bradyrhizobium japonicum, ont été
regroupés a un niveau de similarité de 81 % (Gao et al., 1994). De méme, la majorité des
isolats (58 %) dans le cadre de 1’étude de Degefu et al (2018) ont été regroupés avec
Bradyrhizobium japonicum et Bradyrhizobium elkanii a un niveau de similarité de 82 %.
Ainsi nos souches a croissance lente pourraient étre étroitement liées aux souches de
Bradyrhizobium. Cependant, une analyse génétique plus poussée des souches s’aveére

nécessaire.

Il a été rapporté que les rhizobiums a croissance trés rapide, rapide, intermédiaire
et lente sont mélangés les uns aux autres et apparaissent donc comme un seul groupe
(Odee et al., 1997). De méme, dans ce travail, les croissances lentes et les croissances
rapides sont réunies dans les groupes 1 et 3. Ces résultats sont en accord avec d'autres
travaux sur les rhizobiums d'Arachis hypogaea L cultivés sur les sols argentins (Taurian
et al., 2006). Il est intéressant de noter que le regroupement des isolats au sein des
différents clusters ne coincidait pas tant avec leur origine géographique que
précédemment observé dans le dendrogramme généré a partir des caractéristiques
phénotypiques (figure 15) . Ceci est probablement di a I'influence majeure des conditions
édapho-climatiques sur le phénotype bactérien (EI-Akhal et al., 2009).
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Conclusion

En conclusion, cette étude préliminaire basée sur les caractéristiques
morphophysiologiques a fourni une collection bien caractérisée et préservée de souches
de Rhizobium provenant des nodules de ’arachide et a exploré la présence de rhizobiums

indigénes nodulant 1’arachide dans la zone d'étude.

Il est recommandé de caractériser davantage les isolats de test en utilisant des
techniques moléculaires modernes afin d'élucider la bonne identité des souches. De plus,
I'efficacité symbiotique dans des conditions de serre et de champ, ainsi que I'évaluation
de la compétitivité par rapport aux souches indigenes devraient étre étudiées pour
exploiter les avantages que ces isolats de test pourraient offrir pour la production de

I’arachide.

Selon Degefu et al. (2018), la sélection des rhizobiums comme inoculant et pour
la production de biofertilisants, nécessite des isolats ayant une plus grande tolérance a de
nombreux stress écologiques et leur plus grande capacité a rivaliser pour l'utilisation des

nutriments.
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Introduction

L'inoculation des graines avec des Rhizobia efficaces est une pratique ancienne
qui remonte a la fin du siécle dernier (Catroux et al., 2001). Cette méthode consiste a
introduire des souches ces bactéries dans la rhizosphére sol-plante, en utilisant un
inoculum sous forme solide ou liquide (Baraibar, 2000). Cette inoculation des plantes
permet de garantir la présence adéquate et en quantité suffisante de souches de
rhizobiennes dans la rhizosphére, favorisant ainsi une nodulation abondante et une
fixation efficace de l'azote (Wolde-meskel et al., 2018). Malgré les éventuelles

difficultés rencontrees lors de cette pratique, elle reste relativement simple (Date, 2000).

L’inoculation est considérée comme source d’engrais azotés respectueuse de
I'environnement. Il a été estimé que 2000 tonnes d’inocula sont produites annuellement
dans le monde. Cette quantité est considérée comme suffisante pour inoculer 20 millions
d'hectares de Fabacées (Rebah et al., 2007). Les plus grands producteurs se trouvent aux

Etats-Unis avec une production annuelle de 1000 tonnes (Singleton et al., 1997).

Différentes formes d'inoculums sont disponibles, telles que des poudres, des granulés ou
des liguides (Date, 2000 ; Deaker et al., 2004). L'application directe sur les semences est
la méthode d'inoculation la plus courante. D'autres techniques proposent I'inoculation sur
des granulés minéraux (Wadoux, 1991) ou sur le lit de semence (Hynes et al., 1995). Au
cours des derniéres décennies, les progres technologiques ont conduit a I'utilisation de
sous-produits économiques et faciles a utiliser en tant que supports pour les rhizobiums
(Ben Rebah et al., 2007 ; Brockwell et Bottomley, 1995 ; Denton et al., 2009).

Les inoculums sont produits et disponibles commercialement dans de nombreux
pays. Leur qualité est déterminée par plusieurs facteurs, tels que le nombre, I'efficacité et
la stabilité génétique des souches rhizobiennes qu'ils contiennent (Brockwell et
Bottomley, 1995 ; Stephens et Rask, 2000 ; Amarger, 2001). De plus, leur capacité a
rivaliser avec les rhizobiums indigénes et leur persistance dans le sol sont également des

éléments importants a prendre en compte (Graham et Vance, 2003).

Dans ce contexte, I'objectif de cette étude était en premier la production de deux
formes d’inocula et deuxiémement de connaitre la réponse de l'arachide a l'inoculation et

de comparer I’efficacité des différents inoculants. L’inoculation de 1'arachide n'est pas
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une pratique courante et le but de cette étude consistait a comparer les effets des

inoculants sur la nodulation, la croissance et le rendement chez I'arachide.

I11-1 Matériel et Méthodes

I11-1-1 Matériel biologique

Quatre souches de rhizobia associées a 1’arachide, provenant des régions de
Ouargla (Hassi Ben Abdallah) et de Ghardaia (Sebseb et EI-Mansoura), préalablement
isolées et caractérisées ont été utilisées. Elles ont été sélectionnées parmi une
cinquantaine de souches pour leur capacité a tolérer les conditions pédoclimatiques
prédominantes dans ces régions. Deux souches sont a croissance rapide, une a croissance
moyenne et une derniere a croissance lente. Les codes des quatre microsymbiontes

utilisés sont mentionnés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Codes des souches, site d’échantillonnage, type de croissance et

localisation géographique.

Codes Site Plante hote Type de Localisation

expérimentaux | d’échantillonnage croissance

HBA1 Hassi Benabdellah Arachis hypogaea L. | Rapide 32°00°77”’
5°46°27

EP1 El-Mansoura Arachis hypogaea L. | Rapide 31°95°79”
3°64°23”

SP32 Sebseb Arachis hypogaea L. | Moyenne 32°15°70”
3°58°03”

EP72 El-Mansoura Arachis hypogaea L. | Lente 31°95°50”
3°64°28”

Les souches ont été repiquées sur un milieu solide (photo 5) a base d’extrait de
levure et de mannitol (YMA). La préparation d’inoculum liquide de différentes souches a
été réalisée par la mise en culture des souches étudiées dans un milieu YEM liquide a pH
6.8. L’incubation a ¢té effectuée dans un incubateur agitateur a 200 tr/min, a la
température de 28°C pendant 3 a 7 jours selon le type de croissance des souches pour

obtenir une concentration d’environ 10° UFC ml* (Vincent, 1970).
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Photo 5 : Repiquages des souches sur boites de Pétri.

I11-1-2 Matériel végétal

Le matériel végétal ayant fait I’objet de cette étude est constitué d’une population
locale d’arachides, originaire de Ghardaia. Les graines ont ét¢ désinfectées par immersion
dans 1'éthanol 95% pendant 10 secondes puis dans une solution d’hypochlorite de sodium
(NaClO ) a 5% durant 2 minutes, puis rincées 10 fois a I’eau distillée stérile pour éliminer
toute trace du désinfectant (Tillard et Drevon, 1988). Au dernier lavage, les graines ont
été gardées dans des flacons d'eau distillée stérile au réfrigérateur a 4°C pendant une nuit

pour I’imbibition (Somasegaran et Hoben, 1985).

111-1-3 Production d’inoculum

Cette étape vise a obtenir une densité élevée de rhizobiums dans le milieu de
culture YMB. Cependant, ce processus est influencé par plusieurs facteurs tels que le
milieu de culture, la souche de rhizobienne, la température et I'aération (Yokoyama et
al., 2006). Ce milieu a été choisi en raison de ses propriétés favorables a la croissance des
Rhizobiums et a la production d'inoculum de haute qualit¢ (Montange et Beunard,
1984).

Les suspensions bactériennes ont été préparées par introduction d’une colonie
de chaque la souche a 1’aide d’une anse de platine dans un tube a essai contenant le
milieu YEM liquide stérile. Ce dernier est réputé étre le mieux adapté pour I’étude des
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Rhizobiums, il est utilisé pour I’isolement et la production de biomasse des souches des
Rhizobiums. Les tubes inoculés par les 4 souches ont été incubés dans un incubateur
agitateur a 200 tours/min, a 28°C pendant 3 jours pour l’inoculum des souches a
croissance rapide, 5 jours pour celles a croissance moyenne, et 7 jours pour les souches a

croissance lente.

Une colonie de chaque souche est prélevée par une anse de platine puis repiquée
dans un flacon contenant 100 ml de milieu YEM liquide avec 2 répétitions pour chaque
souche, puis placées dans un incubateur agitateur a 200 tr/min, & 28°C pendant 3 jours
pour I’inoculum des souches a croissance rapide, 5 jours pour I’inoculum des souches a
croissance moyenne, et 7 jours pour I’inoculum des souches a croissance lente. Apres

incubation, elles ont été conservées au réfrigérateur a 4°C.

Ces précultures ont été utilisées selon la méthode de Vincent (1970) et
Somasegaran et Hoben (1994) pour inoculer des flacons de 250 ml contenant 100 ml de
YMB stérile avec 1 ml puis incubés dans un incubateur avec agitation de 200 tr/min, a
28°C. La durée d’incubation est de 3 jours pour I’inoculum des souches a croissance
rapide, 5 jours pour celle des souches a croissance moyenne et 7 jours pour I’inoculum
des souches a croissance lente. Il est nécessaire d’obtention une DO égale a 0.6 (2 620 nm
lue sur spectrophotometre), correspondant a une concentration cellulaire de
107cellules/ml. Cette corrélation est déterminée par mesure de la DO et numération des
bactéries vivantes sur YMA. Dans le but de standardiser la concentration des bactéries

dans le milieu, une dilution est effectuée selon la méthode décrite par Allem (2011).

111-1-4 Préparation du support solide

Plusieurs types de supports peuvent étre utilisés. Dans cette expérience, nous

avons opté pour la tourbe qui a été séchée, neutralisée et stérilisée avant don utilisation.

111-1-4-1 Détermination de I’humidité du support

L'humidité de la tourbe est évaluée en utilisant la meéthode décrite par
Somasegaran et Hoben (1994). Apres avoir seché la tourbe dans une étuve ventilée a
70°C pendant 48 heures, la teneur en humidité du support est calculée en utilisant la

formule suivante :

M = (W1- W2)/W2 X 100
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M : humidité du support (exprimée en %) ;
W1 : poids frais du support (9) ;
W2 : poids sec du support apres séchage a 70°C.

111-1-4-2 Détermination du volume d’inoculum absorbé par le support

Le volume d’inoculum a été déterminé en fonction de la capacité de rétention de
la tourbe selon la méthode de Somasegaran et Hoben (1994), qui consiste a ajouter 50
ml d’eau distillée a 20 grammes de tourbe, agiter pendant 2 heures, puis filtrer
I’homogénat. La différence entre le volume initial et le volume recueilli d’eau,
correspondant a la capacité de rétention. Le support doit étre neutralisé en ajustant le pH
entre 6.5 et 7 avec addition de CaCOs. La tourbe a été mise dans des petits sacs en
polyéthyleéne haute densité d’une dimension de 10x15 cm, a raison de 5g par sac, puis

autoclavée a 120°C pendant 20 mn.

Sous une hotte a flux laminaire, I’inoculation des sacs a été réalisée a raison
60% de la capacité de rétention de la tourbe avec les différentes souches a 1’aide d’une

seringue stérile. Les sacs ont été etiquetés avec le nom de la souche et la date de

production (photo 6).

Photo 6 : Production des inoculums ; a : inoculums liquides, b :inoculums solide a

base de tourbe.

111-1-5 Conduite de la culture
Le substrat de culture utilisé est exclusivement composé de sable provenant de
la haute dune du site sablonneux de la zone de Sidi Khouiled, située dans la région de

Ouargla, appartenant au grand erg oriental. Avant son utilisation, ce sable a subi un
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processus de déminéralisation. Selon la méthode décrite par Djerroudi et al. (2017), le
sable a été tamise pour éliminer toutes les impuretés d'origine végétale ou animale, puis
lavé avec de l'acide chlorhydrique (HCI) pendant 20 minutes afin de supprimer les
carbonates, les chlorures, etc. Ensuite, il a été lavé plusieurs fois a I'eau distillée pour
éliminer toute trace d'acidité, puis séché a l'air libre. Dans le but de garantir I'absence de
toute forme de vie microbienne, le sable a été soumis & une température de 180°C
pendant 2 heures dans un four Pasteur. Apres cela, il a été stocké dans des sachets

stériles.

Des mesures de pH et de conductivité électrique (CE) ont été realisees avant et
apres le traitement du sable, conformément a la méthode décrite par Pansu et
Gautheyrou (2003).

Les essais ont été menés dans une serre semi-controlée située a la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université de Ouargla, entre février et avril 2018.
Les conditions de croissance maintenues étaient de 20/25 °C avec une humidité relative
de 50/60 %. Les graines ont été semées dans des pots en plastique carrés d'un litre de

volume, remplis de sable stérile. Trois graines ont été semées par pot (voir photo 7).

Photo 7: Semis des graines et mise en place de I’expérimentation.

111-1-5-1 L’inoculation des graines d’arachide

Deux méthodes d’inoculation ont été utilisées pour cette étude, en fonction du

type d’inoculum (liquide ou solide).
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Apres la levée des plantes d’arachide, 3 ml d’inoculum de chaque souche ont
été ajoutés. Les suspensions bactériennes ont été introduites aseptiquement, a 1’aide de

seringues médicales pour chaque inoculum, a la base des tigelles des jeunes plantules.

La méthode d’enrobage a été appliquée selon la technique décrite par Feng et
al. (2002) : 10 graines d’arachide stérile ont été mélangées avec 22 g d’inoculum et 10 ml
d’une solution d’adhésif qui est la gomme arabique (40%). L’adhésif est obtenu en
chauffant 100 ml d’eau distillée a laquelle 2g de gomme arabique sont ajoutés par petite
quantité jusqu'a dissolution compléte (Vincent, 1970 ; Graham, 1994). Les graines
inoculées ont été semées apres trois heures d’immersion avec I’inoculum solide dans des

flacons en verre a une température de 25°C.

Les pots ont été irrigués avec la solution nutritive de Fahraeus dépourvue
d’azote (Vincent, 1970) dont la composition est mentionnée en annexe 1. Un témoin non
inoculé (T) ainsi qu'un témoin azoté (TN), pour lequel 1g/l de KNOs3 ont été apportés,

sont utilisés.

I11-1-6 Les parameétres étudiés

Aprés 8 semaines de I’application des inoculums, les plantes ont été
soigneusement déterrées du sable humidifié pour éviter un déracinement brutal puis
rincées a l'eau de robinet. Les parameétres de croissance relatifs a la hauteur de la tige
principale et la longueur de la racine principale ont ét¢ mesurés a 1’aide d’une régle
graduée. Les parties aériennes, racinaires et les nodules ont été séparés et les biomasses
fraiches et seches ont été déterminées aprés séchage dans une étuve a 70°C pendant 72
heures. Le nombre de nodules a été¢ compté a 1'ceil nu et a I’aide d’une loupe. Les mesures
du poids ont été effectuées a l'aide d'une balance électronique. Un dosage d'azote par la
méthode KJELDHAL a été realisé afin de quantifier I'azote fixé par le biais de la fixation

symbiotique.

111-1-7 Analyse des données

Les analyses statistiques des résultats expérimentaux obtenus ont été effectuées
a l'aide du test ANOVA en utilisant le progiciel d'analyse statistigue XLSTAT version
2014.
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111-2 Résultats et discussion

I11-2-1 Caractéristiques physico-chimiques du substrat de culture
Les résultats des différentes analyses physico-chimiques des échantillons de
sable sont consignés dans le tableau 8. Les résultats ont été interprétés selon les normes

présentées en annexe 2.

Tableau 8: Résultats des analyses physico-chimiques du sol.

