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Résumeé

Le but de ce travail est de mettre en évidence, les réponses adaptatives a la déficience en phosphore
de cinq lignées de haricot et une variété locale El Djadida, inoculées par deux isolats rhizobiens,
en vue d’identifier les interactions symbiotiques les plus efficientes vis-a-vis de 1’utilisation du
phosphore.

Les résultats obtenus montrent que les effets de la déficience en phosphore se manifestent
par une diminution de la biomasse séche de la partie aérienne, de la hauteur de la tige, de la
surface foliaire, de la concentration en phosphore dans la partie aérienne, du phosphore total
prélevé par la plante et de 1’efficacité de prélévement du phosphore par les racines. En revanche
I’efficacité d’utilisation du phosphore a connu une augmentation sous la déficience en phosphore.
Les différentes lignées inoculées par la souche rhizobienne KA, présentent une meilleure biomasse
nodulaire qui favorise une forte fixation symbiotique d’azote, et qui s’accompagne aussi par
une amélioration de la biodisponibilité de phosphore par acidification de la rhizosphére. Les
interactions symbiotiques se comportent différemment sous déficience en phosphore. Cependant,
les couples symbiotiques K-115, K-75 et le K-83 se sont avérés les plus efficients a la déficience
en phosphore comparés aux couples symbiotiques C-Dj, K-Dj, C-7, K-7 et le K-104.

Dans cette étude, la variabilité génétique du matériel végétal et de I’inoculation, plus
particuliérement par la souche de rhizobium KA, ont permis d’améliorer la tolérance du haricot a
la déficience en phosphore du sol.

Mots clés :

Déficience, phosphore, haricot, rhizobium, inoculation, interaction symbiotique, efficient,
fixation symbiotique
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Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

Abstract

The purposeof this work isto highlightthe responsestophosphorus deficiencyof fivelinesand a
varietyof beansgrown locallynamedEl Djadidainoculated withtwo strains of rhizobia, to identifythe
most P-efficientsymbioticinteractions.

The results obtained showthat the effects ofphosphorus deficiencyare manifested bya decrease
in Shoot dry weight, the lengthof the stem,the surface area, the concentration of phosphorus in
shoot, the totalphosphorusuptake and P absorption efficiency by root.Howeverthephosphorususe
efficiencyhas increasedunderphosphorus deficiency. The variouslinesinoculated withthe
strain ofrhizobiaKAhas betternodularbiomasswhich will contributeto a strongsymbiotic
fixation, the latter is accompanied byan improvement in thebioavailabilityof phosphorusin
the rhizosphere by acidifying it moreover. Thesymbioticinteractionsbehave differentlyin
soilsdeficient inphosphorus.However, thesymbioticcouplesK-115, K-75 and K-83 provedthe
most efficientinphosphorus  deficiency. Thesymbioticinteractionsagainst C-Dj, K-Dj-,
C-7,K-7andK-104 arethe least efficientto the limitationof phosphorusin the soil.

In this study,the genetic variability ofplant materialand inoculationparticularby strainof
rhizobia KA has improved tolerance of bean to phosphorus deficiency in the soil.

Key Words

10



INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Les légumineuses a graine occupent une place privilégiée dans I'alimentation de part leur
richesse en protéines et leur valeur nutritive. Elles jouent également un réle essentiel dans
la rotation des cultures grace a leur capacité a fixer 'azote atmosphérique (Mylona et al.,
1995).

Le systéme de production le plus fréquent en Algérie reste sans conteste le systeme
Jacheére-blé. La résorption de la jachére (40% de la surface agricole utile) est devenue
une nécessité stratégique afin de garantir la sécurité alimentaire en réponse a l'instabilité
de l'offre et la persistance de la hausse des prix des produits alimentaires, sur le
marché mondial. Dans ce cas, les légumineuses peuvent jouer un réle important bien que
marginalisées en raison de la faiblesse et de la grande instabilité de leur rendement. Ce
manque d’intérét s’explique par deux facteurs limitants, le déficit hydrique et la déficience
en phosphore, qui caractérisent la plupart des zones méditerranéennes. Par ailleurs il
est reconue que les légumineuses sont éxigentes en phosphore inorganique a cause du
colt énergétique élevé de la fixation symbiotique de I'azote (FSN) qui est particulierement
important chez le haricot (Drevon et Ounane, 2009).

