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Résumé

Résumé

Ce modeste travail nous a permis d’étudier ’effet du stress thermique sur la réponse
physiologique de la féverole variété GIZ4 402 pendant ces trois stades phénologiques.

L’activité réductrice d’acétylene s’est montrée tres sensible aux amplitudes thermiques suite
au mauvais fonctionnement de la nitrogénase avec un pic de forte activité a 20 et 25°C.

A basses températures I’ANR est importante; alors qu’a températures croissantes elle
diminue progressivement suite a la dénaturation de 1’enzyme.

La croissance de notre souche estimée par la lecture de sa densité optique a 620 nm s’est
révélée relativement sensible a 1’abaissement (18°C) et a I’élévation de la température
d’incubation (37°C).

L’effet du stress thermique sur 1’accumulation de la proline, indicateur de stress et
osmo-protéctant se traduit par une augmentation de sa concentration au niveau des feuilles a 2 et
a 5°C au stade végétatif et floraison.

Mots clés : Stress thermique/ féverole /Rhizobium leguminosarum bv vicia/ Fixation de
I’azote/ assimilation de 1’azote/ enzymes/ proline/ densité optique.
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Abstract

Abstract

The present work permitted to study responses of biological nitrogen fixation, mineral nitrogen
assimilation and other parameters to temperature stress on bean ) Vicia faba minor L ( .
inoculated with Rhizobium which exist in soil. So, we studied the effect of the different
temperature during 24h, applied to three states of the plant development.

Under the effect of temperature, we noted the increasing of nitrate reductase activity
between 2 and 25°C, then decreasing at 30 and 35°C.

Nitrogen fixation is not important at low and high temperatures but present her optimum
between 15 and 25°C for the three states of plant.

Proline is indicator of stress; present the optimum at 2°C in vegetativestate and at 5°C in
flowering state.

The development of our strain is estimed with the optic density at 620 nm. She developed
easily at 28°C but with most difficulty at 18 and 37°C .

Kev_words: Bean/ Rhizobium leguminosarum bv vicia/ Temperature stress/ Nitrogen
fixation/ Nitrogen assimilation/ proline / optic density.
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Introduction

Introduction

Les légumineuses constituent aprés les céréales la seconde source protéique pour
'alimentation humaine et animale. Parmi ces légumineuses cultivées, la féverole, qui n’a
bénéficiéd’aucune attention particuliere durant les vingt derniéres années n’occupe que
de petites surfaces (5000 ha) et son rendement n’a pas cessé de diminuer ; il est estimé a
6.8 gx/ha (les statistiques agricoles ne séparent pas les féves des féveroles) (ITGC,
2003). Il est tres faible comparé a ceux enregistrés chez les principaux pays du bassin
méditerranéen producteurs de féverole comme I'Egypte, I'ltalie, le Maroc, I'Espagne et la
France ou les rendements peuvent atteindrent 38gx/ha. La production mondiale est
proche de 5 millions de tonnes dont la chine est le principal pays producteur (Beulin,
2006) (figure n°1).

L’Algérie souffre d’'un déficit trés important en protéines animales et sa ration
alimentaire est apportée essentiellement par les céréales et en partie par les
légumineuses. La féverole constitue un aliment de valeur riche en protéines avec une
teneur importante en lysine pouvant complémenter les céréales (figure n° 2).

La culture de la féverole améliore la structure du sol grace a son systéme racinaire
puissant et dense. Elle constitue une bonne téte d’assolement et peut s’intégrer dans une
rotation pour la résorption de la jachére dans le systéme céréalier traditionnel.

Malgré son intérét agronomique, les superficies consacrées a cette culture ne
cessent de régresser depuis 1987. Ceci est di a plusieurs contraintes telle que le déficit
hydrique, la salinité, les adventices, les maladies fongiques (botrytis, rouille, anthracnose),
les nématodes, les insectes (bruches) et les pucerons. La féverole est cultivée en mode

9



Réponse physiologique de la féeverole (Vicia faba minorL.) au stress thermique

traditionnel avec l'utilisation presque exclusive de semences non certifiées et 'absence de
mécanisation pour les opérations importantes comme le semis et la récolte (Maatougui et
al., 1996).

La température est parmi les contraintes abiotiques, celle qui affectent le plus la
culture de la féverole qui craint le froid et ne peut étre cultivée sans risques la ou la
température minimale peut descendre a -4°C (hautes plaines) (Bouthier et al., 2004). Le
froid hivernal, les gelées printaniéres et les vents chauds et secs (siroco) sont la principale
limitation dans les hauts plateaux et les plaines intérieures (Tableau n°1). Ces conditions
affectent la production de gousses et expliquent les faibles rendements dus a la coulure
des fleurs (Maatougui, 1996 ; Mouhouche, 1996).

Le stress thermique affecte tous les métabolismes de la plante notamment la nutrition
azotée qui réagit fortement a cette contrainte. La réponse de la plante se traduit par une
baisse des activités enzymatiques qui se répercutent sur la production de la biomasse et
des rendements. En effet, le stress thermique peut affecter l'activité de la nitrogénase
responsable de la fixation de I'azote et I'activité nitrate réductase qui contréle la premiére
étape de I'assimilation de I'azote combiné du sol. Les fluctuations de ces activités peuvent
étre attribuées généralement soit a des variations de réaction pour une quantité d’enzyme
active donnée, soit a des variations de la quantit¢ d’enzyme active présente, qui
elle-méme dépend des vitesses de synthése de novo (Mazliak, 1981).

La féverole, comme toutes les légumineuses assure sa nutrition azotée par deux
voies: I'assimilation de I'azote minéral du sol ou / et la fixation symbiotique de l'azote
atmosphérique. Cette aptitude a fixer I'azote atmosphérique, limite l'utilisation colteuse
des engrais azotés qui sont néfastes pour la santé humaine et I'environnement. Dans
cette optique, nous nous sommes

intéressés a I'étude des réponses physiologiques de la féverole cultivée sous
contrainte thermique.
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Figure 1.Répartition de la feve et la féverole en Algérie

Source : Revue céréaliculture 1996
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(Revue céréaliculture, 1996).

Tableau 1: Caractéristiques climatiques (pluies, températures, altitude) des wilayas
productrices des féves et féveroles dans leur zone agro climatique respective.
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Figure n° 2 : Composition de la graine de féverole
Source : (Beulin, 2006)
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Synthese bibliographique

I-La fixation biologique de I’azote atmosphérique:

1-1- Le macrosymbiote:

La feverole (Vicia faba L. minor) est une légumineuse annuelle appartenant a la grande
famille des fabacées et a la sous famille des papilionacées. Elle est originaire du
Sud-Ouest de I'Asie. C’est une plante de taille moyenne a grande (60 a 140 cm), avec des
feuilles glabres composées de deux ou trois paires de folioles opposées de forme ovale.
Les fleurs sont de couleur blanche ou violacée, disposées par grappe de deux a neufs
fleurs a l'aisselle des feuilles. La pollinisation est allogame et entomophile. Le taux de
nouaison est trés faible. Le fruit est une gousse verte en végétation, noiratre a maturité;
les racines sont pivotantes et abondantes, avec une profondeur qui peut atteindre 70 cm
(Bouthier et al., 2004).

La féverole se distingue de la feve par sa tige plus ramifiée (tallage important) a la
base, par son feuillage Iégerement plus sombre et ses gousses ainsi que ses graines plus
petites. Les inflorescences apparaissent en grappes. Il existe un grand chevauchement
entre la floraison et le début de remplissage des grains. De ce fait, on peut trouver des
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gousses en cours de remplissage a plusieurs niveaux de la plante de bas en haut
(Carrouée, 2005).

1-2-Le microsymbiote:

Les Rhizobia appartiennent a I'ordre des eubactériales et a la famille des rhizobiacées;
elles vivent a I'état libre dans le sol, trés mobile par leur ciliature polaire ou péritriche, sous
forme de batonnets Gram négatives et strictement aérobies. lls forment des colonies
circulaires, lisses a bord régulier et a élévation convexe. Elles présentent une mucoidité
importante résultant de la production des exopolysaccharides

Les Rhizobia ne présentent aucune caractéristique morphologique ou autre,
permettant de les distinguer des autres bactéries telluriques. Leur classification autrefois
basée uniquement sur leur aptitude a infecter leur plante hoéte (groupes d’inoculation
croisée), est actuellement affinée grace a I'outil moléculaire qui a permis '’émergence de
nouveaux genres et espéces (Zahran, 2001 ; Zakhia et De Lajudie, 2001) (Tableau n° 2).
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Tableau 2: Classification des bactéries fixatrices d’azote en symbiose avec les
légumineuses (Zakhia et De Lajudie, 2001).

Les principales caractéristiques du Rhizobium sont :

-La spécificité d’héte: La structure spécifique des facteurs nod produits par chaque
Rhizobium détermine un signal permettant la reconnaissance de la bactérie par la plante
héte, ces facteurs partagent une structure chimique commune qui est le
Lipo-chito-oligosaccharide et se distinguent par la présence de substituant différents sur
cette derniére.

-L’infectivité: elle permet d’induire la formation des nodosités.
-L’efficience: elle caractérise I'aptitude a fixer I'azote.

Selon Labidi (2004), les Rhizobia ont plusieurs avantages en plus de leur capacité a
fixer 'azote:

-Elles ont la capacité de solubiliser le phosphore du sol pour que la plante puisse
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I'assimiler.

-Elles sont productrices de sidérophores, des structures gélatineuses riches en fer et
facilement assimilables par la plante.

-Elles sont capables de dégrader plusieurs polluants de I'environnement (TNT...etc).

1-3-La symbiose Rhizobium-légumineus

La fixation de l'azote atmosphérique constitue la deuxiéme source d’azote pour les
légumineuses. C'est un phénoméne qui est fondamentalement comparable a celui de la
photosynthése puisqu’il conduit @ une synthése de composés organiques a partir de
substance organiques présentes dans latmosphére (Blondeau, 1980L’assimilation
photosynthétique du CO, nécessite I'élaboration de molécules azotées, enzymes ...etc,
constitutifs des membranes chloroplastiques, nécessaires a la capture de I'énergie et au
transfert d’électrons. Ainsi, le métabolisme du carbone et de I'azote sont interdépendants
et toute modification favorable ou défavorable a I'assimilation du carbone se répercute sur
le métabolisme azoté (Delhon et al., 1995)Selon Vincent (1970), Saadallah et al (2002), la
fixation symbiotique de l'azote est un processus colteux en énergie contrélé par une
enzyme trés sensible a 'oxygéne: la nitrogénase

Cest une enzyme responsable de la réduction de Il'azote moléculaire en
ammoniaque.

N, + 16 MgATP + 86 + 8H' [ 2NH, Ty H,, + 16MgADP + 16Pi
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Figure 3. Schéma représant le fonctionnement d’une nodosité
(Pelmont, 1995)

C’est un complexe enzymatique constitué de deux protéines 1 et 2.

La protéine1 contient du molybdéne et du fer. Elle est appelée molybdoferrédoxine.
Elle est formée de 4 composants identiques; son rble est de réduire 'azote en ammoniac.

La protéine2 ou molybdoprotéine, contient du fer et du soufre. Elle est formée de
deux composants. Elle a pour fonction de transférer a la protéine1 les électrons
nécessaires a son fonctionnement.

Cest la production inévitable d’hydrogéne qui alourdit le bilan énergétique de la
réduction biologique de l'azote moléculaire. En général, la formation d’'une molécule
d’hydrogéne par la nitrogénase nécessite I'équivalent de 8 ATP et I'oxydation de
’hydrogéne par la bactérie qui fouinirait seulement 2 ATP. Bradyrhizobium possede une
hydrogénase membranaire Hup permettant d’oxyder I'hydrogéne formé par la
nitrogénase en fournissant de 'ATP (Dénarié et Joly, 1994).

Une partie importante (30%) du flux d’électrons transféré a la nitrogénase sert a
réduire les protons en H2_ cette production de H2 (perte d’énergie) est liée au mécanisme
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de fonctionnement de la nitrogénase qui est inévitable dans le systéme fixateur (Dénarié
et al., 1992).

Dommergues et Mangenot (1970) affirment que cette hydrogénase pourrait jouer trois
réles bénéfiques pour la fixation d’azote :

Recycler une partie de I'’énergie dépensée par la synthése de I'hydrogéne par la
nitrogénase.