Parametres Sable non déminéralisé Sable déminéralisé
CE (dS/cm) 2.03 0.63
pH 7.2 6.53

A partir des résultats du tab.5, nous avons remarqué que selon les parametres
¢tudiés, le sable présente des variations entre 1’état initial et aprés traitement. Selon
I’échelle USSL (1954) et Aubert (1978), les valeurs obtenues montrent que le substrat de
culture (sable) analysé avant la déminéralisation présente des valeurs de conductivité

élevées (moyenne de 2.03) indiquant un sable salé, a pH trés légérement alcalin (7.2)

D’apres Roloff (2007), la disponibilité maximale des nutriments pour la plupart
des cultures se produit lorsque les valeurs de pH se situent entre 6,0 et 7,0. Les valeurs
de CE sont supérieures a 2,0 (ds/cm) et peuvent diminuer les rendements de 1’arachide,

en fonction des ions spécifiques présents dans la solution sol-eau (Furlan et al., 2017).

Pour toutes les plantes, les facteurs physiques du sol interviennent dans
I’adaptation au milieu. L’arachide est une plante qui peut étre cultivée sur des sols a pH
allant de 4 a 5, mais son pH optimal du sol est compris entre 5,6 et 7,5 et peut varier entre
5 et 8 (Gillier, 1969). Elle est peu sensible aux sols alcalins mais préfere les sols avec un

pH voisin de la neutralité ( Mayeux, 2001).

Bien que l'arachide soit considérée comme une culture des terres arides
avec de multiples traits d'adaptation aux stress, la salinité associée aux températures

élevées est une menace majeure pour sa productivité (Meena et al., 2016)

69




CHAPITRE Il

111-2-2 Effet des souches sur la croissance de la plante

111-2-2-1 Morphologie des plantes inoculées

Les plantes inoculées ont montré une diversité dans leur croissance (hauteur des
tiges et longueur des racines), poids secs et nombre de nodules. Comparés aux plantes
témoins, les plantes inoculées par un inoculum solide, & base de tourbe, sont plus vertes et
leurs parties aériennes sont plus développées (photo 8). La taille des nodules est en
relation avec la capacité a supporter les conditions seches. Selon les travaux de Ouslim
(2016), les nodules de petite taille perdent rapidement leur réserve en eau, alors que ceux
de taille plus grande possedent un parenchyme cortical plus épais qui empéche ou réduit
leur déshydratation, lorsque la culture est réalisée sur sol sec. De nombreuses études ont
indiqué les avantages des inoculants de Rhizobium pour la culture d’arachide (Castor et
al., 1999 ; Vicario et al., 2015). Ces rapports ont signalé que I'application d'inoculants a
base de rhizobium, a montré de nombreux effets sur les paramétres culture évalués, était

généralement bénéfique.

Photo 8: Croissance et développement des plantes inoculées.

111-2-2-2 Effet de ’inoculation sur la nodulation

Le nombre des nodules est un critere important pour la détermination de la

réponse a l'inoculation.

Le nombre total de nodules était plus élevé pour les SP32 TRB et EP72 TRB
que pour les souches HBA1 et EP1 (figure 16). L’inoculation avec HBA1 et EP1 a
entrainé une augmentation (statistiguement non significative) du nombre de nodules. La
nodulation a montré que l'inoculant solide a base de tourbe a été généralement plus

bénéfique que I'inoculant liquide appliqué aux semences.
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Figure 16: Effets de I'inoculation de I'arachide avec diverses souches de Rhizobiums

sur le nombre total de nodules (NN).

Ceci est probablement en relation avec ’apport de la matiere organique
contenue dans la tourbe qui favorise la croissance et la résistance des bactéries dans le
sable. Cette constatation est corroborée par des résultats d’Agraw et al. (2017),
Abdulameer et al. (2011) et Badar et al. (2015).

Hynes et al. (2001) ont suggeéré que les Rhizobium formulés sous forme liquide
étaient plus susceptibles de souffrir davantage de stress environnementaux tel que I'exces
d'humidité du sol, par rapport & ceux dans d'autres formulations. La tourbe est le support
le plus fréqguemment utilisé dans Il'industrie des inoculants rhizobiens en raison de sa
grande capacité de rétention d'eau et de sa surface qui favorisent la croissance et la survie
des rhizobiums (Singleton et al., 2002). Cependant, la tourbe n'est pas disponible dans de
nombreux pays et la production d'inoculants & base de tourbe nécessite une quantité
importante de traitement avant d'étre utilisée dans un systéme de production commerciale
(Tittabutr et al., 2007).

L'inoculation de I'arachide avec des Rhizobia a exercé une grande amélioration
de I'état de la nodulation, ce qui a conduit a des augmentations significatives du nombre
des nodules par rapport a I'arachide non inoculée. Cette observation a également été
rapportée par EI-Sawy et al. (2006) et Badawi et al. (2011). Cela a pu étre observé a
partir des différences frappantes entre les traitements inoculés et non inoculés et a
souligné l'importance vitale de poursuivre l'inoculation des graines d'arachide

successivement avec des souches efficaces. Dans cette préoccupation, I’inoculation de
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graines de légumineuses est un moyen efficace et pratique d'introduire des rhizobiums

tres efficaces dans le sol pour améliorer la production d'arachides (Deaker et al. 2004).

Castro et al. (1999) ont constaté que les racines d'arachide ont été bien
nodulées par la souche indigéne plutdt que par la souche exotique. Par conséquent, la
sélection de souches efficaces en fonction de leur adaptation écologique locale peut
augmenter la production de cette culture (Denton et al., 2003 ; Lindstrom et al., 2010 ;
Bianco et al., 2013).

111-2-2-3 Effet de ’inoculation sur la croissance

Les résultats de la hauteur moyenne du systeme aérien et sous terrain par plant
sont illustrés par la figure 17.
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Figure 17: Effets de l'inoculation sur les paramétres de croissance de I’arachide ; a :
la hauteur des tiges (HT), b : la longueur des racines (LR).

Nous remarquons que toutes les combinaisons montrent un bon développement
comparé au témoin non inoculé. Les plantes inoculées présentent des différences
significatives de hauteur de tige et longueur racinaire. Les souches SP32 (liquide) et EP1
(tourbe) ont montré une différence significative de la longueur racinaire par rapport aux
autres combinaisons (figure 17 b). Toutes les combinaisons des inoculums tourbe ont
induit une réponse similaire de la hauteur des tiges a, 1’exception des inoculums EPI
(tourbe). Ce dernier, avec les inoculums liquides des souches HBA1, SP32 et EP1 se sont
montrés légérement moins performants par rapport aux autres inoculums (figure 17 a).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Lazali (2009), qui signale que la hauteur de la
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tige varie légerement entre les combinaisons étudiées. Ainsi, Sharma et al. (2011) n’a
pas signalé une différence significative de la hauteur des plants et longueur des racines
entre les souches testées. Par ailleurs, Alem et al. (2011) ont déclaré que I'inoculation

solide augmentait la hauteur des plantes.

Des expériences sur le terrain menées en argentine ont révélé que l'inoculation
augmentait les rendements d'arachide par rapport au traitement non inoculé, atteignant
des valeurs qui ne différaient pas de celles obtenues avec un traitement inoculant
commercial (Valetti et al., 2016). Des résultats similaires ont été obtenus dans une étude
menée au Chili, dans laquelle [linoculation de [l'arachide avec les souches
Bradyrhizobium, a induit une augmentation significative de la croissance des plantes par
rapport aux plantes non inoculées sans azote (Zapata et al., 2014). En Egypte, il a
également été démontré que l'inoculation de I'arachide avec des souches
bradyrhizobiennes a entrainé une amélioration considérable du nombre et de la masse des

nodules, de la fixation de I'azote et de la croissance des plantes (Badawi et al., 2011).

111-2-2-4 Effet de I’inoculation sur le poids sec des plantes

Les résultats de la pesée des parties aérienne et racinaire par plant ont abouti

aux resultats illustrés par les figures 18 a et b.
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Figure 18 : Effets de I'inoculation sur le poids sec de I'arachide ; a : poids sec des
tiges (PST), b : poids sec des racines (PSR).

L'analyse statistique du poids sec du systeme aérien et racinaire par plant

montre que les traitements inoculés sont trés hautement significativement différents par
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rapport au témoin non inoculé. Par ailleurs, I’inoculation avec la souche HBA1 (tourbe) a
montré une différence significative du poids sec des racines comparativement aux autres
souches. Aucune différence significative du poids sec des racines des différentes

combinaisons n’a été obtenue (figure 18 b).

Les plantes inoculées avec la souche HBAZ1 (liquide) ont montré une
augmentation du poids sec des parties aériennes, mais les différences observées n'étaient
pas statistiquement significatives entre les différentes combinaisons utilisées (figure 18
a). Le témoin non inoculé azoté a permis une augmentation significative de la matiere
séche des parties aériennes. En général, 1’inoculation par les Rhizobia a permis une
augmentation du poids sec des plantes par rapport au témoin non inoculé. Cette
amélioration pourrait étre attribuée au fait que les rhizobiums peuvent augmenter la
croissance des plantes en fournissant des produits de fixation de N> (Kumar et al.,
2011). Cette augmentation a été soulignée par plusieurs travaux (Bogino et al., 2006 ;
Agraw et al., 2017, Touil, 2017).

Ainsi, les travaux de Vitousek et al. (2015), in situ sur I’inoculation de
I’arachide, ont indiqué que le poids sec des parties aériennes ainsi que pour tous les
paramétres de croissance des plantes évaluées ont été améliorés par 1’inoculation avec
une souche native de Bradyrhizobium par rapport aux plantes témoins non inoculées. De
méme, Neellipally (2020) a rapporté que les traitements d’inoculés avec Bradyrhizobium
ont amélioré la synthese de la chlorophylle et la croissance en hauteur, entrainant des

augmentations significatives du poids sec et du rendement des plantes.

Divers auteurs ont constaté que la plupart des espéces de Rhizobium produisent
des régulateurs de croissance des plantes, tels que l'acide gibberllique, la cytokinine,
l'auxine et de (Shengepallu et al., 2018 ; Mouradi et al., 2018). L'amélioration de la
croissance des semis d'arachide peut étre attribuée a la production de tels régulateurs de
croissance qui peuvent fournir directement et indirectement les conditions favorables a la

croissance des plantes (Patel et al., 2017 ; Priaetal., 2019 ; Naceer et al., 2019).

111-2-2-5 Effet de I’inoculation sur la fixation d’azote

L’azote est parmi les éléments nutritifs nécessaires, le plus souvent limitant
pour la croissance des plantes. L'efficacité des performances de fixation de N est

exprimée par lI'accumulation d'azote dans les tissus végétaux (Bhargava et al., 2019).
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L’¢tude de I’effet de I’inoculation sur la teneur d'azote dans la partie aérienne (figure 19),
a montré que l’interaction symbiotique a positivement affecté la fixation azotée par

I’inoculation avec les Rhizobia par rapport aux plantes témoins non inoculées.
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Figure 19: Effets de I'inoculation de 1'arachide sur la fixation d’azote

L’ensemble des données obtenues ont montré que toutes les souches testées ont
permis un gain en azote nettement superieur a celui de (TO) et méme plus important a
celui du temoin azoté pour certaines souches. Une différence significative entre les
combinaisons a été constatée, les meilleurs taux d’azote ont été obtenus par les souches
HBAL et EP72, suivies de SP32. Ces derniéres ont permis un gain en azote superieur a
celui du temoin azoté et la souche EP1. Ces résultats rejoignent ceux observés dans
d’autres travaux (Shil et al., 2007 ; Kabir et al., 2013 ; Alam et al., 2015, Bogino et
al., 2006, Lanier, et al., 2005, Mathu et al., 2012).

Jovino et al., (2022) ont signalé que les rendements ainsi que la contribution de

BNF a été améliorée par 1'inoculation de 1’arachide par deux souches de Bradyrhizobium
allant de 42 a 60 %.

Mandou et al. (2017) ont noté une augmentation significative de la teneur en
N2 des parties aériennes de 1’arachide apreés inoculation sur le site de Yaoundé
(Cameroun). De méme, Valetti et al. (2016) ont rapporté que les plants inoculés avec des
isolats natifs ont exhibés de meilleurs parametres symbiotiques, produisant ainsi un
rendement de 44% en gousses d’arachides a Pizarro au Brésil par rapport aux plants non

inoculés. Ainsi, les souches natives sont plus adaptées a leur environnement alors que
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celles apportées par inoculums commerciaux, peuvent avoir des difficultés a exprimer

leur capacité de fixation de No.

I11-2-2-6 Réponse de I’arachide a I’inoculation par les Rhizobia

Le but de I'inoculation est de fournir un nombre suffisant de Rhizobiums viables
et efficaces pour induire une colonisation rapide de la rhizosphére, ce qui permet une
nodulation rapide apres la germination en produisant des rendements optimaux (Catroux
et al., 2001; Sharma et al., 2011). L’analyse de variance du comportement de
I’arachide a I’inoculation par les différentes souches de Rhizobia testées est résumée dans

le tableau 9.

Tableau 9: Synthése des moyennes de 1’effet de l'inoculation sur les parametres de

croissance, de rendement et de la fixation d’azote de I’arachide.

Traitements| FBN % HT PST LR PSR NN
SP32 2,093 b 17,867 bc 1,242 Db 13,917 a 0,758 a 78,000 a
EP72 2,253 a 20,083ab 1,112 bc 14,833 a 0,657 a 69,500 a
EP1 1,810 ¢ 18,500 bc 1,213 bc 15,667 a 0,587 a 67,833 a
HBA1 2,380 a 17,000 cd 1,215 bc 13,550 a 0,993 a 59,000 a
TN 1,863 ¢ 22,667 a 1,883 a 14,500 a 0,990 a 0,000 b
T 0,117d 14,667 d 0,623 b 13,433 a 0,437b 0,000 b
Pr>F <0,0001 |0,001 0,042 0,212 0,186 0,006
Significatif | Oui Oui Qui Non Non Oui

HT : Hauteur des tiges, PST : poids sec des tiges, PSR : poids sec des racines, NN :
nombre de nodules et LR : longueur racinaire. Pour chaque parametre, les moyennes dans
la méme colonne, suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes,
comme le détermine le test de la plus petite différence significative (LSD) de Fisher a P =
0,05.

Une différence significative a été observée entre la réponse des quatre souches
par rapport a la hauteur et au poids sec des tiges (tableau 9). Les souches EP72 et SP32
ont augmenté significativement la hauteur des tiges et leur poids sec respectivement. Par
ailleurs, les souches EP72 et HBA1 ont contribué a une bonne fixation d’azote par
rapport aux autres souches. L’effet bénéfique de I'inoculation sur ces mémes parametres a
¢été signalé chez d’autres fabacées comme le soja (Gebrehana et Dagnaw, 2020), le pois

chiche (Cicer arietinum L.) (Khaitov et al., 2020), les petits pois (Pisum sativum)
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(Ranjbar Sistani et al., 2020), ou encore chez des fabacees non alimentaires comme
Robinia pseudoacacia (Sun et al., 2020), luzerne (Medicago sativa) (Azib et al., 2020)
et chez la légumineuse arborescente Leucaena leucocephala (da Silva et al., 2018).

L'influence de la plante hoéte sur l'efficacité symbiotique, la nodulation, la
fixation de N> et le rendement en biomasse a été rapportée dans d'autres études (Hafeez
et al.,, 2000 ; Nkot et al., 2011; Thrall et al. 2011). Selon Mathu et al (2012), la
variabilité observée dans les différents parametres peut étre attribuée aux différences des
capacités effectives et de I'efficacité des Rhizobia utilisés dans cette étude.

Conclusion

La fixation biologique de 1’Azote (FBN) est un processus important dans le
cycle de vie des fabacées. L’application d’inoculum de bactéries fixatrices d’azote est
favorable au double plan économique et environnemental. Le but de cette étude était de

sélectionner des bactéries symbiotiques de I’arachide natives et compétitives.

Il ressort de ce travail que I'absorption de nutriments et le bon développement
de l'arachide sont fortement influencés par I'inoculation par les Rhizobia. Ces derniers
ont montré un effet significatif sur la nodulation, les différents paramétres de croissance
(hauteur de tiges, longueur racinaire, poids sec des parties aériennes et souterraines) ainsi
que sur la fixation d’azote atmosphérique. Ceci prouve la dépendance rhizobienne de

I’arachide et témoigne de ’infectivité et de I’effectivité des souches de Rhizobia utilisées.