Parmi les Iégumineuses a graines, le haricot (Phaseolus vulgaris L.) est le plus répandu
et apprécié ; il est produit sur plus de 18 millions d’hectares localisés principalement en
Amérique latine. Entre 1961 et 2006, la production totale de haricots a doublé passant de
14.4 a 28.6 millions de tonnes, progressant assez réguliérement au taux de 1,5 % par an
(FAO.STAT, 2009). Cependant, on retrouve cette culture dans des zones marginales, ou
plus de 50% des sols sont carencés en P. C’est le cas aussi de certaines zones céréalieres
d’Algérie ou le pH alcalin des sols se traduit par une faible biodisponibilité de P (Djili, 2000).

Dans le but d’améliorer I'efficacité d’utilisation du phosphore (EUP) chez le haricot,
un projet de coopération entre le CIAT (Centre International de Recherche Agronomique
Tropicale) et 'INRA (Institut National de Recherche Agronomique) de Montpellier, a permis
I'obtention des lignées recombinantes (RILs) et contrastantes pour leur FSN et leur EUP,
issues du croisement entre deux varietés, BAT 477 et DOR 364. Ces RILs sont susceptibles
de s’adapter a la déficience en phosphore dans les conditions méditerranéennes (Trabelsi,
2001).

Par ailleurs, les rhizobia qui colonisent la rhizosphére jouent un réle important dans
la croissance et le développement des plantes. Ainsi Les bactéries solubilisatrices de
phosphore (PSB) de la famille Rhizobiacées interviennent dans le cycle biogéochimique
de P en transformant le phosphore insoluble sous formes solubles par I'acidification de la
rhizosphére (Khan et al., 2010).

De plus, la fixation symbiotique de I'azote est associée a un efflux de protons (Tang et
al., 1997) car les racines des légumineuses absorbent plus de cations que d’anions, ce qui
se traduit par une acidification marquée de la rhizosphére (Mengel et Kirkby, 2001 ; Tang
et al., 1998). Cette acidification contribue a la solubilisation du phosphore dans les sols
calcaires qui caractérisent la plupart des zones céréalieres en Algérie et améliore de ce fait
la biodisponibilité de cet élément pour les plantes (Drevon et Ounane, 2009).
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Le but du présent mémoire est de rechercher les couples symbiotiques haricot-
rhizobium les plus performants, ayant la capacité de s’adapter au mieux a la déficience en
phosphore dans le sol. Pour cela, I'adaptation de la symbiose haricot (Phaseolus vulgaris)-
rhizobium sous déficience en phosphore dans la rhizosphére, est étudiée sur cing lignées
de haricot (RILs) contrastantes pour leurs FSN et EUP afin de les comparer avec une variété
locale nommeée El-Djadida. La réponse de ces lignées a I'inoculation est aussi évaluée avec
deux isolats de rhizobium : la CIAT 899 qui est une souche de référence et une souche
locale issue d’'un piégeage a partir d’'un sol prélevé a El Kala nommeée KA,



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Légumineuses : présentation générale et
importance dans les systémes de cultures

La famille des légumineuses est trés diverse avec 3 sous familles: Mimosoideae,
Caesalpinioideae, et Papilionoideae (Doyle et Luckow, 2003).

Les Iégumineuses sont cultivées principalement comme source de protéines pour la
consommation humaine (haricot, pois, féve,...) ou I'alimentation animale (luzerne,...) grace
a leur aptitude a fixer I'azote atmosphérique en symbiose avec des microorganismes du sol.
Cette spécificité leur permet de s’associer a des bactéries du sol appartenant a la famille
des Rhizobiaceae, pour former des organes symbiotiques «nodosités» ou «nodules» au
sein desquels ces bactéries convertissent 'azote atmosphérique en une forme assimilable
par la plante (Mylona et al., 1995). Certaines espéces ont la capacité de fixer jusqu’a 300

Kg N ha™! (Blondeau, 1980).

Les légumineuses occupent la deuxiéme place, aprés les céréales. En 2004, plus de
300 millions de tonnes de graines ont été produites sur une superficie de 190 millions
d’hectares, soit 13% des terres cultivées (FAO, 1996). De ce fait, Elles constituent une part
importante dans I'alimentation mondiale, particuliérement dans les pays en développement
ou elles sont la principale source de protéines pour 'lhomme. Citons le haricot (Phaseolus
vulgaris) en Amérique Latine, le Pois Chiche (Cicer arietinum), la lentille (Lens culinaris) et la
Feve (Vicia faba) dans le bassin méditerranéen, le Soja (Glycine max) en Asie sans oublier
I'Arachide (Arachis hypogea) et le Pois (Pisum sativum) dans le monde entier (Broughton
et al., 2003).