Consommer 'oxygéne qui au-dela de faible concentration inactive la nitrogénase.
Eliminer I'hydrogéne inhibiteur compétitif de la réduction de I'azote.
Il y a toujours au moins une molécule d’hydrogéne formée par une molécule d’azote

réduite. Mais dans la symbiose ce rapport est généralement plus élevé (Dénarié et
Truchet, 1979 ; Gladiem et al., 1985).

1-4-Le Processus d’infection:

Au niveau de la relation Rhizobium-légumineuses, il existe un haut niveau de spécificité
d’héte. Cette spécificité est basée sur une reconnaissance qui se fait grace a un dialogue
moléculaire entre les deux partenaires symbiotiques. Ce sont les génes nod bactériens
localisés sur le plasmide qui contrélent la spécificité d’héte, I'infection et la nodulation
(Cook et al., 1997 ; Zahran, 2001).

Il existe trois types de génes:

1-Les génes nod ABC de structure : ils sont communs a toutes les souches de
Rhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium...etc ; et interchangables, necéssaires pour
induire le « curling » et la division cellulaire. Leur mutation empéchent le Rhizobium
d’induire l'infection et la nodulation (Truchet et al., 1993 ; Begun et al., 2005).

2-Les genes nod spécifiques hsn (host-specific nod genes) : ils sont responsables de
la spécificité d’hote et de la reconnaissance entre la bactérie et la plante. lls ne sont pas
interchangables et une mutation au niveau de ces génes a pour effet de provoquer un
changement de spécificité de la souche a I'égard de la plante cible (Freiberg et al., 1997 ;
Patriarca, 2002).

3-Les génes nod D : Ces des géne régulateurs; ils assurent le fonctionnement et
'expression des génes nod communs et spécifiques en présence des flavonoides
(Freiberg et al., 1997 ; Pereet, 1997).

Selon Prevost (2003), l'induction et I'expression des génes nod chez Rhizobium
leguminosarum sont significativement affectées par les basses températures (10°C et
15°C).

Le développement des nodules par infection des poils absorbants caractérise les
Iégumineuses tempérées (croissance indéterminé) cas de la luzerne, alors que par
exemple, chez l'arachide, la pénétration des bactéries se fait par les blessures (Fisher et
Long, 1992).

Il existe une réelle communication chimique entre la plante et la bactérie du sol. Cet
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échange démarre dés que pointent les premieres racines qui envoient un message
chimique par la secrétion de flavonoides afin d’attirer les bactéries fixatrices d’azote vers
les racines (Begun et al., 2005). Ces substances activent leur multiplication au voisinage
des racines. Elles sont alors adsorbées par le poil absorbant (Swensen et Murray, 1983 ;
Beck et al., 1991). Il a été démontré que les températures de 35°C et 40°C affectent la
mobilité des Rhizobia (Zahran, 1999).

En réponse a des signaux végétaux “les flavonoides”, produits phénoliques, les
Rhizobia excrétent des molécules lipochitooligosaccharides (LCO) (Haghuvxﬁashi, 1994).
Comme ces flavonoides sont actives a des concentrations faibles (10 ~mM), ceci
suggere qu’elles sont pergues par des récepteurs spécifiques a haute affinité (Geuts et
Franssen, 1996 ; Freiberg et al., 1997). Elles activent les génes nod bactériens dont les
produits vont faciliter le mécanisme d’infection. Par exemple, la naringénine est une
flavone de Rhizobium leguminosarum (Boote et al., 2002).

Figure 4. Schéma représentant la genése d’un nodule de pois
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(Pelmont, 1995)

Sanchez et Helper (2000) , Browse et Xin (2001), affirment qu’'aprés la
reconnaissance, la membrane plasmique est dépolarisée avec augmentation du pH
intracellulaire ainsi que le taux de calcium chez Medicago sativa

L’adhésion des bactéries sur les poils absorbants se fait grace aux glycoprotéines
(Iéctines) secrétées par les racines des Iégumineuses et les polysaccharides de la paroi
bactérienne qui jouerait le réle de récepteurs (Kijine et al., 1997). Les poils absorbants
infectés se courbent et forment une “ crosse de berger’ a lintérieur de laquelle les
bactéries se multiplient (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Duhoux et Nicole, 2004). C'est
également a cet endroit que la paroi du poil absorbant est lysée puis s’invagine pour
former le cordon d’infection (Dénarié et Truchet, 1979 ; Mylona et al., 1995 ; Prescott et
al., 2004). Le cordon d’infection progresse et se déplace vers la base du poil absorbant,
puis franchit les parois des cellules du cortex racinaire en direction des cellules
polyploides. Le cordon d’infection poursuit sa progression en se ramifiant et déverse par
endocytose les Rhizobia dans les cellules du méristtme nodulaire. Les cellules de
Rhizobium contenus dans les cordons d’infections sont ensuite libérées dans le
cytoplasme de ces cellules végétales par endocytose (Newcomb et al., 1981 ; Pelmont,
1995 ; Mylona et al., 1995).

Au sein de ce symbiosome (bactéroide entouré de la membrane péribactéroidale).
L’activité fixatrice est réalisée en présence de la nitrogénase capable de réduire I'azote
moléculaire en ammoniaque et de la léghémoglobine qui colore le cortex central du
nodule en rose (Denarié et Joly, 1994 ;Turner et Young, 2000).

aprés Trinchant et Pladys (1985), Saadallah (2002), la concentration intra nodulaire
d’oxygéne dépend de trois mécanismes :

Une zone corticale interne limitant la diffusion de I'oxygéne vers la zone centrale
infectée de la nodosité.

La respiration intense des bactéroides, empéchent 'accumulation de 'oxygene et
diminue son taux intra-nodulaire.

La leghémoglobine facilite la diffusion d’oxygéne vers les chaines respiratoires dans
les cellules infectées. Selon Balandreau et Dommmergues (1971) , Trinchant et
Pladys (1985), la Iéghémoglobine ne fait que libérer 'oxygéne nécessaire a la
respiration des bactéries a basses pressions afin de préserver la nitrogénase.

Quand la plante fleurit et cesse de croitre, la léghemoglobine s’altére, devient verdatre et
se dégrade. Le nodule dégénére et ne fixe plus I'azote (Salon et al., 2001).

En fait, la plante posséde a elle seule tout le programme génétique nécessaire au
développement du nodule (Meyer et al., 1993).

1-5-Effet de la température sur I'infection et la nodulation:

Les températures extrémes peuvent affecter le processus d’infection (recourbement
racinaire), la formation de la Iéghemoglobine, le développement du nodule(Cloutier et al.,
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1992), la fixation et donc le taux de matiére séche (Karanja et Wood, 1988 ;Michiels et al.,
1998).

Selon Lunch et Smith (1993), les basses températures 2°C et 5°C réduisent la
survivance et la multiplication de Rhizobium leguminosarumbv viciae dans le sol. Elle
affecte aussi le processus d’infection,ceci est probablement di a la sensibilité des sites
d’infection des racines (Evans et al., 1993). D’aprés Bordeleau et Prevost (1994), ces
sites d’infection peuvent étre complétement inhibés a une température supérieure a
24 .2°C chez les légumineuses tempérées.

Les plantes tropicales poussent difficilement dans les régions a basses températures.
En effet, chez Vigna unguiculata, en dessous de 17°C, le dialogue se fait trés mal entre la
plante et la bactérie (Truchet et al.,, 1993). Haghuwanshi (1994) a aussi remarqué qu'il y
avait une diminution dans la concentration et le nombre de flavonoides excrétés par le
pigeonpea (Cajanus cajan L.) a basses températures. D’aprés Makarova et al (2003), les
racines du pois (Pisium sativum L.) variété de Marat n’arrivent plus a produire les léctines
et les flavonoides en présence de Rhizobium lequminosarum bv vicea a 8°C.Ceci pourrait
étre d0 au ralentissement de la croissance des cellules du poil absorbant a cette
température. Zhang et Smith (1994),Evans et Doborowolski (1993) affirment aussi que les
basses températures réduisent le nombre de poils radiculaires qui porteront le cordon
d’infection au niveau de la plante entrainant ainsi un blocage dans le processus de
reconnaissance mutuel.

Les faibles températures causent le prolongement de la période de préinfection chez
la féverole et le tréfle (Davidson et al., 1986). En effet, chez le tréfle, I'infection est
retardée de 6 jours a 7°C par rapport au témoin (Roughley, 1970); son transfert d’'une
température de 6°C a 15°C pendant 24h augmente le taux d’infection et la production de
nodules (Obaton et al., 1996 ; Obaton et al., 2001).

L’application des flavonoides (naringenin et hesperetin) sur la surface des semences
de Pisum sativum inoculé avec Rhizobium leguminosarum bv viceae juste avant le semis,
améliore significativement I'infection a 7°C (Mario et al., 2005). Sally et al (2001) affirment
que le stade le plus sensible a basses températures (7°C et 12°C) est l'initiation du nodule
chez le lupin (Lupinus angustifolius L.). Car a ces températures les flavonoides sont
insuffisantes pour stimuler les génes nod bactériens. En effet, chez Bradyrhizobium elles
sont réduites a 12°C et absentes a 7°C (Browse et Xin, 2001).

D’aprés Beck et al (1991), Zhang (2002), certaines souches des régions froides
peuvent produire plus de nodules avec une bonne activité de la nitrogénase a basses
températures chez le soja en augmentant ainsi son rendement.

Le trefle inoculé avec les souches de Rhizobium leguminosarum bv trifoli isolées de
la Scandinavie, montre une nodulation précoce a 10°C par rapport aux souches isolées
des régions du Sud cependant, il n’y a pas eu de différence pour la nodulation a 20°C
(Bordeleau et Prevost, 1994).

Arayangkoon et al (1990) et Zahran (1999), affirment qu’a 29°C la formation des
nodules est réduite voir inhibée chez le pois chiche; elle est optimale entre 23°C et 25 °C.
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1-6-Effet de la température sur la fixation biologique de I'azote
atmosphérique:

1-7-

L'effet de la température sur le systéme symbiotique est trés complexe. Il varie
considérablement avec l'espéce végétale, la souche de Rhizobium ainsi que leur
interaction (Kuzma et Layzell, 1994 ; Martensson et Rydberg, 1996).

La fixation d’azote est plus inhibée par les températures extrémes, que ne le sont
d’autres fonctions physiologiques majeures comme la respiration et la photosynthése
(Zhang et Smith, 1994 ; Sultan et al.,, 2001). Toutefois, le transfert des plants des
températures optimales vers les suboptimales a différents stades phénologiques a
contribué a la compréhension des effets de la température sur le fonctionnement de la
symbiose.

Les légumineuses des régions tempérées nodulent et fixent l'azote a des
températures comprises entre 10°C et 30°C et les légumineuses tropicales entre 15°C et
35°C jusqu'a 40°C. En effet, L’activité de la nitrogénase de 5 souches de Rhizobium
isolées de I'arctique était grande a basses températures

par rapport a celles isolées des régions tempérées quand elles étaient en symbiose
avec le sainfoin (Vlassak et Vanderleyden, 1997).

Chez les médicago annuelles, la fixation d’azote est faible durant les périodes froides
(Obaton et al., 2001). Chez le tréfle souterrain, presque aucune activité fixatrice d’azote
au niveau du nodule n’est observée a 3°C. Elle est décelée entre 11°C et 15°C avec un
optimum a 19°C (Bordeleau et Prevost, 1994).

Poustini et al (2005) affirment que chez Phaseolus vulgaris le nombre des nodules, le
poids des nodules, la fixation d’azote et la croissance de plants sont faibles a 17°C par
rapport a 25°C. De méme la fixation d’azote est retardée de 7 jours a 17°C.

L’efficacité des souches dans la fixation d’azote difféere chez une méme espéce
bactérienne. Chez Rhizobium trifoli la souche TA1 est efficace pour toutes les
températures testées, alors qu’avec la souche CC17, la fixation est importante a 22°C et
I'est moins a des températures élevées (Lipsman et Lindstrom, 1986).