Les résultats ont montré I'efficacité symbiotique des quatre souches, indiquant
que la souche native EP72 comme une bactérie potentielle a recommander comme

inoculants pour l'arachide.

Bien que l'inoculation ne soit toujours pas une pratique courante pour la
production d'arachides dans les systémes agricoles, cette étude confirme que I'inoculation

de l'arachide avec des souches de Rhizobia sélectionnées peut améliorer le rendement.
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Introduction

Dans la région méditerranéenne, la symbiose entre les légumineuses et les
rhizobiums joue un réle crucial dans les agrosystémes en raison de ses avantages
agronomiques, economiques et ecologiques (FAO, 2009). En effet, lorsque cette
symbiose fonctionne correctement, elle permet d'assurer une nutrition azotée adéquate
aux plantes, favorisant ainsi une production satisfaisante. Cela permet aux agriculteurs de
réduire les colts liés aux engrais chimiques et contribue a la préservation de
I'environnement en réduisant la pollution (Faghire et al., 2011). Cependant, ce processus
naturel est influencé par diverses contraintes abiotiques qui diminuent son efficacité et
constituent une menace sérieuse pour le systeme agricole, telles que la sécheresse, la
salinité et les températures extrémes (Bhatnagar et al., 2008 ; Cesar et al., 2011 ;
Pruthvi et al., 2014). La salinité du sol est I'un des facteurs environnementaux les plus
destructeurs qui peut entrainer une diminution remarquable de la superficie des terres
cultivées et le rendement des cultures (Meguekam et al., 2021). Etant donné que la
plupart des especes cultivées sont sensibles au sel, la salinité est devenue un probleme
sans cesse croissance, en particulier dans les régions arides, semi-arides et cotieres du
monde (Meena et al., 2016). La FAO (Organisation des Nations Unies pour
I'alimentation et I'agriculture), a rapporté que plus de 6 % des terres de la planete sont
affectées par la salinité, dont 3,8 % se trouve en Afrique (FAOSTAT, 2011). Ce
phénomene est de plus en plus préoccupant car la salinité réduit la disponibilité des terres
cultivables et constitue une menace pour la sécurité alimentaire de ces régions. La
salinisation des sols est non seulement liée aux conditions climatiques, mais aussi a

mauvaise qualité et gestion des des eaux d’irrigation (Benidire et al., 2015).

. A T'heure actuelle, prés de 20 % de toutes les terres cultivées et irriguées
(équivalent a 62 millions d'hectares) sont affectées négativement par le sel, certaines
estimations atteignant 50 % (Khan et al., 2015). Dans les zones arides et semi-arides, la
contrainte saline, qu’elle soit du sol ou de I’eau reste I’un des facteurs majeurs limitant la
production des légumineuses, particulierement lorsque la nutrition azotée est assurée par
la FSN (Munns et tester, 2008).

Le stress salin peut avoir un impact sur la symbiose Iégumineuse-rhizobia de deux
manieres : indirectement, en réduisant la croissance de la plante héte et en perturbant

certains de ses processus physiologiques, et directement, en inhibant le processus
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d'infection et le développement des nodules (Zahran, 1999 ; El-sheikh et al., 1989 ;
Cesar et al., 2011). En effet, le stress salin peut avoir des effets néfastes sur la croissance
des rhizobiums, limitant ainsi leur persistance et leur développement dans le sol, la
colonisation des racines, l'inhibition des infections, ainsi que la production et le

fonctionnement des nodules (Mustafakulova et Qobilov, 2020).

La prévention et la réparation des dommages causes par le stress salin sont
essentielles pour assurer la survie des cellules. Ces stratégies peuvent impliquer des
modifications morphologiques, biochimiques et physiologiques (Geetanjali et Neera,
2008). Le développement des symbioses rhizobiennes performantes est 1’une des
approches les plus envisageables pour réduire les effets delétéres de diverses contraintes
biotiques et abiotiques dont la salinité. Plusieurs travaux ont signalé la contribution du
partenaire rhizobien a parvenir cette contrainte via I’utilisation des souches rhizobiennes
sélectionnées (Mnasri et al., 2007a, Ben Rhomdhane et al., 2007, Tajini et al., 2008).
Dans ce chapitre, nous allons étudier 1’effet de la contrainte saline sur I’arachide inoculée

avec des souches de rhizobia autochtones.

1V-1 Matériel et méthodes

IV-1-1 Matériel biologique

Quatre souches de Rhizobia associées a I’arachide, provenant de Ouargla (Hassi
Ben Abdallah) et de Ghardaia (Sebseb et El-Mansoura), préalablement isolées et
caractérisées. Elles ont été selectionnées parmi une cinquantaine de souches pour leur
capacité a tolérer les conditions pédoclimatiques prédominantes dans ces régions. Deux
souches sont a croissance rapide, une a croissance moyenne et une derniere a croissance

lente. Les codes des quatre micro-symbiontes utilisés sont mentionnés dans le tableau 10.

Tableau 10: Codes des souches, site d’échantillonnage, type de croissance et

localisation géographique

Codes Sites Plante héte Types de Localisations
expérimentaux | d’échantillonnage croissance
HBA1 Hassi Benabdellah | Arachis hypogaea L Rapide 32°00°77
5°46°27”
EP1 El-Mansoura Arachis hypogaea L Rapide 31°95°79”
3°64°23”
SP32 Sebseb Arachis hypogaea L Moyenne 32°15°70”
3°58°03”
EP72 El-Mansoura Arachis hypogaea L Lente 31°95°50”
3°64°28”

79



CHAPITRE IV

La préparation des inocula liquides des différentes souches a éte réalisée selon la
méthode de Vincent (1970), décrite dans le chapitre I11 (point I11-1-1).

IV-1-2 Matériel végétal

Le matériel végétal ayant fait I’objet de cette étude est constitué d’une population
locale d’arachides, originaire de Ghardaia. La désinfection et la mise en germination des
graines sont réalisés selon les méthodes Tillard et Drevon (1988) et Somasegaran et
Hoben (1985) (voire chapitre I1I).

IV-2 Conduite de la culture

Nous avons entrepris, pour la realisation de cette expérience, la méme démarche

détaillée dans le chapitre 111 (point I11-1-5).

Durant les trois premiéres semaines, les pots ont été arrosés tous les deux jours
avec 150 ml (capacité au champ) avec une solution nutritive, de Fahraeus, sans azote
(Vincent, 1970). Pour évaluer l'effet de la salinité sur I’arachide, quatre niveaux de
concentrations de NaCl ont été utilisés (0, 40, 80 et 160 mM), le dispositif expérimental

est un dispositif bloc randomisé avec trois répétitions.

IV-2-1 Les parametres étudiés

Aprés 4 semaines de I’application du traitement salin, les plantes ont été
soigneusement déterrées du sable humide pour éviter un déracinement brutal puis
rincées a I'eau de robinet. Les parametres étudiés dans ce travail sont la hauteur de la tige
principale, la longueur de la racine principale et le rapport longueur tige et racine RL =
rapport longueur tige (cm) / longueur racine (cm). Les mesures ont ¢€té réalisées a 1’aide
d’une regle graduée.. Les parties aériennes, racinaires et les nodules des plantes ont été
séparés et les biomasses fraiches et seches ont été déterminées aprées séchage dans une
étuve a 70°C pendant 72 heures. Le nombre de nodules a été compté a I'ceil nu et a 1’aide

d’une loupe. Les mesures du poids ont été effectuées a 1'aide d'une balance €lectronique.

V-3 Analyse des données

Les analyses statistiques des résultats expérimentaux obtenus ont été effectuées a
I'aide du test ANOVA en utilisant le progiciel danalyse statistique XLSTAT version
2014.
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1V-4 Résultats et Discussion

IV 4-1 Caractéristiques physico-chimiques du substrat de culture
Les résultats et la discussion du pH et de la CE du substrat de culture sont détaillés dans

le chapitre I11.

IV 4-2 Effet de I'irrigation avec de I'eau salée sur le développement de I’arachide

La salinité est une contrainte majeure qui affecte la croissance et le
développement des plantes (Wang et al., 2012, Dodd et Perez-Alfocea, 2012). La
production d'arachides s'est avérée étre entravée a plusieurs reprises par divers stress
abiotiques, telle que la forte teneur en sel, qui entrainent de graves pertes de rendement
(Sharma et al., 2016).

Les conditions salines ont affecté négativement et d’une maniére significative tous

les parametres de croissance et de développement des plantes (photo 9).

Photo 9 : Effet du stress salin sur I’arachide A : plantes témoins sans inoculation,

B : plantes inoculées

La figure (20 A) indique que le nombre de nodules a diminué de maniere
significative (P <0.0001) avec l'augmentation de la salinité. Cette derniére a influencé le
processus de nodulation dont le nombre de nodules a baissé de plus de 81% a la
concentration C2 (40mM). Le nombre de nodules des plantes a diminué respectivement
de 88 et 93% avec l'augmentation de la concentration en NaCl de 80 et 160 mM sans que

cela ne se traduise par des différences significatives pour les plantes (figure 20 A).

81



CHAPITRE IV
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Figure 20 : Effets du stress salin sur le nombre de nodules (A), la longueur de la

racine (B), la hauteur de la plante (C), le poids des tiges (D) et poids des racines (E).
NN : nombre de nodules, HT : hauteur de la tige, LR : longueur de la racine, PST : poids
sec des tiges, PSR : poids sec des racines

Ces résultats sont en accord avec ceux de Tegger (2015) et Saadallah et al.
(2001) qui ont observé respectivement une diminution du nombre de nodules chez la
lentille (Lens culinaris L.) et chez le haricot (Phaseolus vulgaris L.) proportionnelle a
I'intensité du stress salin appliqué. Des résultats similaires sont également obtenus pour
I’arachide (Dangue et al., 2021). Selon Saadallah et al. (2001), la réduction du nombre
de nodules est liée a une diminution des sites potentiels d'infection, résultant
principalement d'une inhibition de I'émergence et de I'allongement des poils absorbants et

de la croissance du systeme racinaire en général.

La hauteur des tiges (figure 20 C) a diminué de maniere significative (P<0,0001)
avec l'augmentation de la salinité. Des réductions de 13, 28 et 51% ont été observées avec
les concentrations C2, C3 et C4 respectivement par rapport a la concentration C1. Ces
résultats sont également en accord avec ceux de El-akhal et al. (2013), Coba Pefia et al.
(2012), Hirich et al. (2014) et Aydinsakir et al. (2015), qui ont signalé une baisse
significative de la longueur des tiges des plants d’arachide a des niveaux de salinité

élevés.
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A partir des résultats obtenus (figure 20 B), on note une fluctuation des valeurs de
la longueur des racines en présence du NaCl. Aux concentrations d'irrigation C2, C3 et
C4 la croissance par rapport aux plantes témoins non stressees (C1) a été moyennement
affectée respectivement de plus de 5, 12 et de 17%. Ainsi, la salinité a réduit davantage la
croissance des parties aériennes comparativement a celle des racines. Des résultats

similaires ont été rapportés par Dubey et Singh (1999) et Zouaoui et al. (2012).

L'augmentation de la concentration d'eau d’irrigation en NaCl a affecté
considérablement le rendement en diminuant le poids sec des parties aériennes et
souterraines (figure 20 D et E). Cet effet négatif a été de plus de 37 et 51% sur les tiges et
de 35 et 45% sur les racines, aux concentrations C2 et C3 respectivement. L'augmentation
de la concentration d'eau d’irrigation en NaCl jusqu'a 160mM a retardé considérablement
le développement en diminuant le poids des tiges et racines de plus de 70,98 et 63,88%
respectivement. Ceci corrobore avec les résultats de plusieurs auteurs (Long et al., 2010 ;
Vibhuti et al., 2015 ; Petrovi¢ et al., 2016). La réduction des poids secs due a
I'augmentation de la salinité, peut étre le résultat d'une combinaison d'effets osmotiques et
d'ions spécifiques, en raison de lI'absorption d'ions sodium, ce qui entraine également une
carence en nutriments (Shrivastava & Kumar, 2015 ; Khan et al., 2015). L'un des
premiers effets de la salinité sur les plantes est la réduction du taux de croissance (Munns
et al., 2008).

Des effets néfastes ont été rapportés lors d'une exposition a la salinité pour
I'arachide (Correia et al., 2009) et d'autres légumineuses. La réponse au stress salin
dépendrait de la variété d'arachide étudiée (El-akhal et al., 2012). Plusieurs travaux ont
signalé que le stress salin a des effets négatifs sur presque tous les aspects de la
croissance et du développement de I'arachide, y compris la germination des graines, la
photosynthése, la formation des gousses, la biomasse totale et enfin, sur le rendement
(Salwa et al., 2010 ; Qin et al., 2011 ; El-Akhal et al., 2013)

1V 4-3 Effet de I'inoculation avec des souches de rhizobium sélectionnées et du stress
salin sur la croissance de I'arachide

Pour déterminer I'effet de I'inoculation de rhizobium par rapport a la croissance et
le rendement de 1’arachide dans des conditions de stress salin, les plantes ont été
inoculées avec quatre souches de rhizobium, HBAL, EP1, EP72 et SP32 précédemment

identifiés. Les résultats sont consignés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Effet de I'inoculation sur les parameétres de croissance et de rendement

de ’arachide sous stress salin

Concentrations | Traitements HT LR PST PSR NN
EP1 18,57 a 14,667 a 1,363a 1,043 a 77,333 a

EP72 218ab 14,833 a 1,250 a 0,997 a 66,333 a

HBA1 17,33 ¢ 15,233 a 1,540 a 0,783 ab 57,333 a

SP32 18,67 abc 15,000 a 1,197 a 0,850 ab 61,333 a

TN 22,67a 14,500 a 1,493 a 0,990 a 0,000

T 14,67 ¢ 13,433 a 0,623 a 0,437 b 0,000

C1 (0OmM) Pr>F 0,000 0,890 0,410 0,020 <0,0001
Significatif Oui Non Non Oui Oui

EP72 18,667 a 13,900 0,850 a 0,807a 13,333 a

EP1 16,667 a 14,000 0,930 a 0,703 ab 9,667 ab

TN 17,000 a 13,500 0,887 a 0,630 abc 0,000 ¢

SP32 16,833 a 12,833 0,780a 0,463 bc 13,667 a

HBA1 16,300 a 12,400 0,733 a 0,363 ¢ 5,667 b

T 12,633 b 12,000 0,473 a 0,343 ¢ 0,000 ¢

C2 (40mM) |Pr>F 0,000 0,292 0,082 0,001 <0,0001
Significatif Oui Non Non Oui Oui

EP1 16,667 a 12,333 a 0,770 a 0,507 ab 7,333 ab

EP72 16,767 ab 12,167 a 0,713 ab 0,567 ab 9,667 a

HBA1 14,367 ab 13,667 a 0,720 ab 0,650 a 4,000 c

TN 13,000 b 12,333 a 0,587 ab 0,387 bc 0,000 d

SP32 11,000 bc 11,667 a 0,530 ab 0,373 bc 5,333 bc

T 9,167 ¢ 9,667 a 0,300 b 0,280c 0,000 d

C3(80mM) |Pr>F <0,0001 0,129 0,031 0,001 <0,0001
Significatif Oui Non Oui Oui Oui

EP72 15,233 a 12,333 0,453 ab 0,457 a 5,000 a

EP1 12,000 b 13,833 0,383 ab 0,347 ab 4,333 a

HBA1 7,500 ¢ 11,333 0,560 a 0,380 ab 2,667 ab

SP32 7,500 ¢ 10,833 0,337b 0,303 ab 3,333 a

TN 8,833c 9,333 0,317b 0,217 ab 0,000 ¢

T 4,167d 6,333 0,113¢ 0,137b 0,000 ¢

Pr>F <0,0001 < 0,0001 0,000 0,016 0,000

D4 (160mM) | Significatif Oui Oui Oui Oui Oui

HT : Hauteur des tiges, PST : poids sec des tiges, PSR : poids sec des racines, NN : nombre de
nodules et LR : longueur racinaire. Pour chaque parametre, les moyennes dans la méme colonne
suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, selon le test de la plus petite
différence significative (LSD) de Fisher a P = 0,05.