2. Le haricot

2.1. Origine, Air de répartition et classification

- Origine et aire de répartition

Le Nouveau Monde constitue l'aire d’origine et de domestication du genre Phaseolus
(Kaplan, 1981). Selon Debouck (1991), cette région se caractérise par trois centres de
diversité primaire : le centre méso-américain (du sud des Etats-Unis), le centre nord-andin
(de 'ouest du Venezuela au nord du Pérou), et le centre sud-andin (du centre du Pérou au
nord de I'’Argentine).

Les etudes morphologiques et biochimiques des phaséolines, qui constituent I'essentiel
des protéines de réserve de la graine, confirment I'existence de trois (3) pools génétiques
principaux (Vadez, 1996) (Tableau 1).
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Croupes Tppe de phaseoline Répariion des groupes dans le
confinent améniomn

Pool arndain Phaseoline de type - T Die I"Argentine jusqu'a I'éguatenr.

Pool méso-arnéricain Phaséoline de type : 5 Dm Panama jusem’an nord duo
Dlezacue.

Pool interrnédiaire Phaséolines de type: T et 5 Situé en Colombie.

Tableau 1. Répartition des groupes de haricots selon leur composition biochimique.
Source : Vadez, (1996)
- classification
Selon 'APG (2003) on attribue au haricot la classification suivante:
Classification classique Classification phylognétique
Régne : Plantae. Clade : Angiospermes.
Sous régne : Tracheobionta. Clade : Dicotylédones vraies.
Division :Magnoliophyta. Clade : Rosdées.
Classe : Magnoliopsida. Clade :Fabidées.
Sous classe : Rosidae. Ordre : Fabale.
Ordre : Fabale. Famille :Fabacae.
Famille : Fabaceae. Genre : Phaseolus.
Genre :Phaseolus. Espéce : Phaseolus vulgaris.
Espéce :Phaseolus vulgaris.

2.2. Caractéristiques agronomiques

Les fleurs de couleur blanche ou pourpre donnent des fruits en gousses longues droites ou
légérement courbées pouvant contenir plus de 12 graines de forme, de taille et de couleur
tres variées a maturité. Le poids moyen de 100 graines varie entre 12 et 100 g selon les
variétés. Les feuilles du haricot sont trifoliées et alternes sur une tige rarement ligneuse a
la base (Diouf, 1997).

Chez le haricot, la durée de stades de développement varie considérablement. Les
graines semées directement dans un sol bien drainé germent au bout de 5 a 7 jours
et les plantes fleurissent entre 24 et 42 jours aprés le semis selon les conditions de
I'environnement. La durée de floraison (5 a 30 jours) et de remplissage des graines
(23 a 50 jours) de méme que la date de maturation des graines (60 a 130 jours) varie
considérablement selon les variétés cultivées. La nodulation apparait 15 a 30 jours aprés
le semis (Adams et al., 1985).

2.3. Importance

14
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La culture du haricot présente deux intérét : (i) Les gousses sont consommeés a I'état frais;
(ii) Les graines a I'état sec, alors que les résidus de cultures (tiges, gousses) sont destinés
a l'alimentation des animaux.

Les graines du haricot constituent un complément nutritionnel aux graines de céréales.
De part leur composition, les protéines des graines du haricot sont trés proches de celles de
la viande de mouton (Quinn, 1999). En plus de leurs hautes qualités gustatives, les gousses
et les graines du haricot sont considérées comme une excellente source d’acides aminés,
de vitamines et une bonne source d’éléments minéraux (Kentour, 1999).

Mom Calovie  Hydrafes de Fau  Proféines  Mafiéres  Fibres Clucides
bodanigue freal)  carbone fig) ErRsses

Migna 342 60.3 11 54 1% 43 B0-65
unpuiculaia

(L) wrap

Fhaseolus 341 61.4 11 221 1.7 42 B0-65
vulgaris L

Tableau 2. Valeur nutritive du haricot vert et du niébé en (g/100g) de graine entiére
Source : (Stantan, 1970)

Sur le plan agronomique et en tant que légumineuse, le haricot peut s’intégrer dans
les systémes de production biologique qui utilisent la bio-fertilisation. Dans ces systémes,
le haricot, parmi d’autres légumineuses, est utilisé dans des rotations culturales ou associé
a d’autres cultures dans le but de limiter la pollution (Canado et al., 2003).