Chez le haricot (Phaseolus vulgaris.L), des altérations irréversibles et des
suppressions génomique au niveau du plasmide (psym) se sont produites suite a une
température de 45°C durant 3h (problémes des pays tropicaux) (Zhang et al., 1991 ; Dart
et Mercer, 2002).

Enfin, la dégénérescence du tissu du bactéroide est rapide a des températures
élevées et peut raccourcir la période de son activité (Pelmont, 1995 ;Leena, 2002).

Effet de la température sur le Rhizobium a I'état libre:

La recherche d’une corrélation entre les origines environnementales, la croissance des
souches de Rhizobium avec leur performance symbiotique sous les températures
extrémes a fait I'objet de plusieurs études (Begun et al., 2005).
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La limite extréme des températures pour la symbiose dépend de la plante héte, mais
aussi de la souche de Rhizobium utilisée; ces derniéres deviennent performantes
lorsqu’elles sont mises dans un environnement similaire a celui a partir duquel elles ont
été prélevées (Zahran, 1999).

Pour la plupart des Rhizobia, 'optimum de température se situe entre 28°C et 31°C
(Dart et Mercer, 2002). Les températures extrémes du sol affectent leur croissance et leur
survie et par conséquent la taille de la population rhizobienne du sol (Zahran, 2001).

La majorité des Rhizobia (Vignia cowpea) obtenue a partir d’'un environnement chaud
et sec de sahel savanah croissent a 40°C; mais un fort pourcentage des souches qui
persistent & 45°C perdent leur infectivité (Sultan et al., 2001).

La perte de la viabilité des Rhizobia est observée chez 'inoculum pois chiche, lentille
et feve quand ils sont exposés a des températures de 44°C (Evans et al., 1993), alors que
les souches de Bradyrhizobium japonicum résistenta 48.7°C (Kishinevsky et al., 1992 ;
Michiels et al., 1998).

Maatallah et al (2002) affirment que les particules argileuses du sol jouent un réle
important dans la survie du Rhizobium trifoli et R. melliloti (croissance rapide) a des
températures supérieures a 40°C. En effet, ces deux souches n’ont pas résistées dans les
sols sableux a fortes températures, alors qu’elles ont survécu dans des sols a texture
lourde. Toutefois, 'amendement d’'un sol sableux avec 5% de montmorillonite, d’illite et de
cendre protége ces souches des fortes températures. D’autre part, Bradyrhizobium
Japonicum (croissance lente) s’est bien développé dans les sols sableux et a forte
température (jusqu’a 62°C) en Australie.

D’aprés Vlassak et Vanderleyden (1997) , Zahran (1999) , Aouani et al., (2001), le
changement de température et de la durée d’exposition pourraient étre a l'origine de la
création de la variabilité des souches avec le temps.

Outre, Bohnert et al (1995) , Matersson et Rydberg (1996) ont montré que la
performance chez les souches de Rhizobium a basses températures est influencée par
leurs origines géographiques.

En effet, d’'aprés Karanja et wood (1988), les souches isolées a partir des régions
chaudes (kenya), tolérent les fortes températures (supérieure a 30°C) par rapport a celles
isolées des régions froides qui sont plus sensibles aux fortes températures (supérieure a
30°C).

Les 26 souches de pois chiche isolées des étages aride et saharien du Maroc étaient
plus affectées par les basses températures (Berraho, 1984).

Des Rhizobia adaptés au froid ont été sélectionnés dont le but d’améliorer la
productivité des légumineuses qui sont soumises aux basses températures (cas du
sainfoin Onobrychis viciifolia,une 1égumineuse fourragére des régions tempérées). Une
facon d’aborder ce probléme est d’utiliser des Rhizobia associés a des espéces de
légumineuses indigénes des régions de I'arctique et sub-arctique

qui sont le Mesorhizobium sp isolé des Astragalus et Rhizobium leguminosarum
isolés desLathyrus sp du Canada; ces Rhizobia sont considérés comme psychrotrophes
puisqu’ils peuvent pousser a 0°C (Prevost et al.,2003).
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Les Rhizobia de l'arctique se sont avérés plus efficaces que les Rhizobia des régions
tempérées pour améliorer la croissance du sainfoin et plus compétitifs pour la nodulation
a basses températures. Des études biochimiques sur I'adaptation au froid montrent qu’il y
a une synthése plus abondante des protéines de choc di au froid chez les Rhizobia de
larctique adaptés aux basses températures (-10°C)que chez ceux qui ne le sont pas
(Cloutier et al., 1992). En effet, il s’est avéré qu’aprés un choc thermique de 25°C a 10°C,
5°C et 0°C, il y a eu une synthése plus importante de ces protéines qui sont les CSP
«cold-shock-proteins» de 6,1 kDa, avec une production plus importante a 0°C chez les
souches adaptées au froid par rapport aux souches sensibles (Prevost et al., 2003). Les
«cold-shock-proteins» sont aussi induites suite a un traitement de 30°C a 15°C chez
Sinorhizobium meliloti (Browse et Xin, 2001).

En plus de la production de ces protéines spécifiques a basses températures, il y a
aussi un changement dans la composition des lipides par 'augmentation du taux d’acides
gras insaturés qui jouent un réle dans le maintien de la fluidité de la membrane et de sa
perméabilité (Vlassak et Vanderleyden, 1997). Les acides gras insaturés représentent
20% des acides gras totaux a 25°C. Cette proportion augmente de 80% a 5°C (Drouin et
al., 2003).

Cette résistance aux basses températures conferent a ces souches le pouvoir de
s’adapter dans d’autres régions quand les périodes froides deviennent limitantes pour la
croissance rhizobiénne(Michiels et al., 1998).

Outre, des «heat-shock-proteins» sont produites suite a un traitement de 35°C a 45°C
comme indice de tolérance chez Bradyrhizobium japonicum (Munchbach et al., 1999 ;
Zhang et al., 2002); dont 7 génes codant pour ces «heat-shock-proteins» ont été identifiés
chez cette méme espece(Freiberg et al., 1997 ; Pereet, 1997).

Actuellement, le role exact de ces protéines charpentines secrétées a fortes et a
basses températures n'est pas encore clair et si la tolérance des Rhizobia aux
températures extrémes revient réellement a la production de ces protéines ou bien a
d’autres mécanismes (Margiangela et Avilio, 1993 ; Turneret Young, 2000 ; Aranjuelo et
al., 2004).

lI-L’assimilation de I’azote minéral du sol:

L’azote nitrique constitue la source principale d’azote pour la majorité des végétaux et
représentent la fourniture préférentielle pour tous les végétaux supérieurs (Heller, 1989).

Au début du cycle de développement de la Iégumineuse, I'azote est fourni par la
graine et a partir de la levée, I'assimilation de I'azote nitrique prend le relais (Wery, 1987).

Cette assimilation consiste en une réduction de lion NO, ~ en NO
L’aboutissement de la chaine enzymatique serait les ions ammonium I%H * (Saravifz et
al., 1994 ; Jiang et al., 2001). Cette assimilation est assurée par une chaine de réactions
enzymatiques qui aboutit a la formation de glutamine et de glutamate (Hirel et al., 1992 ;
Turner et Young, 2000).
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L’assimilation des nitrates se fait en trois étapes qui sont I'absorption, la réduction et
'accumulation des nitrates.

-L’absorption des ions NO_, ~ par les racines est un phénoméne actif, stimulé par la
lumiére qui nécessite de I'énergie (ATP) et qui augmente avec les concentrations
croissantes en ions NO 3 (Arrese-lgor et al., 1998 ; Abdellaoui et al., 1999). Le NO3 " est
alors soit stocké dans la vacuole et intervient alors dans le contrble de la pression
osmotique, soit réduit et transformé en acides aminés et protéines (Gojon et al., 1991 ;
Busch, 1993 ; Jiang et al., 2001).

- La réduction a lieu dans les feuilles chez les espéces herbacées selon Robin et
Salsac (1987) et

Bussi et al (1989), trois facteurs principaux interviennent dans la réduction des
nitrates :

La quantité d’enzyme

La disponibilité des nitrates

La disponibilité du NADPH
La voie d’assimilation des nitrates comprend la réduction des nitrates en nitrites dans le
cytoplasme par la nitrate réductase (Bazzigalupi et al., 1992).

NO™ 5 + NADPH + HY + (2€) INO,, ~ + NADP + H,0

2-1- La nitrate réductase:

La nitrate réductase est 'enzyme qui catalyse la premiere étape du métabolisme du
nitrate, particulierement sensible a la protéolyse et présente en trés faible quantité dans
les cellules (Rideout et al., 1994 ; Vincentz et Caboche, 1997). Elle est responsable de la
réduction des nitrates en nitrites, mise en évidence pour la premiére fois chez le soja
(Heller, 1989). La nitrate réductase est une enzyme présente chez tous les organismes
susceptibles de métaboliser les nitrates (plantes, champignons, quelques espéces de
levures et de bactéries) (Touraine et Gojon, 1997 ; Fan et al, 2005). Cest une
molybdo-flavoprotéine de masse molaire comprise entre 200 et 270 Kilodaltons, inductible
par son substrat et par la lumiére(Pilar, 2004).

2-2-La nitrite réductase:

- , . + , + . .
5NO > +6 Ferredoxme(red) +40H + 6&115NH 4 +6 Ferredoxme(ox) + 10H20

L’enzyme est localisée dans les chloroplastes des feuilles vertes et les proplastes des
racines (Rideout et al., 1994). C'est une enzyme de masse moléculaire 60-64 Kilodaltons
qui catalyse la réduction des nitrites en ammonium (Silveira et al., 2001).

D’aprés Imsande et Touraine (1994), les nitrites qui sont toxiques a fortes doses ne
peuvent étre accumulées et leur présence dans la cellule n’est que temporaire.

Une fois le NH4 formé, il est rapidement incorporé dans les acides aminés en
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raison de sa toxicité (Patriarca et al., 2002). Il est pris en charge par un systéme
enzymatique GDH (Soltani et al., 1992 ; Turner et Young, 2000) qui catalyse le passage
de 'azote inorganique a une molécule organique (Young, 1993 ; Saravitz et al., 1994).

2-3- Effet de la température sur I’assimilation de I’azote du sol:

La température est parmi les facteurs de I'environnement qui affecte considérablement la
croissance et le développement des végétaux.

D’aprés Mazliak (1981), les basses températures provoquent chez les plantes
sensibles des dégats physiologiques au niveau des tissus et qui sont connus sous le nom
de “maladies physiologiques du froid” ou “chilling injury”, occasionnées par des variations
brusques de températures. Toute variation de température affectant un étre vivant
provoque deux sortes de réactions trés différentes:

A- Les réactions biochimiques du métabolisme changent de vitesse (sans que la
structure des enzymes catalysant ces réactions ne change).

b-La structure des macromolécules cellulaires se modifie (membranes...),
accumulation de certains solutés (proline, sucres...etc).

Les plantes d’origine tropicale et subtropicale comme le riz sont sensibles aux
températures comprises entre 0°C et 20°C, alors que celles des régions tempérées ne
manifestent aucune sensibilité (Georgieva et Lichtenthaler, 1999).

Madowitch et al (1986) affirment que la température joue un réle essentiel dans
'absorption de I'eau et des éléments minéraux nécessaires a la plante et agit sur la
vitesse du métabolisme. Havaux et Lannoye (1985) ont montré qu’il a y avait une
augmentation significative du poids sec chez le mais avec chaque augmentation de
température de 5°C.

Selon Soltani et al (1992), I'absorption des nitrates et de 'ammonium chez l'orge
(Hordeum vulgare L.) est trés affectée par la température par rapport aux autres ions et
de ce fait, sur la translocation de I'azote des racines vers les parties aériennes.

Le pois chiche semé en Octobre, en Inde, croit trés lentement jusqu’a la fin du mois
de Janvier lorsque les températures commencent a augmenter. La floraison est tardive.
De grandes quantités de matiére séche sont accumulées et le rendement en grains est de
3000 a 4000kg /ha. Lorsque le méme génotype est cultivé tardivement, il croit rapidement,
fleurit précocement, accumule de faibles quantités de matiére séche avec un rendement
de 200kg/ha (Berraho, 1984).