L'efficacité des souches rhizobiennes comme PGPR dans la promotion de la

croissance des plants d’arachide sous contrainte saline a été évaluée. Les résultats ont

indiqué que toutes les souches ont augmenté de maniére significative la croissance de

I'arachide par rapport au témoin négatif.
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IV 4-3-1 Effet de I'inoculation sur le poids sec

Le poids sec des parties aériennes a été mesuré comme indicateur du rendement
des plants d'arachides inoculés aux rhizobiums, fertilisés a I'azote et les témoins (tableau
11). Le poids sec des pousses d'arachide peut étre considéré comme un indicateur de
rendement valide, car des corrélations positives avec le poids sec des gousses et
également la fixation de N ont été signalées dans des conditions de déficit hydrique
(Pimratch et al., 2009).

Les plantes non inoculées ont été tres affectées par la salinité et leur poids sec des

pousses a baissé lors de I'exposition au stress salin.

Aucune différence significative dans le poids sec des pousses n'a été observée
apres inoculation et fertilisation azotée a 40mM de NaCl. A 80mM la souche EP1 a été la
plus efficiente, suivie des souches EP72, HBA1 et SP32 respectivement. A 160mM, la
souche HBA1 a donné le meilleur poids sec des parties aériennes, suivie de EP72 et EP1.

Cependant, aucune différence significative entre les souches SP32 et TN n’a été obtenue.

Le poids sec des parties aériennes des plantes fertilisées n'a pas €été significativement
différent des plantes inoculées dans la concentration C2. Cependant, les plantes inoculées
avec EPlet EP72 ainsi que HBAL ont présenté un poids sec significativement plus élevé
que les plantes fertilisées avec N, a la fois a des concentrations modeérées et elevées de sel
(C3 et C4 respectivement). Ces résultats concordent avec ceux de EL-akhal et al. (2013).
En effet, ces auteurs suggerent que la fixation biologique de 1’azote pourrait remplacer
efficacement la fertilisation chimique dans des conditions de salinité pour la culture de

[’arachide

IV 4-3-2 Effet de I'inoculation sur la hauteur des tiges et la longueur racinaire

Les plantes inoculées ont connu une variation minimale de la longueur des racines
lorsqu'elles ont été irriguées avec de I'eau salée a 40 et 80mM. En effet, aucune différence
majeure n’a €t€ constatée entre les plantes inoculées et les témoins. A 160mM, une
différence trés hautement significative (< 0,0001) a été enregistrée entre les différentes
combinaisons ; la longueur la plus élevée a été notée pour les plantes inoculées par la
souche EPL.

Les plantes fertilisées ont produit significativement plus de hauteur des pousses

que les plantes inoculées dans des conditions non stressées (tableau 11). Lorsqu'elles ont
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été irriguées avec de I'eau modérément salée, nous avons releve une différence hautement
significative (< 0,000) de la hauteur des pousses entre les plantes inoculées et fertilisées,
par rapport aux témoins. Aux concentrations C3 et C4, une différence tres hautement
significative (< 0,0001) a éteé relevée entre les différentes combinaisons. Les meilleurs
résultats ont été enregistrés pour la souche EP1, suivie d’EP72. Une corrélation positive
et significative entre 1’inoculation et les parameétres de croissance des plantes a été

obtenue.

1V 4-3-3 Effet de I'inoculation sur la nodulation

La nodulation des plantes a montré des différences significatives en réponses a

I’inoculation avec les quatre souches rhizobiénnes, sous les trois niveaux de salinité
(tableau 11).
A la concentration C1, la souche HBAL a contribué a la formation du plus grand nombre
de nodules, suivie par EP1, HBA1 et EP72. A la concentration C2, les souches HBA1 et
EP1 ont été affectées par la salinité, alors que les souches SP32 et EP72 ont gardé leur
pouvoir nodulant. Aux concentrations C3 et C4, la nodulation a été affectée par
I’augmentation de la salinité. Ainsi, a la concentration 80mM, la souche EP72 a formé le
plus grand nombre de nodules par rapport aux autres souches. Cependant, a 160mM
aucune différence significative entre les souches EP1, SP32 et EP72 n’a été relevée ; bien
que cette derniére ait formé le un nombre de nodules supérieur aux autres. Par ailleurs,
les témoins négatif (T) et témoins azotés (TN) n’ont pas formé de nodules. Shahid et al,
(2021) ont montré un effet dépressif de la salinité sur le nombre de nodules chez Vigna
radiata inoculée avec des bactéries halotolérantes, ainsi que pour 1’arachide (EL-akhal
etal., 2013).

IV - 4-3-4 Réponse de I’arachide a I’inoculation par les rhizobia sous stress salin

La symbiose rhizobienne augmente la tolérance au stress salin chez les
Iégumineuses cultivées dans des conditions salines (Bertrand, et al., 2015, Qin et al.,
2011). Son succes nécessite la sélection de rhizobiums indigenes tolérants, isolés des sols
salins (Zahran, 1991).

Le tableau 12 indique les résultats relatifs a 1’effet de 1’inoculation sur les

parametres de croissance ainsi que le rendement de ’arachide.
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Tableau 12 : Synthése des moyennes de 1’effet de I'inoculation sous contrainte

saline sur les parametres de croissance, de rendement de I’arachide.

HT LR PST PSR NN
EP1 15,975 ab 13,708 a 0,862 a 0,650 a 21,417 a
EP72 18,117 a 13,308 a 0,817 a 0,707 a 16,833 a
HBAl 13,875b 13,158 a 0,888 a 0,544 a 14,917 a
SP32 13,500 b 12,583a 0,711a 0,498 a 24,500 a
Pr>F 0,015 0,546 0,703 a 0,173a 0,763 a
Significatif Oui Non Non Non Non

HT : Hauteur des tiges, PST : poids sec des tiges, PSR : poids sec des racines, NN : nombre de
nodules et LR : longueur racinaire Pour chaque parametre, les moyennes dans la méme colonne
suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, d’apres le test de la plus petite
différence significative (LSD) de Fisher a P = 0,05.

Les résultats montrent que I’inoculation contribue significativement a
I’amélioration des parameétres étudiés. Aucune différence significative entre les souches
n’a été enregistrée pour le poids sec des parties aériennes et racines, le nombre de
nodules et longueur racinaire par rapport a toutes les concentrations utilisées. Cependant,

I’analyse statistique a révélé une différence significative entre la souche EP72 et autres

souches (EP1, HBA1 et SP32) par rapport a la hauteur des tiges.

La croissance, la survie et la distribution des rhizobiums dans le sol sont affectées
par les stress environnementaux, y compris la salinité (Tate, 1995). Cette derniere est I'un
des stress environnementaux les plus importants, limitant la croissance des rhizobiums,
qui fixent le N2 atmosphérique et fournissent les plantes hotes en azote (Moussaid et al.,
2015 ; Qin et al., 2011). Elle diminue également I'absorption nutritionnelle des plantes,
en particulier P, en raison de leur liaison avec les ions Ca dans les sols stressés par le sel.
Une concentration plus élevée d'ions (Na*, CI, SO4 %) dans les sols salins s'accumule
dans les cellules végétales et inactive les enzymes qui inhibe la synthése des protéines et
la photosynthese (Serraj et al., 1994 ; Zhu 2001). La salinité affecte le processus
d'infection bactérienne, la croissance et le fonctionnement des nodules, en limitant
I'apport de nutriments via les produits de la photosynthese et la consommation d'oxygene.
Il en est de méme pour la fixation biologique d’azote, en réduisant le métabolisme des
nodules, la teneur en léghémoglobine et la diffusion d'azote atmosphérique
(Gopalakrishnan et al., 2015 Allito, 2015). La population autochtone peut facilement
s'adapter aux conditions environnementales locales, de sorte qu'elle est comparativement

plus efficace et compétitive (Mrabet et al., 2005, Sun et al., 2020).
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Les souches rhizobiennes utilisent différents mécanismes pour faire face aux
stress de salinité. L'inoculation de plantes cultivées avec des rhizobiums tolérants au sel a
la capacité d'améliorer la productivité des cultures en cas de stress salin (Ahmad et al.,
2013a, Naceer et al., 2019, Fan et al., 2020).

Zouaoui et al. (2018) ont signalé une augmentation de 1’accumulation de la
proline et des sucres solubles totaux en présence de Bradyrhizobium sp comparé a leur
faible accumulation dans les plants de Phaseolus vulgaris soumis au stress salin en

absence d’inoculation bactérienne.

Conclusion

Il a été rapporté que la colonisation réussie de la rhizosphére de rhizobia est
affectée par une variété de facteurs de stress, tels que la sécheresse, la température, la
salinité et le type de sol (Compant et al., 2010).

L’¢étude de I’effet de la salinité sur la croissance de 1’arachide nous a permis d’évaluer
I’effet dépressif que joue la salinité sur les plantes. Dans notre étude, le potentiel des
souches rhizobiénnes a été légerement inhibé par le stress salin par rapport aux conditions
témoins. Cependant, nous avons constaté que I’inoculation par rhizobia nous a permis
d’observer I’effet bénéfique de ces rhizobactéries sur la résistance et croissance des

plantess au  stress salin  par rapport au témoin  non  inoculée.
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CHAPITRE VI

Introduction

Les Fabacées sont d'importantes sources d'huile, de fibres, de micronutriments, de
minéraux, et de protéines végeétales adaptées a l'alimentation animale et a la
consommation humaine (MacCracken, 2008 ; Furlan et al., 2017). En outre, ils peuvent
fixer I'azote en raison de leur capacité a former des associations symbiotiques avec les
rhizobiums. La fixation biologique de lI'azote (BNF) contribue a maintenir la fertilité des
sols a un niveau optimal. Cependant, ils sont freqguemment exposes a des conditions de

stress.

Parmi divers facteurs de stress environnementaux, la secheresse est considéree
comme l'une des principales causes de la diminution de la croissance et du rendement des
grandes cultures et y compris les Iégumineuses dans le monde (Naresh et al., 2013).
Chez les Fabacées, la sécheresse réduit également la fixation de l'azote et ses
caractéristiques associées. Ce phénoméne a été observé chez l'arachide (Arachis
hypogaea L.) (Sinclair et ah, 1995), le soja (Glycine max Merr.) (Serraj et al, 1997), le
niébé (Vigna unguiculata L. Walp.) (Hall. (2012), le haricot mungo (Vigna radiata L.)
(Ranawake et al., 2011 ), le sulla (Sulla coronarium L . ) (Sana et al., 2012), la luzerne
(Medicago sativa L.) (Azib et al., 2019) et le haricot commun (Phaseolus vulgaris L.)
(Sassi Aydi et al., 2008). Le stress hydrique est le facteur le plus dévastateur, détruisant a

la fois la croissance rhizobienne et la symbiose Rhizobium-légumineuse.

L’étude du potentiel de ces bactéries a réduire les stress abiotiques, comme le
déficit hydrique est encore plus prometteur lorsque les bactéries indigénes des régions
arides ou semi-arides sont évaluées, présentant une tolérance plus élevée au déficit
hydrique (Zahran, 1999 ; Kavamura et al., 2013 ; Fernandes-Janior et al., 2015) et
peuvent conférer une certaine tolérance au stress hydrique dans les cultures (Kavamura
et al., 2013). Ainsi, nous avons émis I'nypothese que I'inoculation par des Rhizobia peut
augmenter la tolérance de l'arachide au déficit hydrique. Le but de cette étude était
d’évaluer l'effet de 1'inoculation par quatre souches de rhizobiums sur la nodulation et les

caractéristiques biométriques de l'arachide soumise a un stress hydrique.

89



CHAPITRE VI

V-1 Matériel et méthodes

V-1-1 Matériel biologiques

Quatre souches de Rhizobia associées a 1’arachide provenant de Ouargla (Hassi
Ben Abdallah) et de Ghardaia (Sebseb et ElI-Mansoura), préalablement isolées et
caractérisees. Elles ont été sélectionnées parmi une cinquantaine de souches pour leur
capacité a tolérer les conditions pédoclimatiques prédominantes dans ces régions. Deux
souches sont a croissance rapide, une a croissance moyenne et une derniére a croissance

lente. Les codes des quatre micro-symbiontes utilisés sont mentionnés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Codes des souches, site d’échantillonnage, type de croissance et

localisation géographique.

Codes Sites Plante héte Types de Localisations

expérimentaux | d’échantillonnage croissance

HBA1 Hassi Benabdellah | Arachis hypogaea L. | Rapide 32°00°77
5°46°27”

EP1 El-Mansoura Arachis hypogaea L. | Rapide 31°95°79”
3°64°23”

SP32 Sebseb Arachis hypogaea L. | Moyenne 32°15°70”
3°58°03”

EP72 El-Mansoura Arachis hypogaea L. | Lente 31°95°50”
3°64°28”

La préparation des inocula liquides des différentes souches a été réalisée selon la
méthode de Vincent (1970), décrite dans le chapitre Il (point I11-1-1).

V-1-2 Matériel végétal

Le matériel végétal ayant fait I’objet de cette étude est constitué d’une
population locale d’arachides, originaire de Ghardaia. La désinfection et la mise en
germination des graines sont réalisés selon les méthodes Somasegaran et Hoben (1985)

(voire chapitre I11).

V-1-3 Dispositif expérimental et mise en place de I'essai
Nous avons entrepris, pour la realisation de cette expérience, la méme

démarche détaillée dans le chapitre 111 (point 111-1-5).
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Durant les trois premieres semaines, les pots ont été arroses tous les deux jours
avec 150 ml (capacité au champ) de la solution nutritive de Fahraeus dépourvue d’azote
(Vincent, 1970). Pour évaluer l'effet du stress hydrique sur 1’arachide, 3 doses de la
solution nutritive ont été appliquées, D1 : 100% avec 150 ml, D2 : 75% avec 112 ml et

D3 : 50% avec 75 ml, ont été utilisés.

Le dispositif expérimental est de type bloc randomisé a 3 répétitions, chaque

répétition comprend deux facteurs :

Facteur I : dose d’irrigation ;

Facteur Il : représente les quatre souches rhizobiennes, dont deux a croissance rapide

(HBA1, EP1), une a croissance moyenne (SP32) et une autre a croissance lente (EP72).
Le stade de développement de la culture choisi pour 1’application du stress est le

stade de la croissance végeétative. Des plantes non inoculées ont été utilisées comme

témoins (T), ainsi qu'un témoin azoté (TN) pour lequel 1g/l de KNO3z a été apporte.

V-1-4 Paramétres étudiés

Apres 4 semaines de 1’application du traitement hydrique, les plantes ont été
soigneusement déterrées du sable humide pour éviter un déracinement brutal, puis rincées
a l'eau de robinet. Les parametres étudiés dans ce travail sont la hauteur de la tige
principale et la longueur de la racine principale. Les mesures ont été effectuces a ’aide
d’une régle graduée. Ainsi, la biomasse seche des plantes et le nombre de nodules ont été
évalués. Les parties aériennes, racinaires et les nodules des plantes ont été sépareés et les
biomasses fraiches ont été déterminées ensuite les biomasses séches aprés séchage dans
une étuve a 70°C pendant 72 heures. Le nombre de nodules a été compté a 1'ceil nu et a
I’aide d’une loupe. Les mesures du poids ont été effectuées a l'aide d'une balance

électronique.

V-2 Analyses statistiques

Nos résultats ont fait ’objet d’une analyse de la variance (ANOVA) a l'aide du
logiciel XLSTAT, Version 2014. La comparaison des moyennes des traitements a l'aide
de la plus petite différence significative (LSD) de Fisher a un niveau de probabilité de

5%. L’analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95%.
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V-3 Résultats et discussion

V-3-1 Caractéristique physico-chimique du substrat de culture
Les résultats et la discussion du pH et de la CE du substrat de culture sont

détaillés dans le chapitre I1I.

V-3-2 Effet de la dose d'irrigation sur le développement de ’arachide
La sécheresse est I'un des facteurs environnementaux qui affecte le plus la culture
de l'arachide dans les régions semi-arides, entrainant des pertes économiques pour les

producteurs (Barbarosa et al., 2018).

Les conditions de sécheresse ont affecté négativement et d’une maniére
significative tous les parameétres de croissance et de développement des plantes (figure
21).