Le haricot commun présente plusieurs avantages :

Constitue un bon précédant cultural dans les systémes de cultures, grace a sa
capacité a fixer 'azote atmosphérique en symbiose avec des bactéries du sol
appelées Rhizobia (Pochon, 1981). Cette aptitude est responsable de prés de la
moitié de I'azote fixé annuellement par voie biologique (120 millions de tonnes
d’azote) (Davet, 1996). Il favorise également le développement des mycorhizes qui
améliorent la nutrition phosphatée des plantes lors d’'une carence en P, et augmente
le degré d’infection des autres plantes par ces microorganismes (Mozafar et al., 2000;
Jansa et al, 2002).

Apporte des masses importantes de résidus fermentescibles pouvant activer la vie
microbienne du sol (Abdenour, 1982).

Offre une rupture efficace dans le cycle des maladies et des ravageurs des céréales a
pailles.

2.4. Production

Le haricot est cultivé largement en Amérique Latine et Centrale. Le Mexique et le Brésil
étant les principaux producteurs ou la consommation moyenne par habitant est de 13.3 Kg/
an. En Afrique, la production est moindre, sauf en Afrique de I'est comme I'Ouganda, le
Kenya, le Rwanda, le Burundi et la Tanzanie ou la consommation moyenne par habitant est
de 30 Kg/an. En Afrique de 'ouest, c’est surtout le niébé (Vigna unguiculata walp L.) qui est
consommeé par les populations (Vadez, 1996).
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Harcots secsSnrtace cultivée Eendement Procoction

2006 (milliers dhectares) (¢'ha) (imilliers de tonnes)
Brésil 4016.8 8.6 3 436.5
Incs 86000 37 31740
Chine 12040 16.7 2006 5
Myanmar 17200 00 1 700.0
Mexique 17083 8.1 1374.5
Etags-Unug 614.7 172 10569
Eenya Q05 4 . 531.8
Cuganda 849 .0 49 4240
Canada 180 0 207 3727
Indonfae 3l32 105 274
Argentne 2351 13.7 3228
Tanzanie A800 7.0 2000
Ewanda 3504 7O 2834
Corte du Sud 3600 7.8 280.0
Eurund 240 a2 2200
Lran 111.3 194 216.1
ST OUn 2300 8.7 2000
Micaragua 2430 5.1 197.1

Tableau 3. Principaux pays producteurs de haricot secs en 2006 (FAO.STAT, 2007)

2.5. Situation du haricot en Algérie
Les variétés les plus cultivées en Algérie, pour lesquelles I'autosuffisance est atteinte, bien
que le prix soit relativement élevés en particulier pour le haricot a écosser sont:
Haricot nain mange tout: Contender, El Djadida, Moliére.
Haricot nain a écosser: Coco de Prague, Pactole.
Haricot a rame mange tout: Sidi Feredj, Blanc de juillet.
Haricot a rame a écosser: Coco blanc, Coco de Prague.
Bien qu’il soit apprécié, le haricot sec est pour sa part peu cultivé. L’Algérie recourt aux

importations pour couvrir la demande du marché. La production nationale du haricot est
représentée dans le tableau 4.
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Hilayas 20052006 2002005 20052005

Superf Frod Rt Superf Prod  Bdt Superf Frod Bt
(ha)  (opd (ogwha)  Chay  fopd Gopoha)  (ha) (g (gwha)

Lin 67 33200 433 Q00 27000 30,0 260 20200 2472
Trnouchent

Miostaganem 478 23200 30 150 10850 3 240 39080 48
Tipaza 052 37400 39 551 20210 53 652 312484 48
Boumerdés 20 A0400 &6 210 g3400 /9 630 42000 &7
Lloer 566 35400 a3 481 21990 A2 613 40596 66
Skikda 647 32000 49 650 26200 41 550 19710 34
Tlerncen 354 26700 &% 452 19410 39 502 15200 30
Djzjel 358 22200 &4 340 20110 59 342 12650 54
Tizi-Cheon 377 26300 70 34 22400 70 342 22819 &7
Taref 175 7500 43 106 3500 37 300 11600 39
Biskra 224 15000 56 52 g300 37 272 1520 50
Setif 256 16500 64,5 246 13000 522 248 18405 74,2
Bejaia 240 12000 50,0 233 020 30,4 243 o750 40,1

Tableau 4 : Les principales wilayas productrices de haricot en
Algérie pour la période 2003-2006 (MADR/DSASI, 2006 in Alkama, 2010).