Les températures fraiches empéchent les plantules de mobiliser 'azote nécessaire a
la fabrication des protéines qui composent la chlorophylle surtout chez les plantes
d’'origines tropicales adaptées aux températures chaudes(Tuker, 2004). En effet, des
apports d’azote au sol favorisent 'ARN car cette activité est induite et régulée par le flux
de nitrates, lui-méme contrélé par la température et par I'absorption par les racines
(Delhon et al., 1995 ; Touraine et Gojon, 1997).

D’aprés Derieux et al (1989), chez le mais (LG9), un traitement a 4°C durant 3 jours
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s’est traduit par une réduction remarquable de I'activité photosynthétique et le rendement
a chuté de pres de 60%. En réalité, les basses températures diurnes sont beaucoup plus
limitantes pour la croissance que les basses

températures nocturnes, ce qui suggére un effet direct sur la photosynthése (NADPH
pour 'ANR) (Warner et Huffaker, 1989 ;Chainsompongpan et al., 1990). L’assimilation du
CO, par les feuilles de féve est significativement réduite en dessous de 15°C (Boote et
al., 2002).

La photosynthése et la respiration sont aussi nettement affectées a 35°C et 45°C
(Leena, 2002 ; Schrader et al., 2004). Il semble que cette inhibition de la photosynthése
puisse étre attribuée en grande partie a une destruction de I'appareil photochimique suite
a un changement dans l'ultrastructure des chloroplastes (Mardowitch et al., 1986 ;Talwar
et al., 1999) avec une perte rapide des propriétés fonctionnelles des membranes
thylacoidiennes et fermeture des stomates (Harding et al., 1990). C'est surtout I'activité de
la rubisco qui est affectée par ces fortes températures (Aranjuelo et al., 2004).

La faible température méne a un déficit hydrique de la plante suite a une mauvaise
ascension de I'eau et par conséquence, a une accumulation de I'acide abscissique au
niveau des jeunes feuilles (Lipsman, 1986 ; Sultan et al., 2001).

Le froid peut affecter les protéines enzymatiques de plusieurs fagons soit en
diminuant la vitesse des réactions qu’ils catalysent ou en changeant l'affinité de ces
enzymes pour leur substrat, mais il peut également modifier le contenu des tissus en
enzymes, ou perturber la stabilité de ces protéines (Deane-Drumond et al., 1980 ;
Mazliak, 1981 ; Georgieva et Lichtenthaler, 1999). En effet, selon Turner et Young (2000),
les températures extrémes affectent nettement I'activité de la nitrate réductase et de la
glutamine synthétase.

lll- Participation des deux activités a la nutrition
azotée:

Une meilleure connaissance des deux voies de la nutrition azotée chez les Iégumineuses
pourrait permettre de mieux subvenir aux besoins de la plante au cours de son cycle de
développement (Baccou et Yves, 1985).

Ces deux processus sont souvent complémentaires et se succédent dans le temps
(Desperrier et al., 1985), ou bien concurrentiels. lls sont tous les deux nécessaires pour
obtenir un rendement maximal (Sekhon et al., 1986 ; Wery, 1986), mais les deux enzymes
responsables des activités fixatrice et assimilatrice fonctionnent avec des intensités
différentes (Martensson et Rudberg, 1996 ;Jiang et al.,2001).

Les légumineuses possédent la capacité de fixer I'azote atmosphérique, mais exigent
au départ une certaine disponibilité en NO, ~ (dose starter) pour que la fixation
symbiotique puisse s’instaurer et assurer par la suite I'alimentation de la plante en azote
(Soltani et al., 1992).
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Chez le fénugrec, les deux activités fonctionnent simultanément en présentant un
maximum pendant la floraison. Des concentrations en nitrates de 1,5 et 5 mM, favorisent
le développement des nodosités alors que les fortes concentrations limitent la fixation
(Desperrier et al., 1985).

La nitrate réductase est moins sensible aux contraintes du milieu que la nitrogénase
(Conjonet al., 1992). Cette différence de sensibilité assure probablement a la plante une
alimentation azotée dans les conditions de stress (Wery et al., 1986 ; Patriarca et al.,
2002). En effet, les plantes qui dépendent de la fixation d’azote sont trés sensibles aux
fortes températures comparées aux plantes assimilatrices (Browse et Xin, 2001 ; Salon et
al., 2001 ; Serraj et al., 2001).

Les deux activités nitrate réductase et nitrogénase sont antagonistes par le fait d’'une
compétition pour les équivalents réducteurs entre I'assimilation du nitrate et la fixation
d’azote (Silveira et al., 2001).

Le colt énergétique de la réduction de I'azote moléculaire peut au mieux étre égal a
celui de la réduction du nitrate, mais dans la majorité des cas, il est de 30 a 50 % plus
important. Théoriquement, la production de 1 Mole de NH nécessite 15 ATP par la
réduction de nitrates et 12 ATP seulement par la fixation symbiotique, mais le colt
énergétique de celle-ci augmente par la croissance et le maintien des nodosités et surtout
par la production d’hydrogéne (Robin et Salsac, 1987).

Vli-La proline :

4-1-Généralités :

La proline ou l'acide pyrolidine 2-carboxylique (C_H,O,N) est 'un des vingt principaux
acides aminés naturels qui entrent dans la constifution des protéines (Kazoko etKazuo,
1994).

Cet amino-acide s’accumule sous l'action du sel, du stress hydrique et du froid
(Paquin, 1977). Cette accumulation peut étre accompagnée par d’autres acides aminés
comme l'alanine, I'asparagine, la glutamine, la sérine ou la glycine ainsi que certains
carbohydrates comme le mannitol, le sorbitol et le glycérol chez Arabidopsis thaliana
(Kazoko etKazuo, 1994). Leur structure chimique présentant des affinités pour les
groupements carbonés des protéines, protégeraient leur intégrité structurale (Calu, 2006).

Plusieurs auteurs associent I'accumulation de la proline a la résistance des plantes
aux contraintes du milieu. Elle sert de critere de résistance aux stress biotiques et
abiotiques et peut expliquer au mieux la stratégie d’adaptation de ces plantes (Sanchez et
al., 2001).

En réalité, le processus d’accumulation reste encore mal connu et les causes sont
multiples:
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Aucune voie métabolique ne semble étre responsable de I'élargissement et du
changement du pool en acides aminés. L’inhibition de la synthése protéique et la
dégradation (protéolyse) de celle-ci ont été suggérées comme étant les principales
causes et que la source d’azote pour la proline provient des protéines foliaires (Venekamp
et Koot, 1988).

Les acides organiques qui proviennent de la respiration oxydative constituent aussi
une source directe de l'accumulation de la proline sous des conditions de stress
(venekamp et al., 1988 ; Théberge, 1996 ; Dionne et al., 2001).

[l y a une accumulation de la proline associée a l'inhibition de son oxydation (Havaux
et Lannoye, 1982).

D’aprés Herzog (1989), la proline peut étre accumulée au niveau des feuilles et
transportée vers les tissus meristématiques pour contribuer a I'ajustement osmotique au
niveau des organes de croissances durant le stress.

D’autres hypothéses considérent la proline comme un agent protecteur des enzymes
et des structures membranaires (Sanchez et al., 2001 ; Benlaribi et al., 2005).

Au cours de ces derniéres années, la plupart des connaissances acquises dans le
domaine de la dégradation des protéines en relation avec les stress environnementaux,
montrent que la protéolyse intervient dans toutes les étapes de développement de la
plante, de la germination jusqu’a la sénescence et dans tous les compartiments cellulaires
(Rashmi et Agarwal, 1998 ; Belkhodja, 2002).

4-2-Effet de la température sur I’'accumulation de la proline :

Les végétaux sont capables d’augmenter considérablement leur résistance au froid
lorsqu’ils sont soumis a des températures voisines de 0°C (Mazliak, 1981 ; Touraine et
Gojon, 1997) et ceci grace aux sites d’actions primaires localisés au niveau des
membranes cellulaires ainsi qu'a d’autres mécanismes (Levitt, 1989 ; Delauna et Verma,
1993).

D’aprés Kazoko et Kazuo (1994), le géne rd29A d’arabidopsis a été induit 5h aprés
I'exposition des plants a 4°C. Calu (2006) affirme que la P5C (Pyrroline-5-carboxylate) est
I'enzyme clé dans la production de proline chez Arabidopsis thaliana durant le stress.

L’adaptation au froid de I'orge s’est caractérisée principalement par une accumulation
rapide de composés cryoprotécteurs tels que les sucres solubles et les acides aminés
comme la proline. Cest pour cela que la mesure de la concentration en proline pourrait
servir d’indice de résistance au froid qui peut atteindre des valeurs beaucoup plus élevées
(soit 25 fois) que la valeur initiale, selon la sévérité du stress (Havaux et Lannoye, 1982 ;
Belaribi et al., 2005).

Il a été démontré que I'enrichissement artificiel en proline chez la luzerne et les
céréales d’hiver entraine une augmentation marquée de leur tolérance au froid (Borochov
et al.,, 1989).

Des concentrations de 1mM, 10mM et 100mM de proline ont été appliquées sur des
cultures d’embryons de Méléze hybride et de chéne a 4°C ; les résultats montrent que ces
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cultures arrivent a survivre et a croitre normalement, contrairement au témoin (OmM) dont
la croissance est totalement inhibée. Le pic d’accumulation de la proline coincide avec le
maximum de tolérance au froid (Gleeson et al., 2004).
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II-MATERIEL ET METHODES.:

L’essai a été réalisé dans une serre en verre, au niveau de la station expérimentale de
l'institut national agronomique d’El Harrach.

II-1-Conditions de I'essai:

Les expériences sont réalisées dans un phytotron qui nous a permis d’effectuer des
traitements de températures choisies, avec une photopériode de 14h de lumiére et 10h
d’obscurité, une intensité lumineuse de 2000 lux et 60% d’humidité relative.

Les traitements de températures sont au nombre de 8 (2°C, 5°C, 10°C, 15°C, 20°C,
25°C, 30C° et 35°C) avec 3 répétitions pour chaque température.

Les plants subissent le traitement dans un phytotron pendant une période de 24h; ils
sont ensuite retirés pour effectuer des mesures.

La variété utilisée est la GISA 402 (ICARDA), caractérisée par sa résistance a
'orobanche et a I'anthracnose. Le semis a été réalisé le 02/03/02 dans des pots en
plastique préalablement remplis d’'un mélange équivalent de terre, sable et terreau
préalablement désinfecté.

Les graines n'ont pas été inoculées, car le Rhizobium existe dans le sol.
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ll-2- Dispositif expérimental:

L’essai est mené selon un dispositif «blocs aléatoires complets» (fig n°5). Les pots ont été
disposés en trois blocs. Chaque bloc (essai) comporte 3 sous blocs (sous essais),
correspondant chacun a un stade phénologique donné de la culture (stade végétatif,
début floraison et remplissage des gousses).

A : végétatif.
B : floraison.

C : gousse.

1

Photo n° 2 : Les plants de féverole sous serre au stade prés floraison.
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Photo n° 3 : Systéeme racinaire de Vicia faba minor nodulé.

3® Ja= 20 L= 27 15* in® 25°
stad= A

Stade B | 37 LSO - [ R Ea 15° 20

Stads © [ 307 | 15° | 23% | 5° 35% 100 20 22

Figure n° 5: Schéma du dispositif expérimental (exemple d’un bloc).

lI-3-Description du dispositif de mesure de L’ARA:

Au cours de notre expérimentation, nous avons utilisé la méthode “in situ” de la réduction
d’acétyléne mise au point par (Balandreau et al., 1971) afin d’estimer I'efficience.

La nitrogénase est I'enzyme qui catalyse la réduction biologique de l'azote
atmosphérique selon la réaction suivante:
+ o
N2+8H +8é DZNH3+H2

Cette enzyme est capable d’accepter d’autres substrats autres que le N2,
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caractérisés par une triple liaison, dont I'acétylene qu’elle réduit en éthyléne:

+ 5
CZHZ +2H +2¢é [ CZH4

Cette méthode consiste a isoler la partie souterraine de la plante de I'atmosphére
extérieure et ceci grace a un sac en plastique hermétiquement fermé pour assurer
I'étanchéité du dispositif d’incubation.