NN A HT (cm) B LR (cm) c
60,00 25.00 15,00 A
' A
50,00 2000 A 14,50
40,00 A B
AB 15,00 B 14,00
30,00 - |
B A
20,00 - 1000 1850
10,00 - 5,00 ‘ 13,00
0,00 0,00 12,50
D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
PST (g) D PSR (g) E
1,60 A
1,40 120 A
1,20 + 1,00
1,00 B 0,80
0,80 0,60 5
0,60 1 ° 0,40
0,40 '
020 - 0,20
0,00 - 0,00
D1 D2 D3 D1 D2 D3

Figure 21: Effets du stress hydrique sur le nombre de nodules (A), la hauteur de la
tige (B), la longueur de la racine (C), le poids sec des tiges (D) et le poids sec des
racines (E).NN : nombre de nodules, HT : hauteur de la tige, LR : longueur de la
racine, PST : poids sec des tiges, PSR : poids sec des racines

Tous les paramétres mesures ont été significativement affectés par le stress

hydrique aux doses D2 et D3 (Figure 21) par rapport a la dose téemoin D1, sauf la
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longueur moyenne de la racine pivotante qui n'a pas été significativement affectée sous
les doses D2 et D3 (figure 21 C).

Les plants d'arachide exposés au stress de la secheresse ont subi une baisse
significative moyenne de la hauteur des tiges (figure 21 B) de 22,6% et de 35,75% aux
doses D2 et D3 respectivement, comparativement a la dose témoin D1. Par ailleurs,

aucune différence significative n’a été signalée entre les doses de stress hydrique D2 et

D3.

Le poids sec des pousses a été significativement réduit de 44, 31 % a la dose D2 et
de 67, 34% a la dose D3 par rapport a la dose témoin D1 (figure 21 D). De méme, le
poids sec des racines a été significativement affecté par le stress hydrique, avec 33,39% a
la dose D2 et 59% a la dose D3 (figure 22 E). Malgré la baisse du rendement des matiéres
séches (aérienne et racinaire), aucune différence significative n’a été enregistrée entre les

doses D2 et D3.

Le processus de nodulation a diminué¢ d’une maniére trés significative (> 0,007),
d'environ 43,89 % et de 66% aux doses D2 et D3 respectivement (figure 21 A). Ce
résultat est en accord avec ceux de Furlan et al. (2017) et Barbarosa et al. (2018). De
Jesus Moraes et al. (2016) ont indiqué que les réserves glucidiques des pousses/racines
sont mobilisées vers moins de nodules, entrainant le maintien d'un poids sec total des
nodules constant chez le niébé. Il a été démontré que, lors d'une exposition au stress
hydrique, une activité nitrogénase et une teneur en léghémoglobine sont plus faibles
(Furlan et al., 2014).

Une faible croissance est couramment observée chez les plantes exposées au stress
hydrique. Des résultats similaires ont été rapportés pour les plants de soja et de haricot
commun exposés au stress hydrique (Silvente et al., 2012 ; Coleto et al., 2014). Liu et
al. (2003) ont également révelé que le rendement du soja a été fortement affecté par le
stress hydrique, en particulier lorsque la sécheresse coincide avec la floraison et au début

de la formation des gousses.

Le déficit hydrique peut provoquer de graves altérations physiologiques,
biochimiques et moléculaires des plantes, entrainant des pertes significatives sur la
croissance et le rendement des cultures (Farooq et al., 2009). Ces effets sont observes
méme chez les cultures présentant une certaine tolérance au stress hydrique, comme

I'arachide (Barbosa et al., 2018). Ceci est da a I’altération du processus de fixation de
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I'azote dans les tissus déshydratés des légumineuses nodulées (Furlan et al., 2017). La
limitation en oxygéne, le manque du carbone et la rétroaction azotée ainsi que le role du
stress oxydatif ont été considerés comme des signaux impliqués dans la fixation de I'azote
selon la léegumineuse étudiée (Gonzalez et al., 2015). Plus recemment, le métabolisme du
soufre et le métabolisme redox ont été suggérés comme mécanismes responsables de la

baisse de la fixation de N sous stress hydrique (Furlan et al. 2017).

IV -3-3 Effet de I'inoculation et du stress hydrique sur la croissance de I'arachide.

Afin de déterminer I'effet de Il'inoculation par rapport a la croissance et le
rendement de 1’arachide dans des conditions de stress hydrique, les plantes ont été
inoculées avec quatre souches de rhizobium : HBA1, EP1, EP72 et SP32 précédemment

identifiés. Les résultats sont représentés dans le tableau 14.

Tableau 14: Effet de I'inoculation sur les parametres de croissance et de rendement

de I’arachide sous stress hydrique.

Doses Combinaisons HT PST LR PSR NN
d’irrigation
EP72 21,667a| 1,547a| 15500b 1,660 a 119,333 a
EP1 17,500 bc | 1,673 a| 15,167 bc 1,163 b 73,667 b
N 21,600a | 1,747 a| 14,500 bc 1,067bc 0,000 c
D1 HBA1 21,167a| 1,873a| 14,167 bc | 0,863 bc 64,000 b
SP32 18,250 ab | 1,585a | 19,250a 0,640 c 77,500 b
T 14,300c | 0,467a| 12,167c 0,667 c 0,000 c
Pr>F 0,003 0,037 0,020 0,008 < 0.0001
Significatif Oui Oui Oui Oui Oui
EP72 19,167a | 1,163a| 19,000a 1,067 a 54,667 ab
SP32 14,750 b | 0,955 ab | 16,950 ab 0,485¢c 44,000 b
EP1 13,833b | 0,800b | 14,833 bc 0,763 b 62,333 a
D2 N 18,000 a | 0,873 ab | 12,000 ¢ 0,723 b 0,000 d
HBA1 11,250 ¢ | 0,840 ab | 13,750 bc 0,480 c 25,000 ¢
T 11,333¢c | 0,350c| 11,367 ¢c 0,367 d 0,000d
Pr>F 0,000 0,004 0,006 | <0.0001 <0.0001
Significatif Oui Oui Oui Oui Oui
EP72 16,667 a | 0,537 bc | 18,000 a 0,823 a 36,333 a
HBA1 12,750 abc | 0,795a | 17,500 ab 0,320 b 9,000 b
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EP1 11,167 bc | 0,443 c | 12,000 cd 0,353 b 31,667 a
SP32 11,000 bc | 0,667 ab | 14,500 bc 0,307 b 30,333 a
D3 N 13,500 ab | 0,350c | 10,167d 0,427 b 0,000 b
T 8,833c | 0,207d 9,333 ¢ 0,267 b 0,000 b
Pr>F 0,034 0,001 0,000 0,004 < 0.0001
Significatif Oui Oui Oui Oui Oui

Pour chagque parameétre, les moyennes dans la méme colonne suivies de la méme lettre ne
sont pas significativement différentes, comme le détermine le test de la plus petite
difference significative (LSD) de Fisher a P = 0,05.

A la dose D2 avec un apport de 112 ml de solution nutritive (75 %), une
difference hautement significative (<0,000) a été observeée entre les différentes
combinaisons. L’inoculation rhizobiale avec la souche EP72 a favorisé la croissance en
hauteur d’une fagon similaire a celle occasionnée par la fertilisation azotée. Par contre,
aucune différence significative n’a été observée entre les souches SP32 et EP1. Une
différence tres significative (<0,006) de la longueur racinaire a été obtenue entre les
différentes combinaisons. La valeur la plus élevée a été enregistrée pour les plantes
inoculées avec la souche EP72 par rapport a toutes les autres combinaisons.

La production de la biomasse seche aérienne et souterraine, a connu une baisse
par rapport a la dose témoin D1. Cependant, I’inoculation a amélioré ces deux parameétres
d’une fagon treés significative (<0,004) pour le poids sec des racines et hautement
significative (< 0.0001) pour celui des parties aériennes. Les meilleurs rendements ont
été attribués respectivement aux plantes inoculées avec la souche EP72 (133%), suivis de
SP32 (109%), HBAL (96%) et EP1 (91%) par rapport au témoin azoté. La sécheresse a
affecté négativement la nodulation. L’ANOVA a révélé une différence significative entre
les souches et le nombre de nodules le plus important a été enregistré pour la souche EP1,
suivi de EP72, SP32 et HBA1 respectivement.

En augmentant le stress hydrique a 50% avec une dose d’irrigation D3 de 75 ml
de solution nutritive, la nodulation a été significativement impactée, affectant aussi bien
la croissance et le rendement de I’arachide (Tableau 14). En effet, la souche EP72 a
montré la plus faible réduction (69%) et la souche HBA1 a enregistré la plus forte

réduction qui a atteint 85% de son témoin correspondant.

Le stress hydrique a négativement affecté la longueur de 1’appareil végétatif des
plantes chez la plupart des combinaisons symbiotiques testées. Cependant, une variabilité

évidente entre les combinaisons symbiotiques dans leurs réponses a la sécheresse a été
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mise en évidence dans ce travail. Les plantes inoculées avec la souche EP72 ont été plus
tolérantes que celles inoculées avec les souches EP1, HBA1 et SP32. Ces dernieres ont
subi un rabougrissement de leur port avec des longueurs respectives de 12,750 ; 12,167
et 11 cm. De méme, la longueur racinaire a été significativement (0,000) affectée par la
sécheresse. La longueur la plus élevée, pour les différentes combinaisons symbiotiques, a
été notée pour les plantes inoculées avec la souche EP72 (18 cm) et la plus faible est celle
des plantes inoculées avec la souche EP1 (12 cm).

Chez toutes les combinaisons testées, le régime hydrique a réduit de fagon
significative le rendement avec quelques variations entre les combinaisons symbiotiques
testées. Chez les plantes témoins et sous les conditions de la fixation symbiotique de
I'azote, les plantes inoculées avec les souches HBAL ont montré un poids sec des parties
aeriennes significativement supérieur a ceux des autres plantes inoculées. Les plantes
inoculées avec les souches HBAL, SP32, et EP72 ont montré une différence
significativement élevée du rendement par rapport aux plantes témoins sous traitement

azoté.

Des résultats similaires ont été rapportés par plusieurs travaux (Lazali et al.,2013, Vilma
et al., 2018 ; Brito et al., 2019, Hamidou et al., 2018, Islam et al., 2021). La fixation de
I'azote chez les especes cultivées est sensible aux contraintes environnementales, en
particulier la sécheresse (Arrese et al., 2009). Les effets de la contrainte hydrique se
répercutent négativement sur la croissance végétative ainsi que sur I’assimilation et la
fixation de I’azote et enfin sur le rendement (Lazali et al., 2013). Dans la présente étude,
le nombre de nodules racinaires a été considérablement réduit lorsque la sécheresse
chevauche I’arachide de 50% (tableau 16). Plusieurs facteurs limitent la fixation de N, le
stress hydrique peut diminuer le nombre et la forme des poils absorbants, et lorsque les
nodules se forment, la sécheresse modifie leurs structure (Hungria & Vargas, 2000 ;
Ramos et al., 2003). Cependant, la présence de nodules actifs indique que nos plantes,
sont tolérantes a de légers déficits hydriques. Les nodules des plantes inoculées ont donné
le plus grand poids sec des pousses. Des résultats similaires ont été signalés chez
I’arachide par Dardanelli et al. (2009) et Vilma et al. (2016).

Le stress osmotique peut méme affecter la croissance des rhizobiums du sol en
limitant la colonisation des racines, l'inhibition de l'infection, le développement et le
fonctionnement des nodules (Sharma et al., 2020). Afin d'éviter les conditions difficiles

de stress hydrique, les rhizobia utilisent divers mécanismes physiologiques tels que
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l'accumulation d’osmolytes (proline, fa glycine bétaine, le-tréhalose, tes polyamines),
ainsi que la production d'antioxydants (Gururani et al. 2013 ; Wang et al. 2016), des
phytohormones (Fahad et al. 2014), des composés volatils (Vurukonda et al. 2016) et
d'exopolysaccharides (Mohammadipanah et al., 2019 ; Upadhyay et al., 2011;
Dardanelli et al., 2009 ; Pandey et Mann, 2000). D’autres études ont rapporté que la
tolérance bactérienne a la sécheresse est si étroitement liée a la production
d'exopolysaccharides et que leur production est déclenchée par l'augmentation du
potentiel hydrique. En effet, les exopolysaccharides rendent I'eau disponible et protégent
le milieu bactérien de la dessiccation (Vurukonda et al., 2016 ; Wei et al., 2004,
Upadhyay et al., 2011 ; Kavamura et al. 2013).

Ces bactéries bénéfiques en symbiose avec les Fabacées, conférent une tolérance a
la sécheresse en modifiant la morphologie des racines (Vurukonda et al., 2016). La
modification des caractéristiques racinaires associée a la préservation de la productivité
de la plante dans des conditions de sécheresse, comprend la prolifération dans le rapport
des racines avec de petits diametres et une longueur de racine plus profonde. Un plus
grand nombre de racines plus fines permet aux plantes d'excéder la conductance
hydrauliqgue en améliorant la surface en contact avec l'eau du sol, en augmentant
parallelement I'étendue du sol qui peut étre utilisée pour I'absorption d'eau (Ngumbi et
Kloepper, 2016 ; Sijilmassi et al., 2020).

IV -3-4 Réponse de I’arachide a I’inoculation sous stress hydrique
Dans la présente étude, I'inoculation de rhizobiums a réduit significativement les

effets de la secheresse sur les plants d'arachides (tableau 15).

Tableau 15 : Synthése des moyennes de I’effet de 1'inoculation sous contrainte

hydrique sur les paramétres de croissance, de rendement de I’arachide.

Traitements HT PST LR PSR NN
EP72 19,167 a 1,082 ab 17,500 a 1,183 a 70,111 a
HBA1 15,929 ab 1,270 a 15,000 abc 0,599 b 37,143 a

EP1 14,167 ab 0,972ab 14,000 bcd 0,760ab 55,889 a

SP32 14,143 ab 1,011 ab 16,557ab 0,453 b 47,714a

N 17,700 a 0,990 ab 12,222 cd 0,739 ab 0,000 b

T 11,489 b 0,341b 10,956 d 0,433 b 0,000 b

Pr>F 0,001 0,024 < 0,0001 0,000 < 0,0001
Significatif Qui Qui Oui Oui Oui
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NN : nombre de nodules, HT : hauteur de la tige, LR : longueur de la racine, PST : poids sec des
tiges, PSR : poids sec des racines. Pour chague parametre, les moyennes dans la méme colonne
suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes, comme le détermine le test de

la plus petite différence significative (LSD) de Fisher a P = 0,05.

Plusieurs études ont signalé que 1'inoculation de I’arachide avec des Bradyrhizobium sp et
Rhizobium sp sélectionnés peut permettre aux plantes de surmonter les conditions de
sécheresse (Dakora, 2003; Barbosa et al., 2018 ; Sijilmassi et al., 2020 ; Vimala et al.,
2018 ), comme nous 1’avons observé pour la symbiose EP72- arachide, puisque le stress

hydrique n'était pas un facteur limitant pour le maintien des nodules.

La souche EP72 a probablement atténué les effets du déficit hydrique, car elle a fourni
une augmentation de la masse seche des racines et une réduction plus faible de la hauteur
de la plante dans des conditions de stress. Cependant, la souche HBA1 a permis une
réduction la plus faible de la masse séche des pousses. Des résultats similaires pour les

pousses et les racines ont été obtenus par Barbosa et al., (2018) et Brito et al., (2019)

Cette efficacité symbiotique en condition de déficit hydrique de la souche EP72 serait en
relation avec son efficience et sa tolérance au stress osmotique. Fitouri et al., (2012) ont
rapporté que I’adaptation au stress est aussi liée a la morphologie des nodosités. En effet,
il est probable que les nodules volumineux occasionnés par la souche de Bradyrhizobium
sp EP72 soient en partie responsables de son adaptation au stress hydrique sévere. Selon
Figueiredo et al. (1998) et Sprent (1981), les gros nodules possédent un parenchyme
cortical plus épais qui empéche ou réduit leur déshydratation, alors que les nodules de
petite taille perdent rapidement leur réserve en eau. De plus, cette souche aurait
probablement la capacité de libérer certains métabolites directement ou indirectement
responsables de la modération des effets du stress hydrique sur la plante (Figueiredo et
al., 2008).
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Conclusion

Il ressort de ce travail qu’en condition de culture contrélée sous serre,
I’inoculation rhizobiale a amélioré respectivement la croissance et les rendements de
I’arachide a tous les niveaux de stress hydrique par rapport aux plantes témoins dans les
mémes conditions. Les souches EP72 et HBA1 ont montré les meilleures performances

symbiotiques.