A laide d’'une seringue hypodermique, on préléve 5ml d’acétylene C,H, a partir
d’'une bouteille sous pression. Ces 5ml sont injectés directement dans le pot
préalablement plastifié et on laisse incubé pendant 30mn. Avec la méme seringue, on
préléve 5ml du mélange gazeux interne qu’on injecte dans le tube vénoject de 13ml fermé
avec un bouchon en caoutchouc. Ce tube est préalablement vidé, par un prélévement de
5ml d’air afin d’éviter toute compression.

L’éthyléne produit est dosé dans un chromatographe en phase gazeuse (C.P.G).
L’injection dans le chromatographe est effectuée a I'aide d’'une seringue hypodermique de
1ml. Dans le tube vénoject, 1ml

g

36



II-MATERIEL ET METHODES:

Photo 1 : Dispositif de mesure de 'ARA

du contenu gazeux est prélevé et injecté a travers la pastille du chromatographe. La
hauteur du pic d’éthyléne permet de déduire le nombre de moles d’éthyléne contenu dans
1ml injecté.

Les pics de sortie sont repérés sur le chromatographe dans l'ordre suivant : air,
H.. De ce fait, la hauteur des pics des différents échantillons nous permet de
ca%cmﬁer I2A A selon la formule suivante:
ARA = Hech .V1.V2 V4 .V5 .60 .10 6
Hech . 24500 . V3 .V6 .V2

ARA (umoles C_H /h/plt).

24

V1 : volume éthyléne étalon.

V2 : volume d’injection au chromatographe.
V3 : volume flacon étalon.

V4 : volume vénoject.

V5 : volume du pot.

V6 : volume de prélévement de I'échantillon.
T : temps d’incubation.

lI-4-Description du dispositif de mesure de L’ANR:

La mesure choisie pour effectuer nos mesures de 'ANR au laboratoire est la méthode “ in
situ 7, la plus simple a mettre en ceuvre proposée par Robin et al (1983). Cette méthode
permet de mesurer l'activité de I'enzyme qui refléterait l'intensité de la fourniture du
substrat & I'enzyme. Le dosage se fait sur une feuille entiére, ce qui nous rend plus
proche de la réalité. L’ANR décroit des feuilles récentes aux feuilles les plus anciennes
(Fan et al., 2005).

Cette méthode consiste a prélever une feuille saine entierement formée du sommet
de la plante ou 'ANR est maximale et cela aprés 6h d’éclairement environ. Cet échantillon
est immédiatement coupé. Il est pesé et placé dans un tube vénoject Ensuite on fait
plonger le pétiole de la feuille excisée dans une solution de KNO™ ., (0,5M) recouvert de
papier aluminium pour assurer I'obscurité totale afin de réprimer la pﬁotosynthese et de ce
fait supprimer I'activité de la nitrite réductase. Le tube est bien fermé par un bouchon en
caoutchouc, transpercé par deux aiguilles creuses qui permettent de procéder a un
balayage de I'atmosphére durant 1 minute a partir d’'une bouteille d’azote gazeux. Le but
de l'anoxie est de bloquer la respiration et de supprimer ainsi la compétition pour le
pouvoir réducteur entre la nitrate réductase et la respiration. Le débit est réglé a une
pression de 1,5 bars; ce balayage est interrompu par le retrait simultané des deux
aiguilles.
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Figure 16 : Principe de la mesure de 'ANR

Aprés une période d’incubation de 30 mn, temps nécessaire pour la production de
nitrites, 4 ml d’eau distillée bouillante sont ajoutés dans chacun des tubes vénoject, et
placés dans un bain-marie durant 10mn afin d’extraire les nitrites produits.

Aprés refroidissement, 2ml de sulfanilamide (10g/l dans HCl 1,5N) et 2ml de N.N.E.D
(n.naphtyléthyléne-diamine-dichlorure 0,2g/l) sont ajoutés, ce qui permet d’obtenir une
coloration rose figure n° 16.

Le dosage se fait au spectrophotométre a 540 nm, qui donne des valeurs de densité
optique (DO) proportionnelle a la quantité de nitrites diffusés dans le milieu.

Un échantillon témoin est laissé a I'air libre et a la lumiére, permet de retrancher a
partir de la densité optique des échantillons, la part des nitrites présentes dans les tissus
avant l'incubation.

L’activité nitrate réductase est exprimée en pmoles de NO > produit par gramme de
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poids frais et par heure.
Cette activité se calcule par la formule suivante :
ANR=DO . V.60
PT.E

ANR: pmoles de NO
DO: densité optique.

> /g MF/h.
V : volume d’extraction 8,5ml.
P : poids frais d’échantillon.

T : temps d’incubation 30mn.

E : coefficient d’extinction molaire 47,8.10_3.

II-5- Description du dispositif du dosage des nitrates:

lI-5-1-Préparation de I’échantillon:

Pour le dosage des nitrates, comme pour les mesures de 'ANR, des feuilles entiéres ont
été prélevées du sommet de la plante. Ces feuilles sont pesées afin de déterminer leur
poids frais, elles sont ensuite introduites dans une étuve a 65°C pendant 24h. Une fois
retirée de I'étuve, la feuille est repesée pour déterminer son poids sec et enfin elle est
broyée pour obtenir une poudre fine.

La poudre de chaque feuille est conservée dans un flacon en verre. Les nitrates sont
extrait par 10ml de HCl 0,1N pendant 48h a 4°C et dosé a l'aide d’une cologne réductrice
de cadmium.

1I-5-2-Principe de la méthode de dosage:

Pour Ia détermination des nitrates, on utilise un procédé de réduction des ions nitrates
(NO™ . en nitrites (NO ) par une colonne réductrice de cadmium, tout comme la nitrate
réduc?ase dans le vegeta% (Treguer et Lecorre, 1975 in Robin et al., 1983).

Cd

NO 3 1 NO 5

Les nitrites réagissent avec le sulfanilamide en milieu acide pour donner un composé

diazoté qui forme avec la N-naphtyl-éthyléne diamine dichlorure un complexe coloré en
rose.

Le dosage des nitrites se fait au spectrophotométre a 540 nm.

La quantité de nitrates est exprimée en umoles de NO 5 par gramme de poids sec et
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se calcul par la formule suivante:
Teneur en NO 5 DO . Dilution
(MMoles/gMF) Poids sec . E

DO: densité optique.

E : coefficient d’extinction molaire 47,8.10'3.

lI-6- Dosage de la proline:

La technique de dosage utilise est celle de Trolle et Lindley (1955), simplifiée et mise en
point par Dreir et Goring (1975).

On pése 100 mg du matériel végétal pris dans le tiers médian de la feuille auxquels
sont ajoutés 2ml de méthanol a 40%; 'ensemble est chauffé au bain-marie a 85°C durant
60mn. Aprés refroidissement, on préléve 1ml de I'extrait auquel on ajoute un mélange qui
contient de la Ninhydrine, de I'acide acétique et I'acide ortho phosphorique H3PO' 4 (D
1.7).

Le mélange est porté a ébullition au bain-marie durant 30mn a 100°C. Apreés
I'apparition de la couleur rouge et une fois refroidie, on rajoute 5ml de benzéne et aprés
agitation on a séparation de la solution en

deux phases, une phase inférieure et une phase organique supérieure. Celle-ci est
pipeter et sa densité est mesurée a 528 nm.

Concentration en proline (uM/g MF) =y.2.1000
MF.115,13

y : densité optique.
MF : masse de matiére fraiche.

Masse molaire de la proline = 115,13g.

lI-7-La croissance bactérienne:

La souche de Rhizobium que nous avons utilisée dans cette étude est une souche de
Rhizobium Leguminosarum bv viciaeextraite de nodosité d’un plant de féverole (Vicia faba
minor) suite a unpiégeage qui permet de sélectionner directement a partir du sol et a
I'aide de notre plante cible les souches pour lesquelles cette derniére a le plus d’affinité.

Nous avons utilisé pour I'isolement et la purification de la souche, le milieu YEM
(Vincent, 1970) dont la composition est la suivante :

Mannitol 10g
Extrait de levure 0.4g

K,HPO,0.5g
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MgSO4 7H20 0.2g
Nacl 0.1g

Agar 15¢g
-Le PH est ajusté a 7 a I'aide d’'une solution de NaOH ou HCI (N/10).

-Stérilisation a I'autoclave pendant 20mn a 120°C.

7-1-Collecte des nodules :

Un plant de féverole a été déterré et acheminé au laboratoire ou son systéme racinaire
est lavé a I'eau courante, rincé a I'eau distillée puis séchée au papier absorbant.

Un nodule ne montrant aucune altération structurale est alors excisé pour I'extraction
des bactéries.

7-2-Extraction, isolement et purification des souches :

a- Extraction:

Les bactéries sont extraites en conditions d’asepsie par écrasement d’un nodule dans 0.5
ml d’eau physiologique stérile.

Pour éviter toute contamination, la surface du nodule est stérilisée par passages
successifs dans les conditions suivantes :

Ethanol a 90% pendant 30 secondes.
Chlorure mercurique (HgCl2) a 0.1%pendant 3 mn.

Le HgCl, étant toxique pour les bactéries, il est nécessaire de rincer le nodule dans des
bains successifs d’eau distillée stérile afin d’éliminer les traces de I' HgCl , qui pourraient
compromettre la viabilité des bactéries. Le nodule est alors écrasé a I’aic?e d’une tige en
verre dans 0.5ml d’eau physiologique stérile.

b- Isolement et purification de la souche:

A partir du broyat ainsi obtenu cinq boites de pétri contenant du milieu YEM sont
ensemenceées.

Afin de faciliter les procédures disolement et de purification de la souche de
Rhizobium, nous avons ajouté 10ml/l d’'une solution de rouge Congo a 0.25% au milieu
YEM, pour distinguer les colonies de Rhizobium des contaminants qui absorbent
fortement le rouge Congo (Vincent, 1970).

Aprés trois jours d’'incubation a 28°C, les colonies de Rhizobium sontreconnaissables
par leur non absorption au rouge Congo, ainsi qu’a leur aspect gommeux et translucide;
elles sont ensuite isolées et purifiées par des repiquages successifs sur le milieu YEM.

7-3-La préculture:
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A l'aide d’une pipette stérile, on transvase stérilement la suspension bactérienne dans des
tubes a essai contenant 10ml du milieu YEM liquide, qui seront mis a I'obscurité sur
agitation orbitale durant 24h a 28°C.

Photo n° 4 : Rhizobium lequminosarum bv viciae

Photo n° 5 : Dénombrement de Rhizobium sur boite

7-4-La culture

On remplit 'erlenmeyer avec du milieu YEM liquide au (1/5) afin de permettre une bonne
aération du milieu et a l'aide d’'une pipette stérile, on préléeve 1ml de la préculture qu’on
transvase stérilement dans I'erlenmeyer. Des dilutions successives sont faites dans des
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tubes a essais contenant 9ml d’eau physiologique stérile ou on r&et 1ml de la culture. On
agite au vortex puis on préléve a nouveau jusqu ‘a la dilution 10- .

Des préléevements en cours de culture peuvent étre faits afin de surveiller la
croissance de la souche par densité optique et dénombrement (dilution étalement). En
effet, aprés chaque dilution 2 gouttes (0.1 ml) sont prélevées et ensuite misent dans une
boite de Pétri avec 3 répétitions a 28°C. Au bout de 2 jours, nous constatons I'apparition
de petites colonies blanches muqueuses légérement bombées. Aprés dénombrement,
nous pouvons déduire le nombre de bactéries contenues dans la solution de départ.

La croissance de la bactérie a été suivie par spectrophotométrie a une longueur
d’'onde de 620nm.
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Résultats et discussions

1-Effet de la température sur I’assimilation des
nitrates:

L’évolution de I’ANR (activité nitrate réductase) en fonction de la température révéle des
courbes pratiguement de la méme allure (figure n° 6). D’'une maniére générale, 'ANR est
élevée apres traitement des plants a basses températures et diminue progressivement
avec l'augmentation des températures pour les trois stades de développement.
Statistiquement les températures 2°C et 5°C (groupe A) se démarquent des autres
températures (groupe B) par leur effet sur TANR pour les deux stades (végétatif et
gousse). Tandis qu'au stade floraison, l'analyse statistique fait ressortir plusieurs
groupes a savoir 2°C, 5°C et 10°C (A), 20°C, 30°C et 35°C (C) et deux groupes
intermédiaires 15°C (AB) et 25°C (BC). Voir annexe.