La capacité des Rhizobia a étre utilisés non seulement pour les Fabacées comme
fixateurs d'azote mais aussi comme promoteurs de croissance des plantes, est une qualité
recherchée. Le défi d'utiliser les Rhizobia comme bio-fertilisants, réside dans leur
maintien dans un état actif de promotion de la croissance des plantes dans des conditions

difficiles (salinité, sécheresse, pH du sol défavorable et températures extrémes).
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CHAPITREI VI

Introduction

L'arachide est sensible a plusieurs maladies qui sont causées par la confluence
d'un cultivar sensible, d'un agent pathogéne (champignon, bactérie ou virus) et d'un
environnement favorable. Les maladies fongiques de I'arachide transmises par le sol sont
tres répandues, causant de telles pertes qu'elles sont considérées comme I'un des facteurs
les plus importants dans la diminution du rendement en arachide (Sharma et al., 2012 ;
André et al., 2016 ; Channya et Asama, 2019).

De nos jours, la lutte biologique se propose comme une option alternative pour
une meilleure gestion des maladies (Schmidt et al., 2018). L'inoculation avec les
rhizobia joue un réle important dans I'acquisition des nutriments (Beebe et al., 2013), en
plus d'étre une alternative intéressante pour contréler la dissémination des maladies des
plantes (Das et al. 2017). Le mécanisme de biocontréle des rhizobia peut impliquer la
production d'antibiotiques, de cyanure d'hydrogene (HCN), de sidérophores et/ou de
phytoalexines qui agissent contre les microorganismes phytopathogenes (Arfaoui et al.,
2007 ; Das et al., 2017).

L'objectif de la présente investigation était d’étudier la relation entre ’efficacité
symbiotique des souches de rhizobium et Bradyrhizobium nodulant I’arachide et le
dégrée d’antagonisme qu’elles exercent contre la souche de Fusarium oxysporum basée

sur des études in vitro et in vivo.

VI1-1 Matériel et méthodes

VI1-1-2 Matériel biologique

VI-1-2-1 Préparation de la souche fongique

Pour I’isolement du Fusarium a partir des graines d’arachide en post-récolte, la
méthode du « test blotter » telle que décrite par Dhingra et Sinclair (1987) a été adoptée.
Les gousses d’arachide présentant les symptomes de maladies, ont été¢ décortiquées puis
désinfectées par passage instantané dans 1’éthanol a 95°, suivi d’un trempage dans une
solution aqueuse d’hypochlorite de sodium pendant 10 minutes. Elles ont subi par la suite
une série de 3 ringcages successifs a 1’eau distillée stérile pendant 5, 10 et 15 mn. Ces
mémes graines ont été¢ imbibées dans de I’eau distillée stérile pendant 12h a 4°C pour

déclencher leur germination (Foko, 1987). Aprés élimination de I’excés d’eau sur du
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papier buvard stérile, elles ont été déposees aseptiquement dans des boites de Pétri, de 9
cm de diametre, contenant une double couche de rondelles de papier filtre stérile, imbibé
avec 5 ml d’eau distillée stérile, a une distance d’environ 2 cm les unes des autres a
raison de 5 graines/boite. Ensuite, elles ont été placées dans un incubateur a 25°C pendant

10 jours jusqu’a leur germination.

VI-1-2-1-1 Isolement des champignons sur milieu PDA

Les champignons, apparus sur chaque graine d’arachide, ont été repiqués sur
milieu PDA (Potato Dextrose Agar) puis incubés a 25°C pendant 7 jours. Les colonies
retrouvées ont été purifiées sur les boites de Pétri contenant le PDA jusqu'a ’obtention

des isolats purs puis conservées a 4°C pour une éventuelle utilisation.

VI1-1-2-1-2 Identification morphologique des espéces de Fusarium oxysporum

L'identification s’est basée sur les différents critéres morphologiques proposés par
Booth (1971) qui repose dans un premier temps sur une étude macroscopique des
caractéeres morphologiques de la culture. Dans une seconde étape, sur une étude
microscopique des caractéres morphologiques du mycélium et des différents organes de
reproduction en utilisant la méthode décrite par Singh et al. (1991), Filtenborg et al.
(1995) et Tabuc (2007). Parmi les champignons en croissance, les moisissures du genre
Fusarium sont repérées visuellement a la surface de la gélose par leur forme et leur
couleur caractéristiques (colonies duveteuses a floconneuses, blanches au départ puis

devenant rosées a pourpres avec un verso foncé) (photo10).

Photo 10: Aspect macroscopique de Fusarium oxysporum sur milieu PDA ;
a : Recto de la boite, b : Verso de la boite.

101



CHAPITREI VI

V1-1-2-1-3 Identification par observation microscopique

L’examen microscopique d’un fragment de culture du champignon a été effectué
entre lame et lamelle, afin d’observer I’aspect du mycélium ainsi que la forme et la taille

des conidies (photo 11).

Photo 11: Aspect microscopique du Fusarium sur milieux PDA (Grx400) ;
A : Conidiophore, B : Conidies ; C : Mycélium.

VI1-1-2-1-4 ldentification par la technique de microculture

L’identification est effectuée selon la méthode des microcultures (Harris, 1989).
Elle consiste a ensemencer les spores sur une lame munie d’un petit carré, d’une mince
couche de milieu PDA. Le carreau ensemencé a eté recouvert par une lamelle. La lame
est placée dans une boite de Pétri stérile, contenant du papier filtre stérile, imbibé d’eau

distillée stérile. L ensemble est incubé & 25+2°C pendant 3 a 5 jours.

Apreés incubation, la lamelle a laquelle adhere le mycélium a été transférée sur une
autre lame stérile contenant quelques gouttes de lactophénol pour I’observation

microscopique aux grossissements G400.
VI-1-2-1-5 Identification des especes par la technique de « Single Spore »

L’identification des espéces a été réalisée par la méthode de Pitt (1973) et
Ramirez (1982) (photo 12). Cette méthode est dite « Single Spore », basée sur la relation
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entre I’activité de I’eau du milieu de culture et la température d’incubation. Elle consiste
en I’inoculation de quelques spores d’une culture jeune dans des tubes a hémolyse
contenant une suspension semi solide (2/3 de son volume) a base d’agar et quelques
gouttes de Tween 80 (0.2%), qui a pour but la dilution des spores pour I'ensemencent des
milieux de culture. Apres agitation du tube au vortex, des gouttes de cette suspension ont
été déposées sur les milieux : CYA, MEA et G25N, et incubé a différentes temperatures
pendant 5 a 14 jours.

Les cultures pures ont été ensemencées comme suit :

- MEA (Malt Extract Agar) a 25°C (Annexe 3) ;

- G25N (Glycérol Nitrate Agar) a 25°C (Annexe 3) ;
- CYA (Czapek Yeast Agar) a 37°C (Annexe 3) ;

- CZ (Czapek concentrate) a 25°C (Annexe 3) ;

- CDA (Czapek dox agar) a 25°C (Annexe 3) ;

- YES (Yeast Extract sucrose) a 25°C (Annexe 3).

Photo 12 : Identification de I’espéce Fusarium oxysorum par la méthode de Single

Spore a :sur milieu CZ, b : sur milieu YES, ¢ : sur milieu MEA, d : sur milieu CDA, e : sur milieu

C25 et f: sur milieu CYA.

VI-1-2-2 Préparation des souches rhizobiennes

Les souches rhizobiennes conservées, utilisées dans ce test, ont été repiquées dans
des boites de Pétri contenant le milieu YEM (Annexel) et mises en culture de 3 a 7 jours
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a 28°C. Par la suite, de chaque souche une colonie a été prélevée, a I’aide d’une anse de
platine et ensemencée dans des tubes a essai contenant 9ml du milieu YMB (Annexel),
puis incubée sous agitation de 160 trm a 28°C de 3 a 7 jours. La densité optique des
cultures bactériennes liquides a été mesurée par un spectrophotometre préalablement

¢talonné sur la longueur d’onde A=600 nm.

VI1-1-3 Potentialités antagonistes in vitro des isolats rhizobiens vis-a-vis du Fusarium
oxysporum

Nous avons effectué un test d'antagonisme entre le Fusarium oxysporum (Fu) et
quatre souches de Rhizobia a savoir : HBA1, EP72, SP32 et EP1, isolées a partir des

nodules de I’arachide dans les régions de Ghardaia et de Ouargla.

VI-1-3-1 Méthode de confrontation directe bactéries/champignon

Le pouvoir antagoniste in vitro a été étudié par un test de compétition en utilisant
la méthode de coculture par étalement. Elle est effectuée comme décrite par Buyer et al.
(1989), sur le milieu YEM solide. Ce milieu posséde relativement une composition
minérale et organique de la rhizosphére, ce qui permet I'évaluation des capacités
compétitives des souches bactériennes, envers le champignon phytopathogene utilisé
dans ce travail. Chacune des 4 souches rhizobiennes a été confrontée au Fusarium

oxysporum a raison de 3 répétitions.
V1-1-3-1-1 Test d’étalement du Rhizobium

Dans ce test, les souches de Rhizobia ont été étalées sur milieu YEM (Annexel)
dans une boite de Pétri. Apres 1-2 heures, une culture pure de champignons de 7 jours a
été découpée en forme de disque, de 6 mm de diamétre a 1’aide d’un emporte-piéce
stérile, trois disques du champignon ont été déposé dans la méme boite. Chacune des
quatre souches a été testée contre le champignon étudié. Le témoin consiste a placer un
disque du champignon au centre de chaque boite de Pétri contenant le YEM sans
bactéries (figure 22). Les boites ont été incubées a 28°C pendant 10 jours.
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Disque du champignon

Développement des Rhizobia

Figure 22: Représentation schématique de la méthode de confrontation directe sur
boite de Pétri

VI1-1-3-1-2 Test de stries

Le champignon, comme les espéces bactériennes, provient de pré cultures en
boites de Pétri. Selon la méthode de stries, un disque de Fusarium oxysporum de 8 mm
de diametre a été prélevé puis déposé a I’aide d’une pince stérile au centre d’une boite de
Pétri contenant le milieu YEMA 2 cm de la pastille du champignon, une souche

bactérienne est ensemencée en trait (figure 23).

/_\ Strie de rhizobium

Disaue fonaiaue

Figure 23 : Représentation schématique de la méthode de strie utilisée pour les tests

d’antagonisme.
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Le témoin consiste en une boite contenant une pastille du champignon de 8 mm de
diametre et ou I’inoculum bactérien a été remplacé par un trait d’eau distillée stérile.
L’incubation des boites a été realisée a 28°C pendant 10 jours (Weller et Cook, 1988 ;
Inam-ul-Hag et al., 2003).

V1-1-3-2 Méthode de confrontation indirecte bactéries/champignon

Cette technique consiste a confronter indirectement la souche bactérienne avec le
champignon phytopathogéne et évaluer [’action antagoniste grace a I1’action des
substances volatiles sécrétées par la bactérie testée. Dans cette technique, nous avons
utilisé une culture bactérienne liquide, préparée dans des tubes a essai contenant le milieu
YEM (Annexel) liquide. Un volume de 100ul de la culture bactérienne prélevé a ’aide
d’une micropipette a été ensemencé par étalement dans des boites de Pétri contenant du

milieu YEM.

Par la suite, dans des conditions stériles, le couvercle a été remplacé par le fond
d’une boite de Pétri dans laquelle a été placé un disque de 8 mm de diameétre du
champignon testé. Les deux parties ainsi réunies ont été entourées par du parafilm de
facon a former une enceinte étanche afin d’éviter toute déperdition de substances
volatiles (figure 24). Les effets de ces substances sont évalués aprés estimation de la
croissance mycélienne, en présence et en absence du Fusarium oxysporum. Les boites ont
été incubées a 28°C pendant 10 jours (Essalman et Lahlou, 2002 ; Trivedi et al., 2006).

Disque du
champignon

/

Parafilim
/ — ‘/

Milieux
de culture

Etalement

des bactéries

Figure 24 : Méthode de confrontation indirecte sur milieu de culture par action des

substances volatiles entre les souches bactériennes et I’agent phytopathogéne.
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VI1-1-3-3 Mise en évidence de la sécrétion de substance inhibitrice

Selon les résultats obtenus de la confrontation directe et indirecte entre les
Rhizobia et le Fusarium oxysporum, les boites sélectionnées pour ce test sont celles
marquées par la formation de zones d’inhibition. Ces derniéres sont mises dans un milieu

dans le but d'étudier le type de réaction antagoniste.

Cette technique a été réalisée par le prélévement d’un disque de champignon
provenant d’une culture fraiche de 7 jours, déposé au centre de la boite de Pétri contenant
le milieu YEM. Trois disques prélevés a partir des zones d'inhibition ont été déposés sur
les cotes de la méme boite (figure 25). Celles-ci sont ensuite incubées a 28°C pendant 10

jours.

Disque de
champignon

Disque de a partir des
zones d” inhubition

Figure 25 : Méthode de confrontation a partir des zones d’inhibition.

VI-1-3-4 Lecture de la croissance des champignons

L’apparition d'une zone claire signifie l'inhibition des champignons par les
rhizobiums et qui peut étre mesurée par un diametre (mm) d'inhibition. La lecture des
résultats consiste a mesurer la distance parcourue par les champignons dans la boite a
partir du disque (Wang et al., 2002). L’évaluation du pourcentage d’inhibition de la
croissance des champignons a été calculée en utilisant la formule décrite par Whipps
(1987) :

Ou le pourcentage d’inhibition (%) = (R-r /R) x100 ;

r : rayon de la colonie fongique en présence de la colonie bactérienne
R : rayon de la colonie fongique témoin.

107



CHAPITREI VI

V1-1-3-4 Coloration et observation microscopique du champignon

L’étude macroscopique nous permet de relever le diameétre, la
pigmentation et 1’aspect des colonies. Alors que [’étude microscopique par
I’intermédiaire de la coloration, nous permet d’examiner la forme des hyphes, le mode

d’association et le résultat de la coloration des champignons.

Deux types de lames ont été préparés (avec coloration et sans coloration). Sur les
lames, une goutte soit le rouge Congo a été déposée. A I’aide d’une anse de platine nous
avons prélevé une partie des extrémités d’une colonie du Fusarium oxysporum des trois
types de confrontation : direct, indirect et a partir des zones d’inhibition. Le fragment de
champignon a été bien étalé et mélangé avec 1’eau distillée et le colorant dans le cas de
I’observation avec coloration, ce qui nous permet d'avoir une bonne observation sous le
microscope (Mannai et al., 2018). L’observation microscopique a été réalisée au niveau
du laboratoire de la faculté de médecine de I'universit¢é KASDI Merbah, Ouargla. Les
lames ainsi préparées ont été placées sous microscope avec un grossissement de x10 avec
logiciel LASEZ.

VI1-1-4 Potentialités antagonistes in vivo des isolats rhizobiens vis-a-vis du Fusarium
oxysporum

V1-1-4-1 Préparation des inoculums bactériens et I’inoculum du pathogéne

Les cultures des rhizobia ont été mises en incubation a 28°C sous agitation, apres
ensemencement d’un ml d’une préculture fraiche a 250 ml de milieu YEM liquide et dont
la durée d’incubation varie selon le type de croissance des rhizobia testés. La densité
optique de la suspension bactérienne lue a 600nm, eHe a été uniformisée pour toutes les

souches.

Les cultures de champignons utilisées dans ce travail ont été obtenues a partir de
suspensions de spores congelées dans 25% de glycérol. Quelques gouttes de glycérol
stock ont été étalées sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar), dans des boites de Pétri puis
les cultures ont été incubées pendant 7 jours a 24°C et a I’obscurité. Plusieurs repiquages
ont été effectués pour avoir des cultures fraiches. La suspension sporale a été obtenue en
inondant des disques de 6 mm de diametre d’une culture fraiche de 4 jours dans des

boftes de Pétri avec de I'eau distillée stérile.
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V1-1-4-2 Inoculation du pathogéne et de ’antagoniste dans le méme compartiment

L’action du champignon pathogéne et de ’agent de lutte biologique a été évaluée
en pots sur I’arachide. Les graines ont été stérilisées en surface comme précédemment

(chapitre3), puis trempées dans de 1’eau distillée pendant une nuit.