Selon Alofe et al (1973), Hallark et Huffarker (1978), la température a plusieurs effets
sur lactivité nitrate réductase. En effet, c’est un des facteurs de I'environnement
susceptible de faire varier a la fois la quantité d’enzymes ainsi que leur vitesse de
réaction.

La nitrate réductase est l'une des premiéres enzymes inactivée par les fortes
températures et son activité semble dépendre essentiellement de la quantité d’enzymes
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présente apreés les traitements de la température (Arrese-lgor et al., 1998 ; Vasilieva et al.,
2001).

D’aprés Aslam et al (2002), le rythme de prélévement du nitrate est modulé par la
température et par le cycle jour/nuit chez le coton. Il exige un approvisionnement continu
en carbohydrates véhiculés par la séve élaboréedurant le jour(Bazzigalupi et al., 1992 ;
Tuker, 2004) qui induisent I'expression des genes de la nitrate réductase (Bush, 1993 ;
Vincentz et Caboche, 1997).

Les faibles températures nocturnes ont un effet marqué sur 'ANR surtout chez les
jeunes plantules. En effet, cette activité augmente durant la journée suite a un traitement
de 0°C durant la nuit qui précéde (Deane-Drumond, 1980). Il est avéré que I'obscurité
provoque une inactivation naturelle de cette enzyme, mais les basses températures
assurent sa conservation en maintenant un pool d’enzymes pendant la phase obscure
(Alofe et al., 1973). La disponibilité de ce pool pendant le jour permet une forte ANR
durant les heures chaudes du midi (Deane-Drumond, 1980).

Chez le blé, L'ANR été élevée pour les plants ayant subis des faibles températures
durant la nuit. Elle diminue progressivement avec I'augmentation des températures de
traitements. Bazzigalupi et al (1992), expliquent ces fluctuations soit par des variations
dans la quantité d’enzymes présentes ou par des variations dans leur vitesse de réaction.
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Figure n°6 : Evolution de 'ANR en fonction de la température

On remarque d’aprés la courbe n° 6 que I'ANR diminue progressivement avec
I'élévation des températures. En effet, chez la féve, les températures comprises entre 41
et 43°C durant 16 et 24h respectivement provoquent une diminution de 'ANR qui peut
reprendre normalement 24h aprés la levée du stress (Arrese-Igor et al., 1998). Les fortes
températures 29.4°C réduisent 'ANR de 40% en les comparant avec ceux obtenus a
18.3°C. Elles provoquent une diminution rapide de I'ANR par une faible synthése
(induction) et/ou la dénaturation de 'enzyme chez le mais (Alofe et al., 1973).

La mesure de 'ANR a plusieurs températures comprises entre 21 et 36°C, montre
qu’il y a une augmentation de 45% en allant de 21 a 27.4°C et une réduction de 28% de
27 a 36°C chez la féve. Cette diminution de 'ANR a forte température serait due a la
dénaturation de I'enzyme (Rideout et al., 1994).

La diminution de 'ANR au stade gousse par rapport aux stades végétatif et floraison
serait probablement due a I'épuisement du sol en nitrate.
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2-Effet de la température sur la teneur en nitrates des
feuilles:

La figure n° 7 montre I'évolution de la teneur de NO,, ~ exprimé sur la base du poids frais
en fonction de la température pour les trois stades phénologiques.

Les courbes montrent que les concentrations en NO, = sont faibles & basses
températures, mais augmentent aux températures élevées.

L’analyse statistique fait ressortir pour la teneur en nitrates des feuilles des
différences significatives et la comparaison des moyennes selon le test de Neweuman et
keuls a 5% révéle la présence de plusieurs groupes homogeénes.

Au stade végétatif, la quantité de nitrates est faible de 2°C a 15°C, elle augmente a
20°C avec un maximum a 35°C.

Au stade floraison, la teneur en nitrate reste faible de 2°C a 15°C, ensuite elle croit
progressivement entre 20°C et 35°C

Toutefois, on constate un maximum d’accumulation des nitrates au stade floraison.
Cela pourrait étre expliqué par le fait qu’a ce stade, la plante a besoin d’accumuler une
plus grande quantité d’azote qui va servir a I'enrichissement du grain par la suite (Robin et
al., 1983).

Pour le stade gousse, a 2°C, 5°C et 10°C, la concentration en nitrate reste toujours
faible puis augmente a partir de 15°C jusqu’a 35°C. Macduff et al (1987) ont démontré
que chez le colza, les concentrations de NO " au niveau des feuilles, des tiges et des
pétioles sont réduites a 3°C et 5°C mais augmentent a 7°C, 17°C et 25°C
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Figure n°7 : Evolution de la teneur en nitrates des feuilles en fonction de la température

Le transfert d’azote vers les parties aériennes est particulierement affecté par les
basses températures, ce qui pourrait expliquer la faible quantité en nitrates au niveau des
feuilles (Sultan et al., 2001). Fan et al (2005) affirment qu’ll y a une forte accumulation des
nitrates surtout au niveau des racines a basses températures (7°C), pendant la nuit et les
jours nuageux chez le lupin.

A fortes températures, I'absorption de I'eau et des éléments minéraux est accentuée;
ce qui explique les fortes teneurs en nitrates accumulées au niveau des feuilles a partir de
15°C.

3-Evolution de I'assimilation et de la teneur en nitrates
des feuilles:
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La figure n° 8 montre I'évolution de I'ANR et du taux de NO,, ~ au niveau des feuilles en
fonction des températures pour les trois stades de la plante.

On remarque que '’ANR évolue d’'une fagon inversement proportionnelle a la quantité
de nitrates accumulés au niveau des feuilles pour les faibles températures a savoir (2°C,
5°C et 10°C) et les températures 20°C, 25°C, 30°C et 35°C pour les trois stades de la
plante. En effet, d’aprés Robin et al (1983), toute modification dans le sens d’une
diminution de 'ANR est une augmentation de la teneur en nitrate dans les tissus.

Sultan et al (2001) affirment que la mauvaise ascension des nitrates vers les feuilles
a faibles températures réduit leurs arrivés au niveau des sites de réduction. D’aprés
Berges et al (2002), 'ANR augmente a 17°C puis diminue a fortes températures (33°C)
chez le blé. Une augmentation de la température aurait donc pour conséquence la
diminution de la concentration en nitrate réductase d’ou la baisse de 'ANR a partir de
30°C. Fan et al (2005) suggérent que l'accumulation des nitrates durant les fortes
températures pourrait étre directement liée a l'inhibition de 'ANR suite a la dénaturation
de I'enzyme
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Figure n° 8:Evolution de 'ANR et de la teneur en NO3 en fonction de la température

4-Effet de la température sur I’activité réductrice

d’acétyléne (ARA):

La figure n° 9 donne I'évolution de 'ARA en fonction des températures de traitement aux

trois stades phénologiques.

L’activité réductrice d’acétylene est affectée quelque soit le stade de la plante. Au
stade végétatif la courbe montre une évolution faible statistiquement identique aux
températures 2°C et 5°C. Elle augmente progressivement a partir de 10°C pour atteindre
son maximum a 25°C. Au dela de cette derniére, I'activité diminue sensiblement a 30°C et
35°C. L’allure des courbes est la méme aux stades floraison et gousse. L’analyse de la
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variance donne des différences trés hautement significatives entre les traitements de
températures et le test de Newman et keuls fait ressortir des groupes homogénes
différents.

Selon Harding et Sheeehy (1980), l'effet des températures sur Medicago sativa
montre que la fixation d’azote est plus importante a 15°C qu’a 5°C ce qui confirment nos
résultats. Selon Lunch et al (1993) , Zhang et al (2002), les faibles températures (4°C et
9°C) réduisent la conductance des nodosités a la diffusion de I'oxygéne chez le soja.
Saadallah et al (2001) affirment que la température de 3°C augmente la résistance a la
diffusion de l'oxygéne dans les nodosités, ayant pour conséquence une inhibition de
I'activité de la nitrogénase. Toutefois, pour Macdowal et al (1989) et Guasch et al (2001),
la diminution de la perméabilité a 'oxygene est associée a des modifications structurales
des cellules du cortex interne. Alors que pour Delgado et al (1993), elle serait due a une
réduction de la photosynthése et a la translocation des photosynthétats. D’aprés
Shweitzer et Harper (1980), l'activité de la nitrogénase des nodosités serait limitée par un
manque d’oxygéne plutét que par un manque de substrats carbonés.

L’ARA atteint un niveau d’activit¢ important au stade floraison (figure n° 9) et
correspond aux nombreux résultats qui situent I'optimum de fixation de I'azote au stade
floraison début formation des gousses chez les Iégumineuses (Wery, 1987 ; Salon et al.,
2001). La baisse qui se produit ensuite est interprétée comme une conséquence de la
compétition exercée par les gousses au cours de leur remplissage. Elle est accentuée par
la diminution rapide de l'activité des nodosités les plus agées et la sénescence des
feuilles dont les composés sont dégradés et remobilisés vers les graines (Frossard et
Friaud, 1989 ; Serraj et al., 2001).
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Figure n° 9 : Evolution de '’ARA en fonction de la température

La structure du nodule change, se durcifie quand les températures sont basses (7°C),
I’'activité du bactéroide est moindre, elle s’accroit a 11°C mais la fixation d’azote ne
devient efficiente qu'a 19°C chez le tréfle (Robin et al., 1987).

Les faibles températures affectent beaucoup moins la fixation biologique de l'azote
que les fortes températures (Boote et al., 2002). En effet, ces derniéres inhibent 'ARA en
causant la sénescence précoce des nodules (Bordeleau et prévost, 1994 ; Ounane et al.,
2002). D’aprés Roughley (1970), Zaharan (1999), elles perturbent le développement et le
fonctionnement des nodosités. Chez la féve, la nodulation est fortement inhibée a 42°C et
45°C pendant une durée de 12h et 9h respectivement et les nodules formés a 35°C sont
petits avec une faible activité de la nitrogénase (Zhang, 1999).

L’application d’'un choc thermique de 40°C pendant 8h chez Phaseolus vulgaris se
traduit par une diminution de 70% de I'ARA ; qui reprend son niveau initial aprés une
semaine (Mariangela et Avilio, 1993 ; Hungria et al., 1993).
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La reprise de I’ARA pourrait étre liée a la production de nouveaux nodules qui est un
processus long et colteux en énergie (Georgieva et Lichtenthaler, 1999) et le taux
d’activité réductrice de l'acétyléne par plant, dépend principalement de la masse et du
nombre de nodules (Kuzma et Layzell, 1994).

Chez la feve, la nodulation est sévérement réduite a 30°C pendant 3 jours (Bryans et
al., 1996). A fortes températures, la nitrogénase est rapidement dénaturée et les
nodosités sont anormalement pigmentées (Arayangkoon et al., 1990).

Outre la limitation de la photosynthése qui pourrait entrainer une diminution partielle
de l'activité de la nitrogénase, I'accroissement de la production d’hydrogéne est considéré
comme un inhibiteur de la fixation de I'azote. Selon Harding et Sheehy (1980),
Arayangkoon et al (1990), Kato et Saiko (1991), les températures supérieures a 25°C
causent un accroissement de la production d’hydrogéne.

5-Evolution de I'activité réductrice de I'acétyléne et de
I’activité nitrate réductase:

La comparaison des deux activités ARA et ANR (figure n°10) au cours des trois stades
laisse entrevoir une interaction entre le fonctionnement de ces deux enzymes qui
participent a un équilibre de la nutrition azotée en réponse au stress thermique.

Il apparait pour les trois stades que la diminution de I'ARA est compensée par
'augmentation de I'’ANR pour les températures 2°C et 5°C avec des points d’intersection
pour les deux activitées a 10°C et 15°C. Ensuite, ces deux activités divergent pour les
températures 20°C et 25°C pour converger ensuite au dela de 30°C ou on note une faible
activité des deux enzymes
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Figure n° 10 : Evolution des deux activités ARA et ANR en fonction de la température

Les mesures d’activité nitrogénase et nitratre réductase en fonction du stade
phénologique de la plante peuvent servir a évaluer les potentialités relatives a I'utilisation
de I'azote de l'air et de I'azote du sol (Pizelle et Thiery, 1977).