Elles ont été ensuite mises a germer dans des pots contenant du sable
préalablement déminéralisé et stérilisé pendant 24 h a 180°C. Les étapes de préparation
ont été décrites dans le chapitre 3. Les plantules ayant des tailles identiques sont choisies
pour les expériences. Apres la levée des plantes d’arachide, 1 ml d’inoculum de chaque
souche a été ajouté. L’inoculum est stérilement injecté a la base des tigelles des jeunes

plantules.

Apres 30 jours, les plantes ont été inoculées par la suspension sporale du

champignon, en déposant 1ml I’inoculum dans le sable situé a proximité de la plante.

Dans ce protocole, certaines plantes sont inoculées uniquement par le Fusarium
oxysporum, d’autres par le rhizobia seul. Les plantes « control » sont de 2 types : non
inoculées (C-) et non inoculées avec KNO®* (C+). Les plantes ont été irriguées avec la
solution nutritive de Fahareaus (Annexe 1) dépourvue d’azote (Vincent, 1970). Le
dispositif expérimental est de type bloc randomisé avec trois répétitions. Les symptdémes
de la fusariose ont été surveillés quotidiennement a partir d'une semaine apres
I'inoculation du champignon. La virulence est alors évaluée de 0 a 4 selon I’apparence
de la plante (Le et al., 2012) :

0 : plante saine (0%), 1 : léger jaunissement (25%), 2 : jaunissement important
(50%), 3 : plante fanée (75%), et 4 : plante morte (100%).

L'incidence de la maladie est calculée a la base de l'indice de la maladie (DI %)

selon la formule de Townsend Heuberger (Erkilic et al., 2006 ; Le et al., 2012) :

IM (%) = _Zl(;:;” %100

n : degré d'infection selon I'échelle
v : nombre de plants par catégorie.
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N : nombre total de plantules criblées.
V : degré d'infection le plus élevé.

Au terme de D’expérience (30 jrs), les plantes ont été délicatement retirées des
pots, une a une. Les racines ont été lavées pour les débarrasser du reste de sable (Yaqub
et Shahzad, 2005). Afin d’estimer la gravité de la maladie, plusieurs parametres ont été
étudiés dans ce travail a savoir : la hauteur de la tige principale et la longueur de la racine
principale. Les mesures ont été réalisées a 1’aide d’une régle graduée. Ainsi, la biomasse
séche des plantes et le nombre de nodules ont été évalués. Les parties aériennes,
racinaires et les nodules des plantes ont été séparés et les biomasses fraiches et seches ont
¢té déterminées apres séchage a 1’étuve a 70°C pendant 72 heures. Le nombre de nodules
a été compté a I'ceil nu et a 1’aide d’une loupe. Les mesures du poids ont été effectuées a

I'aide d'une balance électronique (Sennoi et al., 2010).

VI1-1-5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel XLSTAT version
2018. Les résultats expérimentaux sont comparés par analyse de variance. La
comparaison des moyennes des traitements a l'aide de la plus petite différence
significative (LSD) de Fisher a un niveau de probabilité de 5%. L’analyse des différences

entre les modalités est réalisée avec un intervalle de confiance a 95%.

V1-1-6 Résultats et discussions

VI-1-6-1 Antagonisme par confrontation directe sur boite de Pétri

L'activité antagoniste a été évaluée par rapport a la réduction de la croissance
du mycelium fongique lors de I'interaction avec les différentes souches bactériennes.
Les résultats de la confrontation directe sur milieu de culture YEM montrent que les
quatre souches rhizobiennes (HBA1, EP1, SP32 et EP72) possedent une activité
inhibitrice vis-a-vis du champignon phytopathogéne (Fusarium oxysporum). Les

résultats sont représenteés dans les figures 26 (a et b)
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Figure 26: Pourcentage d’inhibition (PI) du Fusarium oxysporum par confrontation

directe avec les rhizobia. a : méthode d’étalement ; b : méthode de stries.

Par méthode d’étalement, les souches EP1(Rhizobium) et EP72 (Bradyrhizobium)
ont totalement inhibé (100%) la croissance du Fusarium oxysporum, alors que les
souches SP32 et HBA1 ont reduit le développement du pathogene de plus de 90 et 60%
respectivement (figure 26 a). Les boites de pétri témoins, sans rhizobium, étaient
complétement couvertes par le mycélium du pathogéne, ne montrant aucune inhibition de

la croissance du champignon.

Selon la méthode des stries, I’inhibition du champignon a été variable d’une
souche a I’autre. Les souches EP1 et EP72 ont montré des pourcentages d’inhibition de la
croissance mycélienne de 100% (figure 26 b). Les souches SP32 et HBAL ont présenté
des pourcentages ¢€levés d’inhibition d’environ 77.80 et 69.50% respectivement (figure
26 b). Ces souches rhizobiennes se sont révélées moins performantes que les deux

premiéres.

Plusieurs travaux ont démontré la capacité des rhizobia a inhiber différentes
espéces de Fusarium : F. solani, Fusarium oxysporum, F. moniliforme, F. culmorum,
Sclerotium rolfsii, Macrophomina phaseolina ainsi que Rhizoctonia solani et Pythium
spp., pathogenes pour diverses cultures de Fabacées (Antoun et al., 2002 ; Estevez de
Jensen et al., 2002 ; Bardin et al., 2004 ; Shaban et EI-Bramawy, 2011).

Kanouni et al. (2018) ont rapporté une inhibition, in vitro, de plus de 80% contre
Fusarium spp. et 90% contre Alternaria spp., avec un effet létal du Rhizobium
leguminosarum sur les conidies de Fusarium oxysporum. Hoqué et al. (2015) ont
observé dans la méthode de culture double, une zone d'inhibition élevée du Fusarium

oxysporum (57,37 %) par des isolats de Rhizobium leguminosarum.
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Hmissi et al. (2011) ont également rapporté que les rhizobiums inhibent le
Fusarium du blé de plus de 60 %. Ainsi, Sharif et al. (2003) ont indiqué une
inhibition de 36% de Fusarium sp. et 54% d'Alternaria alternata. Parfois, 1’action de
Rhizobium leguminosarum était létale sur les conidies de Fusarium oxysporum
(Essalmani et Lahlou, 2002 ; Kanouni et al., 2018).

L’activité antagoniste des rhizobia contre les pathogeénes du sol est principalement
liée a la production de substances diffusibles inhibitrices telles que les antibiotiques, les
sidérophores et les métabolites volatiles, dont le cyanure d'hydrogéne et l'acétoine
(Kumar et al., 2002 ; Chandra et al., 2007 ; Martinez-Viveros et al., 2010 ; Rakh et
al., 2011 ; Neupane et al., 2013).

V1-1-6-2 Antagonisme par confrontation indirecte sur boite de pétri

Les résultats de la confrontation indirecte entre le Fusarium oxysporum et les
rhizobia ont montré une différence hautement significative (<0,0001) entre les différentes

combinaisons testées (figure 27).

Pl (%)
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00 i
0,00 i . ° .
SP32 EP72 HBA1 Fu
Souches rhizobiennes et témoin

Figure 27 : Pourcentage d’inhibition (PT) du F. oxysporum par confrontation

indirecte avec les Rhizobia

La croissance du F. oxysporum exposé aux substances volatiles des rhizobia a été
ralentie par rapport au témoin non exposé (figure 27). L’aptitude inhibitrice des

substances volatiles apparait significative pour les souches : SP32, EP72 et EP1. Ces
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derniéres ont montré une efficience par rapport a I’inhibition du pathogéne avec des
pourcentages respectifs de 69.35, 31.40 et 14.74 %. Cependant aucune différence

significative n’a été observée pour la souche HBAL.

L'effet de lutte biologique des rhizobiums est également attribué a la production
de NHs et de HCN, qui sont des composés inorganiques polyvalents, contribuant au
mécanisme de lutte biologique contre plusieurs phytopathogéenes a 1’acide cyanhydrique
(Martinez-Viveros et al., 2010 ; Soni et Choure, 2022). Tariq et al. (2020) ont rapporté
également que la production de NHs et de HCN dans le sol par les Rhizobia réduit la
croissance des champignons phytopathogeénes et inhibe la germination des spores.

V1-1-6-3 Antagonisme a partir des zones d’inhibition

D’apreés les résultats obtenus (figure 28), certains rhizobia ont montré un potentiel
antifongique par le mécanisme de substances antagonistes diffuses dans le milieu. Les
résultats ont révélé une différence significative des pourcentages d’inhibition entre les
différentes combinaisons. En effet, chez la souche EP72, le pourcentage d’inhibition a
atteint 32,04 %. Aucune différence significative n’a été observée entre les souches SP32
et HBA1 avec des pourcentages respectifs de 27.74 et 25.09 %. Le pourcentage

d’inhibition le plus faible a été enregistré chez la souche EP1 avec seulement 11,53%.
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Figure 28 : Pourcentage d’inhibition (PI) du F. oxysporum par confrontation avec

les disques des zones d’inhibition.
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Ce phénoméne d’inhibition de la croissance radiale du F. oxysporum a été observé
dans plusieurs travaux. Montealegre et al. (2003) ont suggéré que les rhizobiums
pourraient produire certains métabolites secondaires antifongiques (AFM). Selon Landa
et al. (1997), la compétition nutritionnelle est exclue comme mode d'action pour ces

isolats dans ce test.

L’activité antagoniste des Rhizobia contre les phytopathogénes du sol est
principalement liée a la production d’antibiotiques (Chandra et al., 2007 ; Das et al.,
2017), a certaines enzymes mycolytiques (Sridevi et Mallaiah, 2008), et aux
sidérophores (Jaiswal, et al., 2021 ; Shahid et al., 2021). Ces derniers sont des
composés chélateurs du fer, jouant un réle important en tant qu'agent de lutte biologique.
En raison de l'apport limité de fer dans la rhizosphére, les Rhizobiacées productrices de
sidérophores peuvent réduire les agents pathogenes (Gopalakrishnan et al., 2015 ;
Tagele et al., 2019 ; Soni et Choure, 2022). En plus d'améliorer la nutrition en Fe et de
favoriser la croissance des plantes, les sidérophores rhizobiens ont également été
impliqués dans I'adaptation des plantes a de fortes concentrations de métaux lourds dans

les sols agricoles (Jaiswal et al., 2018).

Plusieurs espéces de rhizobiums ont été décrites comme des inhibiteurs naturels
de certains agents pathogenes du sol. Parmi ces espéces, on peut citer : Rhizobium
leguminosarum contre Fusarium oxysporum chez le pois chiche (Singh et al., 2010),
Rhizobium japonicum contre Macrophomina phaseolina et Fusarium solani chez le soja,
Bradyrhizobium japonicum contre le Fusarium chez le niébé (Kannan et al., 2019), ainsi
que d’autres espéces de rhizobia non identifiées contre Sclerotium rolfsii,

Cylindrocladium parasiticum, Pythium sp. (Al-Ani et al., 2012).

V1-1-6-4 Observations microscopiques des hyphes

Les observations microscopiques des hyphes du Fusarium oxysporum, confrontés
vis-a-vis des rhizobia dans la zone de contact entre eux, montre une lyse des hyphes
observés en réponse au stress biologique provoqué par les rhizobia chez les combinaisons
Fu vs EP72, Fu vs HBAL et Fu vs EP1 (photo 13). Une déformation des hyphes et
absence des conidiophores et conidies ont été observées pour la combinaison Fu vs EP1.
Les substances inhibitrices émises par notre collection de rhizobia ont une importante
activité fongicide puisque la majorité des conidies ont été tuées. Ce phénomene est

probablement d a la présence de molécule(s) présentant une action lytique.
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Plusieurs travaux ont signalé que I'enquéte microscopique apres coloration avec
du colorant bleu coton a montré une morphologie des hyphes fongiques déformeée et
fragmentée en raison de la production d'enzymes mucolytiques dégradant la paroi
cellulaire (protéase, lipases et cellulase) (Arora et al., 2001 ; Arfaoui et al., 2006 ;
Sridevi et Mallaiah, 2008).

C D

Photo 13 : Aspect microscopique des hyphes du Fusarium oxysorum dans la zone de
confrontation avec les rhizobia (Grx100). A : Fuvs HBAL; B : Fuvs EP72; C : Fu vs
SP32et D : Fuvs EP1.

Nos résultats concordent avec ceux de Mannai et al. (2020) qui ont signalé une
grande altération des hyphes du champignon phytopathogéne de Pythium ultimum dans
les zones de contacts avec Burkholderia glathei, exprimée par la lyse du mycélium et la
formation des cordes mycéliennes. De méme, Kumar et al. (2011) ont noté que les
rhizobia associées au fenugrec ont supprimé la croissance de Fusarium oxysporum,
entrainant une perte d'intégrité structurelle du mycélium, une perforation et lyse d'hyphes,
une fragmentation et une dégradation. De méme, Soni et Choure (2022) ont observé une
déformation mycélienne ainsi qu’une perte compléte des spores de Fusarium oxysporum

par Rhizobium tarimense.

Des investigations microscopiques de Deshwal et al. (2003) et Volpiano et al.
(2019) ont également révélé que l'inoculation de rhizobium conduit a un gonflement
intercalaire anormal, un dépliement, une déformation de la pointe, une lyse des hyphes et

une dégénérescence du cytoplasme de champignons tels que Rhizoctonia solani,
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Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum et Macrophomina phaseolina, en raison

de leurs interactions avec les rhizobiums.

VI1-1-7 Antagonisme in vivo des rhizobiums vis-a-vis de Fusarium oxysporum

VI-1-7-1 Effet de la double inoculation rhizobienne et fongique sur ’incidence de la
maladie et de la nodulation

Les plants d'arachide inoculés avec les rhizobia se sont montrés sains par rapport
a ceux inoculés avec le F. oxysporum seulement. Les résultats ont révélé une différence

significative entre les différents traitements (figure 29).

L’inoculation a diminu¢ significativement 1’indice de maladie. Ainsi, les souches
EP72 et EP1 ont réduit de maniere significative les symptémes de la maladie causés par
F. oxysporum a 13,83 % et 22,20 % respectivement (figure 29 a).
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Figure 29: Double inoculation rhizobienne et fongique :

a : effet sur ’incidence de la maladie (IM); b : effet sur la nodulation (NN).

L'inoculation avec la souche EP72 a induit une suppression des symptomes de la
maladie de plus de 86%, tandis que l'inoculation avec les souches SP32 et HBAL a réduit
la maladie de plus de 60% (figure 29 a). Les symptébmes de la maladie n'ont pas été

observés chez les témoins sans aucune inoculation fongique.

L'agent pathogéne fongique a été également capable d'infecter les plantules (photo
14). Aprés 4 jours d'inoculation, les premiers symptdmes ont eté observes autour de la

région du collet, sur les cotylédons et les vielles feuilles basales. Un jaunissement a été
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observé, suivi d’un desséchent progressif des feuilles des plantes infectées. Un
développement des hyphes blancs du champignon est également apparu pres de la région
du collet de la plante. La région du collet a été affaiblie par I'agent pathogeéne, ce qui a

entrainé le flétrissement et la mort des plantes.

Photo 14 : Effet de la double inoculation Rhizobia et Fusarium. a : plants avant le
stress biotique ; b : jaunissement des feuilles ; ¢ : hyphes blancs prés du collet ; d : la fin du

stress biotique.

Les souches de rhizobiennes ont montré une grande différence dans leur capacité
a noduler la plante héte (figure 29 b) La présence de F. oxysporum a significativement
affecté la nodulation des plantes associées aux souches rhizobiennes EP1, HBA1 et EP72.
Le nombre moyen de nodules par plante a varié de 39 a 77 avec les souches EP72 et
SP32 respectivement. Cette derniére semble étre la plus effective, ou la nodulation est

restée trés importante malgré la présence du champignon.
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VI1-1-7-2 Effet de la double inoculation rhizobienne et fongique sur la croissance et le
rendement

La longueur et le poids sec des pousses ont montré une variation parmi les plantes
doublement inoculées avec les différentes souches rhizobiennes et les spores de F.
oxysporum (figure 30). Les plants d'arachide infestés, inoculés avec les souches EP1 et
EP72, possedent un faible nombre de nodules, mais un poids sec des pousses
significativement plus éleveé par rapport aux autres plants
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Figure 30 : Effet de la double inoculation rhizobiale et fongique. a : sur la hauteur des
tiges (HT) ; b : Sur le poids sec des pousse (PST).