A 15°C, la féve croit normalement dans une terre riche en azote, bien que la fixation
d’azote soit sensiblement affectée (Katto et Saiko, 1991).

Chez le soja, la réduction de NO,, ~ au niveau des feuilles est maximale au stade
végétatif jusqu’a la floraison, puis décroit rapidement pendant que la fixation de I'azote
s’intensifie pour atteindre un maximum durant le remplissage des gousses (Touraine et
Gojon, 1997).

L’ARA et 'ANR se succeédent dans le temps et elles sont toutes les deux nécessaires
pour obtenir un rendement maximum (Obaton, 1982 ; Jefing et al., 1992). 6-Effet de la
température sur la nodulation

On remarque d’aprés la figure n°11 que le nombre de nodules ne semble pas étre
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tres affecté par les différentes températures car la durée du stress n’est pas trés
prolongée alors que l'optimum de 'ARA se situe aux environs de 25°C. Par contre, les
faibles et les fortes températures affectent séverement cette activité. En effet, on a une
diminution de la courbe a 2°C, 5°C et 10°C suite a l'inactivation de la nitrogénase et a sa
dénaturation a 30°C et 35°C pour les trois stades phénologiques déja confirmés par
plusieurs travaux de(Chamber et Iruthayathas, 1988 ; Jefing et al., 1992 ; Huhgria et al.,
1993).

7-Evolution du nombre de nodules et de ’ARA:

La figure n°12 représente I'évolution du nombre de nodules et de la fixation symbiotique
de 'azote en fonction des températures aux trois stades phénologiques.

On remarque qu’au sein du méme stade et pour les différentes températures, le
nombre de nodules ne semble pas étre trés affecté par les différentes températures; ceci
est peut étre du a la durée du stress qui n'est pas assez prolongée pour provoquer des
modifications apparentes dans le nombre de nodules.

Selon Dommergues et Mangenot(1970), Mylona (1995), Serraj et al (2001), Il ne
s’agit pas d’'une inhibition directe de la croissance du nodule, mais probablement d’'une
inhibition du fonctionnement du complexe enzymatique (nitrogénase) impliqué dans la
fixation a différentes températures.
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Figure n°11 : Evolution du nombre de nodules en fonction des températures
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Figure n® 12 : Evolution du nombre de nodules et de '’ARA en fonction de la température

Arayangkoonet al (1990) et Dart et Mercer (2002) affirment qu’il y a une réduction
dans la teneur des nodules en léghémoglobine chez Vigna sinensis lorsque la
température dépasse 36°C ou descend au-dessous de 21°C.

Selon Lipsman et Lindstrom (1986), chez le tréfle, les plants répondent a des
températures basses en produisant peu de nodules mais de taille plus grande. Cette
augmentation du tissu nodulaire a basses températures serait une forme de
compensation contre une activité fixatrice d’azote faible par unité de tissu.

Les travaux de Kuzma et Layzell (1994), chez le soja, montrent que le poids et le
nombre de nodules augmentent a partir de 10°C et jusqu’a 30°C.

8-Effet de la température sur la teneur en proline des
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feuilles:

La figure n°13 représente la teneur en proline accumulée pendant les différents
traitements. L’analyse statistique fait ressortir des différences significatives pour les
stades végétatif et floraison et des différences non significatives pour le stade gousse.

Au stade végétatif, 'accumulation est plus importante a 2°C par rapport au témoin,
alors qu’il n'y a pas de différences importantes pour les autres traitements. Quant au
stade floraison, 'accumulation est plus forte a 5°C alors qu’elle est pratiquement similaire
aux autres températures. Au stade gousse, il n'y a pas de différences entre les
traitements pour la production de la proline.

La quantité de proline augmente d’autant plus vite que la température est faible
(Mazliak, 1981). La proline peut remplir le réle d’osmo-protecteur, comme l'ont signalé
Terbea et al (1995) dans leur étude sur des génotypes hybrides de mais ou ils ont mis en
évidence une relation directe entre le contenu en proline et la stabilité membranaire des
cellules. En effet, la proline maintient la compléte hydratation des enzymes et des
protéines membranaires par interaction avec les phospholipides pendant le froid (Herzog,
1989). Sanchez et al (2001), Belkhodja (2002), Calu (2006) affirment qu’il y a une
rigidification des phospholipides membranaires qui protégeraient les cellules de la plante
contre la rupture, la nécrose et la mort des cellules.

La quantité de proline accumulée est plus importante a 10/5°C par rapport a 20/15°C
jour et nuit pendant 4 jours chez les espéces Meédicago polymorpha, M. Trancatula, M.
rugosa et M. sutellata (Sanchez-Diaz et al., 2004).

Withers et King (1979) ont démontré que le refroidissement d’'une section de tige de
tournesol arrétait temporairement la translocation de la proline pendant 10 a 15 minutes
en augmentant ainsi
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Figure n° 13 : Effet de la température sur I'accumulation de la proline

sa teneur au niveau des feuilles. De méme, Segata(1970), a démontré que la proline
augmente au niveau des feuilles du mais a grain a 6°C et que sa translocation est
moindre a cette température. En effet, d’aprés Bohnert et al (1995), des cellules de
Medicago sativa mises en suspension a 2°C durant 48h accumulent plus de proline par
rapport a celles maintenues a 21°C. Rashmi et Agarwal (1998), ont observé aussi une
diminution de sa translocation a partir des feuilles vers le collet et les racines chez le riz
ar°C.

Une fois le stress terminé, la croissance reprend a nouveau, utilisant la proline
comme source d’azote(Kuzma et Layzell, 1994 ; Dionne et al., 2001).

9- Effet de la température sur la croissance
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bactérienne:

Evaluer la thermotolérance d’une souche bactérienne revient a suivre sa croissance par la
lecture de la densité optique (DO) en fonction du temps pour trois températures 18°C,
28°C et 37°C (figure n°® 14).

Juste aprés I'ensemencement de la bactérie dans le milieu et aprés la phase de
latence, on assiste au démarrage de la croissance proprement dite ou exponentielle qui
commence lentement puis augmente rapidement. La DO atteint un maximum de 1,59 a
28°C. Cette croissance est estimée par le calcul du temps de génération qui est de
1h.84mn; ce qui est en accord avec les données de la littérature ou le temps de
génération est inférieur a 3h chez Rhizobium leguminosarum bv viciae et les autres
espéces a croissance rapide (Vincent, 1970 ; Berraho, 1984).

Le déclin correspond a l'arrét de leur multiplication suite a la disparition de un ou de
plusieurs composés nécessaires a leur croissance et a l'accumulation de produits
inhibiteurs résultants du métabolisme microbien (Vincent, 1970 ; Maatallah et al., 2002).

A 18°C, on remarque que la courbe monte trés lentement et progressivement suite
aux faibles températures; la DO passe de 0.288 a 0.763 apres 36h. La souche se multiplie
pendant les premieres heures ensuite les divisions diminuent, la croissance reste lente et
stable en fonction du temps.

A 37°C, la phase de latence est immédiatement suivie par une phase exponentielle
rapide. La densité optique passe de 0.062 a 1.046 aprés 14h correspondant a une
croissance forte de la souche. La DO diminue et se stabilise a un certain niveau et dure
plusieurs heures. Cette stabilité pourrait étre due a la mortalité des bactéries a cette
température (Munévar, 1981).

A 18° C, on remarque que la courbe monte trés lentement et progressivement suite
aux faibles températures ; la DO passe de 0.288 a 0.763 aprés 36h. La souche se
multiplie pendant les premiéres heurs ensuite les divisions diminuent, la croissance reste
lente et stable en fonction du temps.
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Figure n° 14 : Evolution de la densité optique du milieu en fonction du temps

D’aprés Prescott et al (2003), le métabolisme d’'une bactérie devient actif a
température élevée et de ce fait elle se divise plus vite. Mais au-dela d’'un certain temps
cette température deviendra létale. Alors qu’a basse température les enzymes travaillent
lentement et la bactérie ne se divise pas rapidement.

En général, la croissance de la souche s’accompagne par une production de
polysaccharides excrétés dans le milieu extérieur. Le niveau de production de ces EPS
varie durant la croissance de la souche. En effet, il est initialement faible durant la phase
de latence et en début de phase exponentielle puis devient important en fin de la phase
exponentielle et en phase finale pour les trois températures.

On remarque aussi que la DO est plus importante a 37°C par rapport a 18°C. D’aprés
Vincent (1970), Duhoux et Nicole (2004), cette importance serait probablement due aux
températures élevées qui pourraient activer la multiplication des bactéries au départ et la
production des EPS vers la fin de la croissance qui protégeraient la souche contre les
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contraintes physiques (dessiccation, chaleur...)

La figure n° 15 montre le nombre de bactéries en fonction du temps d’incubation pour
les trois températures.

A 28°C, le nombre de bactéries augmente d’'une fagon croissante et progressive. En
effet, il atteintson maximum aprés seulement 13h de temps; pour ensuite décroitreentre
13 et 20h.

A 18°C, le nombre de cellules augmente progressivement pour atteindre son
maximum aprés 22h, suivi par une chute entre 22 et 48h. Ceci pourrait étre da
essentiellement a I'effet des basses températures sur la multiplication des bactéries.

A 37°C, le nombre de bactéries augmente entre 8 et 18h, il est cependant réduit entre
18h et 36h. Ce qui pourrait étre du a la mortalité des cellules a forte température.

Le déclin des courbes s’explique par la réduction du nombre de ces cellules et de leur
multiplication ainsi qu’a [I'épuisement ou a [laltération des caractéristiques
physico-chimiques du milieu qui ne sont pas renouvelés car I'apparition de la biomasse
s’accompagne de la disparition du substrat (Pintopatriarca et al., 2002). Les résultats
obtenus indiquent que notre souche croit difficlement a 18°C et 37°C et que sa
croissance est optimale a 28°C.
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Figure n°15 : Evolution de la DO et du nombre de bactéries en fonction du temps

La plupart des Rhizobia s’accommode a une température de croissance située entre
28 et 31°C; Il semble méme que beaucoup d’entre elles ne peuvent se développer a 37°C
(Pelmont, 1995). Toutefois, Mesorhizobium plurifaricum et Sinorhizobium arboris ont
montré que la température maximale de croissance sur milieu YEM peut aller jusqu’a
43°C avec une grande variabilité de la thermotolérance entre les espéces et les souches
étudiées (Graham, 1990)
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Conclusion:

Les différents paramétres étudiés chez la féverole Vicia faba minor sont affectés par les
contraintes thermiques. Les résultats obtenus nous permettent de tirer les conclusions
suivantes :

L’effet du stress thermique sur la nutrition azotée se manifeste par une diminution des
activités enzymatiques impliquées dans ce métabolisme. La température a un effet
remarquable sur I'assimilation de I'azote minéral, car les faibles températures conservent
la nitrate réductase durant la phase obscure et les fortes températures dénaturent

'enzyme et diminuent ainsi son activité.

L’activité réductrice d’acétyléne s’est montrée trés sensible aux contraintes
thermiques et cela suite a un faible fonctionnement de la nitrogénase aux basses
températures et a sa dénaturation aux fortes températures; cette sensibilité est importante
pour les trois stades phénologiques. Les températures moyennes de l'ordre de 25°C

favorisent cette activité et cela pour tous les stades phénologiques étudiés.

La comparaison des deux activitts ARA et ANR au cours des trois stades
phénologiques laisse entrevoir une interaction entre le fonctionnement de ces enzymes
qui participeraient a un équilibre de la nutrition azotée en réponse au stress thermique. En
effet, nos résultats montrent un phénoméne de complémentarité ou de compensation des
deux voies de la nutrition azotée en réaction aux variations de la température. Il semble
que la féverole réagisse en équilibrant le fonctionnement des deux voies métaboliques :
quand I'assimilation est fortement déprimée la fixation compense cette perte pour assurer
dans une certaine mesure la fourniture de I'azote a la plante.
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En Algérie, souvent I'assimilation ne peut pas compenser la baisse de la fixation, soit
parce que le sol est pauvre en nitrate, soit parce que la plante ne peut pas en absorber et
en réduire suffisamment. Toutefois, il serait intéressant d’améliorer le fonctionnement de
cette enzyme soit par des apports d’azote ce qui est colteux, soit par la sélection de
variétés ayant une bonne activité nitrate réductase sous contraintes thermiques.

Nos résultats montrent également que l'action de la température sur 'ANR est
corrélée négativement a la teneur en nitrates des feuilles. En effet, a basses températures
la teneur en nitrates au niveau des feuilles reste faible ceci pourrait étre expliqué soit par
un mauvais fonctionnement de la nitrate

réductase azotée et/ou a une faible accessibilité du nitrate au site de réductions de
cette enzyme. A fortes températures, 'accumulation des nitrates est attribuée selon
plusieurs auteurs a la baisse de ’ANR suite a la dénaturation de la nitrate réductase.

La souche utilisée s’est révélée relativement sensible a 18°C et 37°C ; ce qui
explique la difficulté de conférer a la féeverole une bonne fixation d’azote a faibles et aux
fortes températures et peut étre une couverture partielle de ces besoins en azote au
moment ou la fixation prend place.

L'effet du stress thermique sur I'accumulation de la proline se traduit par une
augmentation de sa concentration au niveau des feuilles a 2 et a 5°C au stade végétatif et
floraison. Cette accumulation pourrait toutefois étre suffisante/nécessaire pour jouer un
réle d’osmo-protéctant. L’évaluation de la capacité d’'une plante a accumuler de la proline
pourrait constituer une voie intéressante dans la recherche de génes de résistance au
stress thermique. Cette étude a pour conséquence de considérer 'accumulation de la
proline dans les tissus comme un signe d’adaptation et de tolérance au stress thermique
chez la féverole.

Au terme de ce travail, nous avons mis en évidence l'intérét et le réle essentiel de la
température sur la régulation de la nutrition azotée. En effet, la féverole peut assurer son
alimentation azotée par I'assimilation des nitrates du sol pendant la saison froide et par la
fixation de I'azote atmosphérique au printemps.

L’objectif étant de favoriser au mieux la fixation symbiotique de l'azote sous
contrainte thermique afin de réduire l'utilisation des engrais azotés. Cet objectif ne peut
étre atteint que par la recherche de couples variétés-souches capables de bien
fonctionner dans les milieux ou les contraintes thermiques constituent un facteur limitant
de la culture de la féverole.
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Annexes

Liste des abréviations

ARA : Activitéréductrice de I'acétyléne
ARN : Activité nitrate réductase

ATP : Adénosine triphosphate

C.V % : Coefficient de variation

Cd : Cadmium

CM : Carré moyen

CV : Coefficient de variation

DDL : Degré de liberté

DO : Densité optique

E.T : Ecart type

GOGAT : Glutamine Oxyglutarate Aminotransférase (Glutamate synthase)
GDH : Glutamine déshydrogénase
GS : Glutamine synthétase
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h : Heure

H.S : Hautement significatif
NIR : Nitrite réductase

PF : Poids frais

Plt : Plant

Prob : Probabilité

PS : Poids sec

S : Significatif

SCE : Somme carré des écares

T.H.S : Trés hautement significatif

ANNEXE A : PROTOCOLE DE DOSAGE DE LA
PROLINE:

1- Extraction:

Peser les échantillons, environ 100mg de matiére fraiche, pris a partir du tiers médian
de la feuille, les mettre dans des tubes a essais. On ajoute 2ml du méthanol a 40%, les
tubes sont ensuite mis au bain marie a 85°C Pendant 1h.

2- Préparation de la courbe étalon:
Préparation de la solution mére1:
Mettre 20mg de la proline dans une fiole jaugée a 100ml avec du méthanol a 40%.

Préparation de |a solution mére 2 :

Prélever 10ml de la solution mére1 et les mettre dans une autre fiole jaugée (100 ml)
ajuster a 100ml avec du méthanol 40%, la concentration en proline de la solution méere2
est donc de 20ug/ml.

-Prendre 10 fioles jaugées (10ml) numérotées de 1 a 10, et mettre respectivement de
1ml & 10ml de solution mere2 ml, et ajuster le reste avec du méthanol a 40%.

-Préparer 11 tubes de EO a E10, ces tubes contiendront:

Eo : 1ml de méthanol a 40%: ce tube servira pour le zéro de la lecture des DO.
E1 : 1ml prélevé de la fiole n°1, soit 2 ug de proline.

E2 : 1ml prélevé de la fiole n 2, soit 4 ug de la proline.

E3 : 1ml préléve de la fiole n 3, soit 6 ug de le proline.

E4 : 1ml prélevé de la fiole n 4, soit 8 ug de la proline.

E5 : 1ml prélevé de la fiole n 5, soit 10 ug de la proline.
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E6 : 1ml prélevé de la fiole n 6, soit 12 ug de la proline.
E7 : 1ml prélevé de la fiole n 7, soit 14 ug de la proline.
E8 : 1ml prélevé de la fiole n 8, soit 16 ug de la proline.
E9 : 1ml prélevé de la fiole n 9, soit 18 ug de la proline.
E10 :1ml prélevé de la fiole n10, soit 20 ug de la proline.

3- Préparation du réactif:
Dans une bouteille en verre opaque, préparer le mélange suivant:
SOLUTION A:

300ml d’acide acétique.
80ml d’acide ortho phosphorique D: 1,7.
120ml d’eau distillée.

soit n : le nombre de tube a doser (extraits + étalon).

SOLUTION B:

(n+4) 25 mg de ninhydrine
(n+4) ml de la solution A

(n+4) ml d’acide acétique.

4- Dosage:

Prélever 1ml de I'extrait.

Dans chaque tube (extrait +étalon) mettre 2ml de la solution B.

Mettre au bain marie pendant 30mn a 100°C.

Apparition de la couleur rose.

Laisser refroidir.

Ajouter 5ml de benzéne dans chaque tube, apparition de deux phases:

1 - une phase aqueuse inférieure.

2 - une phase organique supérieure.

Agitation.
Pipeter la phase organique supérieure que I'on met dans des tubes propres contenant

une petite spatule de NaZSo4.

Lecture de la DO a 528 nm.

5- Calculs:
Calculer I'équation de la droite de régression de la courbe étalon.

y=ax +b.
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X : quantité de proline dans le tube (ug).

y : densité optique.

Calculer y: la quantité de proline de chaque échantillon (ug).

Concentration en proline (uM/g MF) =

y.2.1000 MF.115,13

MF : masse de matiére fraiche.

Masse molaire de la proline = 115,13g.

ANALYSE DE LA VARIANCE:

Stade végétatif:

MOYENNES DES GROUPES

VARTAHCES

ECE DL L | v STGHIFICAT TOH
VAR TEME 1 54 35 7 4,91
VAR RESID| o o 16 0.37 | 25 8% THS
VAR TOT 40,26 93 1.5
ARN:

NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :

ARA:

Traitements

Groupes homogeénes

2

5

15

10

30

25

20

35

U W@ w W > >

HOMOGENES SELON

LE TEST DE
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v ANLES ECE LD L CH W STIGHIFTCAT TOH
VAR TEME 400, 27 7 BT.T7h5
VAR RESID | o, 14 0.2 15% THS
VAR TOT 474 .37 23 20 .62
ARA:
MOYENNES DES GROUPES HOMOGENES SELON LE TEST DE
NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :
La proline:
Traitements Groupes homogeénes
25 A
20 B
30 C
15 D
10 E
35 F
2 G
5 G
ARTANLES
v ANLE ECE DDL L | () SIGHIFTCAT TON
VAR TEME 0. 27 7 0.04
VAR RESID 0.2% 16 0. 02 20 .7% .
VAR ToT p
‘ 0.52 23 b0
La proline:

Le nombre de nodules:

Traitements

Groupes homogeénes

2

5

10

15

20

25

30

35

U W W W www >
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VARTANCES

SCE DoL CH o SIGHIFICATION
VAR TEMP
G0, a7 T B. &7
VAR RESID | L. &7 16 467 | 23.6% s
VAR TOT 13%.33 23 5. BH
Le nombre de nodules:
VAETANCES SCE DIvL O W STEHTIFTCAT TOH
VAR TEME | 407 a2 7 61,13
VAR RESID
s 8.33 16 0. 52 5, 0% THS
VAE TOT
436. 25 23 1897
Taux de nitrates:
MOYENNES DES GROUPES HOMOGENES SELON LE TEST DE
NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :
Traitements Groupes homogeénes
35 A
20 B
30 C
25 D
10 E
5 E
2 F
15 F
Stade floraison:
VARTANCES SCE DD L CH oV SIGHIFICATION
VAR TEMEP
F40E . O T 358.53
VAR RESID 101 .70 16 0. 0o 103 THS
VAR TOT  okpe 70| 23 109,12
ARA :

MOYENNES DES GROUPES

HOMOGENES SELON

LE TEST DE
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NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :

ARN :
Traitements Groupes homogeénes
25 A
30 B
20 C
15 D
10 E
5 F
2 G
35 H
v -ES SCE DL CH (R STEHIFTOAT TOH
VAR TEME 53 g7 7 30
VAR RESID| 4 s 16 25 | 20.7% THS
VAR TOT 27.13 23 1.18
ARN :
MOYENNES DES GROUPES HOMOGENES SELON LE TEST DE
NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :
La proline :
Traitements Groupes homogeénes
10 A
2 A
5 A
15 AB
25 BC
30 C
35 C
20 C
VARTAHCESR
ZCE DL 1 W STIGHIFTCAT TON
VAR TEME | g 3 7 09
VAR BESIDN 4 14 16 03 | 14.9% HS
VAR TOL 1y 23 05
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MOYENNES DES GROUPES

NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :

Le nombre de nodules :

La proline :
HOMOGENES SELON

MOYENNES DES GROUPES

LE TEST DE

Traitements Groupes homogeénes
5 A
15 BC
25 BC
2 BC
30 BC
10 BC
35 BC
20 B
VABIANCES | oo DOL (M ov | sTenIFICATTION
VAR TEMF ?2HTEL .63 T 513 A8
VAR BESID | 3406 . 00 16 105, 38 | 14% H.s
VAR TOT 29861 .63 3 12493 43
Le nombre de nodules :
VARTAHCES
SCE DD L CH () SIGHIFICATION
VAR TEME | o94 95 7 06,47
VAR RESIDH o g 16 0. 96 10% THS
VAR TOT | cu0.36 23 30.02

Taux de nitrates:

NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :

Stade gousse :

HOMOGENES SELON

LE TEST DE
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VARIANCES | o0p DDL oM v | STENTFICAT TON
VAR TEMF 60 %1 T L1 %0
VAR RESID | . 4y 16 0. 00 24 THS
VAR TOT | 360,52 23 15. 67
ARA:
MOYENNES DES GROUPES HOMOGENES SELON LE TEST DE
NEWMAN-KEULS SEUIL 5% -
U L SCE DDL C [T SIGHIFTICAT IOH
VAR TEME | 4, 34 7 1.48
VAR RESID |, g9 16 0. 19 393 THS
VAR TOT 13 . 31 3 .58
ARN :
MOYENNES DES GROUPES HOMOGENES SELON LE TEST DE
NEWMAN-KEULS SEUIL 5% -
La Proline :
Traitements Groupes homogeénes
5 A
2 A
15 B
25 B
10 B
35 B
20 B
30 B
U S SLE LD M o STGEHMIFTIOAT TOH
VAR TEMF .24 T [T ES
VAR RESIDN 49 16 0. 01 195 5
VAR TOT 0. 40 23 0.02
La Proline :
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MOYENNES DES GROUPES

NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :

Le nombre de nodule :

HOMOGENES SELON

LE TEST DE

Traitements Groupes homogeénes
2 A
15 A
20 A
35 A
5 AB
10 AB
30 AB
25 B
ART ER
v ANLE ECE DD L L | () STIGHIFICATION
VAR TEME | 5376 00 7 339. 43
VAR RESID 1372, 0 1 R 11./% H&
Ll GH2 I AT4H . 00 *3 162 496G
Le nombre de nodule :
v 1CES SCE DL O ) STEHIFTOAT ToH
Ll dblte ) 424 31 T .62
VAR RESID | 5, 47 16 0.8 B 0 THS
VAR TOT | 436,78 23 18,99
Taux de nitrates:
MOYENNES DES GROUPES HOMOGENES SELON LE TEST DE

NEWMAN-KEULS SEUIL 5% :
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Traitements

Groupes homogeénes

25
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