Malgré la présence de quelques symptdmes de maladie chez les plantes co-
inoculées, ces derniéres ont manifesté une augmentation significative de la longueur et le
poids sec des pousses par rapport au témoin infesté (Fu). Les plantes inoculées avec des
Rhizobiums antagonistes ont induit une réduction de 1’indice de maladie (figure 29 a) Ces
souches ont également été efficaces pour favoriser la croissance des plantes, en
augmentant le poids sec des pousses par rapport au témoin (C-) (figure 30). Ces bénéfices
peuvent étre attribués a un meilleur contréle de la maladie en présence de la bactérie et/ou

a une meilleure nutrition, due notamment a une nodulation plus importante.

Plusieurs travaux ont relevé les effets bénéfiques des rhizobiums sur la croissance
des plantes et la reduction de l'incidence des maladies (Hussain et Ghaffar, 1990,
Mohammed et Hossain 2002, Arfaoui et al., 2006, Ghasemi et al., 2017). Les
métabolites secondaires antifongiques produits par Rhizobium spp., dans le contrdle des
maladies des plantes causées par des champignons pathogénes, ont été cités par Siddiqui

et al. (2000). De plus, l'efficacité d'un agent de lutte biologique donné, résulte
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majoritairement, non seulement d'un mécanisme unique mais d'une combinaison de
différents modes d'actions (Khan et al., 2007). Nos expériences ont révélé I'efficacité des
souches bactériennes EP1 et EP72. Ces deux souches ont pu augmenter de maniere
significative I'émergence des plantes, qui est un parametre important qui influence

positivement le peuplement et la production des plantes au champ.

Ganesan et al. (2007) ont indiqué que I'application des micro-organismes
indigenes a réussi a réduire I'incidence de la pourriture de la tige et a également augmenté
la croissance des plants d'arachide. Selon Khalifa et al. (2013), dans des conditions de
serre et de champ, l'inoculation du sol et des graines avec des rhizobiums a amélioré
I'efficacité du contr6le des maladies sur l'arachide telles que la fonte des semis, la
pourriture des racines et la pourriture des gousses, par rapport au contréle non traité.
Dans notre étude, les souches les plus actives EP1 et EP72 se sont revélées fournir une
suppression significative de la gravité de la maladie in vivo et inhibent la croissance
mycélienne de Fusarium oxysporum in vitro. Ces résultats rejoignent ceux de Idris et al.
(2007).

De la méme maniére, les espéces de Rhizobium ont considérablement réduit le
flétrissement et la pourriture des racines du haricot commun et du pois chiche causes par
les espéces de Fusarium (Akhtar et Siddqui, 2007 ; Arfaoui et al., 2007). Sridevi et
Mallaiah (2008) ont également signalé que des souches de Rhizobium de seshania ont été
capables de produire des chitinases et d'inhiber Fusarium udum et Fusarium oxysporum.
L'activité chitinase des isolats de Rhizobium pourrait étre avantageuse dans la lutte
biologique contre certains champignons communs du sol, y compris les espéces
pathogenes. Ainsi, la production d'hormones de croissance, d'antibiotiques, d'enzymes, de
sidérophores et de cyanure d'hydrogéne (HCN), ont une signification écologique dans les
interactions des rhizobiums avec les champignons du sol (Deshwal et al., 2003 ;
Ahemad et Kibret, 2014 ; Tariq et al., 2020).

Outre leurs effets favorisant la croissance, les rhizobiums ont été impliqués dans
des processus conduisant a la résistance systémique induite (ISR) chez les plantes hotes
qui est régie par des mécanismes complexes via l'accumulation d'espéces reactives de
I'oxygéne et de phytoalexines. L'augmentation de la production de la callose et
I'activation des genes liés a la défense conduisent a une résistance accrue a l'infection
(Diaz-Valle et Alvarez-Venegas, 2019). En plus de leur role de molécules « signal »

dans la symbiose légumineuse-rhizobium, les métabolites rhizobiens tels que la
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riboflavine et le lumichrome, ainsi que des vitamines telles que la thiamine, la biotine, la
niacine et l'acide ascorbique ont été impliqués dans la défense des plantes Iégumineuses

contre les agents pathogénes (Palacios et al., 2014)

Conclusion

Le test de confrontation in vitro nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antagoniste des quatre souches de rhizobia vis-a-vis du Fusarium oxysporum par divers

mécanismes.

A la lumiéere de ces investigations réalisées in vitro et in vivo, il s’avére que les
rhizobia testés pourraient étre des agents de contrdle biologique efficaces, capables de
réduire la sévérité de la fusariose de I’arachide ou méme chez d’autres plantes, dans la

mesure ou leur innocuité a 1’égard de I’hdte aura été prouvée.

Il serait tres intéressant de mener des investigations approfondies pour déterminer
la nature des molécules inhibitrices des souches prometteuses de cette étude, qui peuvent
étre développées en inoculants commerciaux. Cependant, leur efficacité en biocontréle

doit d'abord étre confirmée dans des conditions de terrain.
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Conclusion et perspectives

La croissance et la productivité des plantes dépendent de plusieurs facteurs, dont
la nutrition minérale, la résistance aux insectes nuisibles et aux maladies. La mise en
valeur de I'effet bénéfique des Rhizobia a été I'une des priorités de recherche au cours des
dernieres années. Ces derniers sont capables de déclencher des voies biologiques qui
provoquent des résultats avec des effets directs et indirects sur la protection et la
promotion de la croissance des plantes. L'étude des liens entre les résultats des symbioses
Iégumineuses-rhizobia a le potentiel d'identifier les microsymbiotes a utiliser comme

inoculants en raison de la multiplicité des fonctions qu'ils suscitent.

La présente étude a porté en premier lieu sur I’intérét d’évaluer la biodiversité des
microorganismes symbiotiques nodulant 1’arachide cultivée au Sahara Septentrionale Est
Algérien. Le second objectif a consisté a réaliser des essais production d’inoculums
rhizobiens pour I’inoculation de I’arachide avec des souches a haute performance
symbiotique, les mieux adaptées aux conditions environnementales prédominantes dans

les régions candidates pour sa culture.

L’évaluation de la variabilité phénotypique, écophysiologique, nutritionnelle et
symbiotique des bactéries associées aux nodules de 1’arachide nous a permis d’évaluer la
biodiversité de ces microsymbiotes. Ainsi, nous avons pu construire une rhizothéque
composée de 48 souches autochtones infectives et effectives regroupées en rhizobia a
croissance lente (60,41%) et a croissance rapide (39,58%). Les tests nutritionnels nous
ont permis de mettre en évidence la capacité des souches a utilisé un large spectre de
substrats carboné et azoté. Cette caractéristique leur permet une bonne résistance au sol a

1’état saprophyte.

Le comportement des souches et la comparaison de leurs aptitudes de
croissance sous les différentes conditions de stress biotique et abiotique, ont révélé une
grande diversité de leurs réponses vis-a-vis des différentes contraintes. Nos souches ont
une meilleure croissance aux températures comprises entre 28°C et 37° avec un optimum
de 28 °C. Elles ont présenté une large gamme de tolérance a la concentration de NaCl
allant de 0 mM (0 g/l) a 640 mM (37,4 g/l). La tolérance a 1’acidité s’est révélée faible
aux pH 4 et 5 par rapport a 1’alcalinité (pH 8 et 9). Une forte antibiorésistance des

souches a testés allant jusqu’a 100% pour la netilmicine et la spiramycine. Les souches

121



Conclusion et perspectives

sont dotées d’une bonne résistance aux rhizophages de plus de 91%. Les souches
tolérantes de la collection peuvent étre considérées comme une ressource pouvant étre
appliquée dans le développement des inoculants. La taxonomie numérique des 48
souches réalisée sur la base des caracteres phénotypiques a permis de regrouper les

souches en 3 clusters avec niveau de similarité de 83%.

Nous avons réalisé une production de deux types d’inoculums liquide et solide
(a base de tourbe), en utilisant quatre souches rhizobiennes provenant des régions de
Ouargla (Hassi Ben Abdallah) et de Ghardaia (Sebseb et EI-Mansoura), sélectionnées
parmi toute la collection de souches pour leur capacité a tolérer les facteurs biotiques et

abiotiques dans ces régions.

Les tests d’inoculation contrdlée, des plantes d’arachides avec les souches de
Bradyrhizobium sp. et Rhizobium sp. en pots sous serre, ont révélé que les inoculants
étaient des promoteurs de croissance, significativement efficaces d'Arachis hypogaea L.,
comme en témoignent la croissance le rendement. Les souches ont induit une nodulation
importante avec un gain en azote nettement supeérieur a celui du témoin et méme plus
important que celui du témoin azoté pour certaines souches. Les souches EP72 et SP32
ont augmenté significativement la hauteur et le poids sec des tiges respectivement. Par
ailleurs, les souches EP72 et HBA1 ont contribué a une bonne fixation d’azote par
rapport aux autres souches. Il ressort de cette étude que l'inoculation procure des
bénéfices importants a la plante et peuvent étre utilisés comme source de biofertilisants
respectueuse de l'environnement, pour améliorer la croissance et le rendement de

I’arachide dans les zones sahariennes d’Algérie.

La réponse de I’arachide a I’inoculation sous contrainte saline, a révélé que le
stress salin réduisait de maniere significative la croissance et le rendement des plantes.
L’inoculation a amélioré la capacité de la plante a résister a la salinité. L’inoculation avec
les souches EP72, EP1, SP32 et HBA1 était bénéfique pour augmenter le poids sec des
parties aériennes et racinaires, le nombre de nodules et la longueur racinaire. A 160mM,
les souches HBAL1, EP72 et EP1 ont montré des meilleurs résultats du poids sec des
parties aériennes comparé a celui du témoin azoté. Cependant la souche EP72 a augmenté

significativement la hauteur des tiges par rapport a toutes les autres combinaisons. Ce
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travail met 1’accent sur l’intérét de 1’inoculation rhizobienne dans la tolérance de

I’arachide a la salinité.

L’essai de culture de I’arachide sous contrainte hydrique a révélé que la
sécheresse a affecté significativement la croissance, la nodulation et le rendement de
I’arachide. De méme, I’inoculation a été affectée par le stress hydrique, avec quelques
variations entre les combinaisons symbiotiques testées. Cependant, I’inoculation a permis
a la plante de mieux tolérer cette contrainte. La souche EP72 a atténué les effets du déficit
hydrique, car elle a fourni une augmentation de la masse seche des racines et une
réduction la plus faible de la hauteur de la plante. Par ailleurs, la souche HBAL a permis
une plus faible réduction de la masse seche des pousses. Cette étude met en valeur

I’importance de I’inoculation rhizobienne sur la tolérance de I’arachide a la sécheresse.

Quant aux tests d’antagonismes, in Vvitro, entre les souches rhizobiennes et 1’agent
phytopathogéne Fusarium oxysporum, les résultats ont montré une bonne inhibition du
champignon supérieur a 60%. A partir des observations macroscopiques et
microscopiques des différentes confrontations, nous avons remarqué |’existence de
plusieurs mécanismes d’inhibitions impliqués par les Rhizobia qui affectent fortement la
croissance du champignon, y compris, la compétition nutritionnelle, la sécrétion des
substances inhibitrices diffuses et la production de composés volatiles ainsi que des

enzymes lytiques.

Nous avons réussi a développer un inoculum de Rhizobia favorisant la croissance
des plantes avec le potentiel de maitriser les phytopathogeénes et de stimuler la croissance
d'arachide. L’inoculation rhizobienne a permis une bonne résistance de la plante au
Fusarium oxysporum avec une diminution de 1’indice de maladie de moins de 36%, et
une croissance plus vigoureuse des plantes, en augmentant le poids sec des pousses par

rapport au témoin.

Au final, nous pouvons dire que les potentialités antagonistes de nos Rhizobia
dans le biocontrole du Fusarium oxysporum, in vitro et in vivo, avec une préférence
effective de la croissance globale des plantes Arachis hypogaea L., sous contrainte

biotique, ont été démontrées.
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Il ressort de cette thése que 1'utilisation d'inoculant est 1’une des approches clés en
matiere d'amélioration du rendement des cultures et de lutte biologique contre les
maladies des plantes. La geénération de connaissances étendues sur 1’inoculation peut
également en constituer une priorité de recherche pour améliorer I'adoption, I'exploitation
et les succes de cette approche. Il sera trés intéressant de poursuivre cette étude en

réalisant des études futures :

- Caractériser sur le plan moléculaire les souches a fin de déterminer avec exactitude leur

position taxonomique ;

- Réaliser des essais d’inoculation, in situ, a fin de vérifier I’efficacité et la compétitivité

des souches élites de cette étude ;

- Produire des inoculums mixtes, visant a favoriser la croissance des plantes en

combinant des mécanismes distincts et les potentialités de différents PGPR ;

- Valoriser les substrats peu colteux dans la production d’inoculum, comme les déchets

agricoles pour répondre aux objectifs de I'agriculture verte sans préjudice pour le milieu.
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Annexe 1

YMB Mannitol Broth (Vincent, 1970)

Mannitol 1009
K2HPO4 059
MgSO4 0.2g
NaCl 0.1¢
Extrait de levure 05¢9
Eau distillé 1.0 litre
PH 6.8

Autoclave 120°C pendant 20 minutes.
YMA Yeast Mannitol Agar

YMB 1.0 litre

Agar 159

Solution nutritive (g /) (Fahreus, 1957)

-Macro éléments

CaCl 0.10
MgSO4 7H20 0.12
KH2 PO4 0.10
Naz; HPO42H20 0.15
Citrate de fer 0.005
stock de Micro éléments 1 ml -Micro éléments (g /1)
Hs BO3 2.86
MnS0O44H20 2.03
ZnS0O4 5H0 0.22
CuS0O4 5H20 0.08
Naz MoO4 2H20 0.14

Eau distillée 1000m
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Annexe 02 :

Annexe 6 : Echelle d’interprétation de pH dans I’extrait aqueux 1/2,5 (Aubert, 1978).

Extrait 1/2,5
Valeur de pH Classe d’interprétation
<45 Extrémement acide
45-50 Tres fortement acide
51-55 Fortement acide
56-6.0 Moyennement acide
6.1-6.5 Légerement acide
6.6 7.0 Tres légerement acide
7.1-75 Tres légerement alcalin
7.6-8.0 Légerement alcalin
8.1-85 Moyennement alcalin
>8.6 Tres fortement alcalin

Annexe 7 : Echelle d’interprétation de la salinité pour 1’extrait 1/5 (USSL Staff,
1954 ; Aubert, 1978).

CE (ds/m) a 25°C Degré de salinité
<0.6 Sol non salé
0.6<CE<2 Sol peu salé
2<CE<24 Sol salé
24<CE<6 Sol trés salé
> 6 Sol extrémement salé
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Annexe 03 :
PDA (Potato Dextrose Agar)
PDA 39.0¢g
Eau distiller 1.0 litre
Lactophénol
Phénol cristal 109
Acide lactique 2 mi
Glyceérol 10 ml
Eau distillé 28 mi
M.E.A Malt Extract Agar 25°C
Extrait de Malt. 30g
Peptone 5g
Agar 159
Eau distillée 1000g
G25N Glycérol Nitrate Agar a 25°C
Sucrose 409
Extrait de levure 20g
Agar 159
Eau distillée 1000ml.
C.Y.A Czapek Yeast Agar a deux températures différentes 5°C et 37°C
KH2PO4 1g.
Extrait de levure 5¢.
Sucrose 39.
Agar 15g.
Eau distillée 1000ml.
Czapek concentrate
NaNO3 309
KCL 59
MgS047H20 59
FeS047H20 01g
Agar 159

Eau distillée 1000ml.
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Czapek dox agar

Sucrose 30g
KH2PO4 1g

KCL 0.5g
MgSO4 0.5g
FeSO4 0.5¢
NaNOs3 39
Agar 159

Eau distiller 2000 ml
Yeast Extract sucrose
Sucrose 409
Extrait de levure  20g
Agar 159
Eau distillée ~ 1000ml