Le tableau 5 montre que les rendements du haricot vert par hectare sont en régression
durant ces derniéres années, ils fluctuent d’'une maniére imprévisible de 36.99 gx/ha en
1999 a 60.44 gx/ha en 2004. Cependant la production reste caractérisée par 'instabilité des
niveaux de récolte. La méme observation est faite pour la production du haricot sec avec
une production annuelle variant de 4190 gx a 15810 gx.
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Harieotvert Haneot sec

Lnnée Superficte Production  Rendernent  Superficle Production  Rendernent

{ha () {qxha) (ha) (3:2) (ha)
1997 4220 236480 42,45 1400 Bl 461
1992 5440 222830 40,96 1250 10790 5,23
1999 7110 2630610 3,99 1740 0390 5,39
2000 5900 235230 42,60 1280 4190 3,27
2001 G000 205270 49,21 1120 7340 6,22
2002 A0 29700 4,45 1190 26 7.2
2003 730 ADER10 i, 44 1560 10960 7.02
2004 7534 411000 54,55 1902 15810 7,93
2005 AODR 332650 4210 0240 BN 5,52
2006 1766 335076 45,72 1406 0145 6,11

Tableau 5. La production nationale en haricot (MADR/DSASI, 2006 in Alkama, 2010).

2.6. Contraintes et limites de production

Le haricot présente un potentiel de rendement faible comparé a d’autres légumineuses
comme le soja. En effet, il est produit sous contraintes environnementales diverses: stress
biotiques et/ou abiotiques notamment le déficit hydrique, la présence de pathogénes comme
'anthracnose ou le virus de la mosaique. Le haricot est plus sensible aux conditions
extrémes du milieu que les céréales (blé, riz) (Vadez, 1996). Une étude menée par le CIAT
a montré que 60% des sols ou est cultivé le haricot sont carencés en P. L'importance de
cette culture a amené a la sélection des variétés capables de s’adapter aux sols peu fertiles
pour satisfaire la demande croissante des populations (Alkama, 2010).

3. Symbiose fixatrice d’azote

3.1. Importance de I'azote dans la nutrition des plantes et intérét de la
fixation d’azote

18

L'azote est 'un des éléments majeurs de la vie. |l représente un facteur limitant pour
la croissance des plantes ; il est le quatriéme plus important élément entrant dans la
composition des protéines, acides nucléiques et chlorophylle. Il est le constituant principal
de l'atmosphére terrestre; néanmoins les plantes n'ont pas la capacité de I'assimiler

directement. Les plantes absorbent I'azote dans le sol sous forme de nitrates (NO3 ")
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et d'ammonium (NHg +), I'importance relative de chacune de ces formes dépendant de
'espéce végétale et des conditions du milieu (Lazrek Ben-Friha, 2008).

Cependant les légumineuses peuvent acquérir 'azote grace a la symbiose fixatrice
d’azote atmosphérique. Dans ce cas, elles ne nécessitent pas I'apport d'engrais azotés, a
la différence des céréales ou des oléo-protéagineux comme le colza et le tournesol (Lazrek
Ben-Friha, 2008).

On estime que la réduction biologique de I'azote atmosphérique N2 en ammonium

fournit environ 65% de I'azote disponible dans la biosphére (Lodwig et al., 2003). La majorité
de cet azote est apporté par la symbiose Rhizobium-légumineuses (Zahran, 1999), avec un
apport annuel d’azote dans les terres estimé a 200-300 kg N ha-1 (Peoples et al., 1995).

L'azote de la fixation symbiotique a une contribution plus importante pour la croissance
des plantes par rapport aux engrais azotés appliqués dans I'agriculture. L'azote fixé de
I'atmosphére contribue pour 50 a 60 % du N des légumineuses a graines, 55 a 60 % du N
des arbres fixateurs d’azote, 70 a 80 % du N des légumineuses fourrageres. Cette réserve
d’azote, étant stockée dans les feuilles, les nodules ou bien les autres organes, reste plus
longtemps disponible dans les sols comparativement a I'azote minéral fortement lixévié par
les eaux (Danso, 1995).

Mécanismes de la fixation symbiotique de I'azote

La fixation biologique d’azote atmosphérique est un processus qui permet de produire
des substances protéiques a partir de l'azote gazeux présent dans I'atmosphére et
l'environnement. C'est le processus de réduction enzymatique de No (azote moléculaire)
en NH3 (azote ammoniacal, ou ammoniac). Cette forme d’azote combinée représente la
fin de la réaction de fixation et le début de l'incorporation, de I'azote fixé, dans le squelette
carboné. Ce processus est comparable a celui de la photosynthése qui permet de produire
des substances glucidiques a partir du gaz carbonique (CO2) de I'atmosphére (Bergersen,

1966).

Les rhizobia

3.4.

Les rhizobia sont des bactéries telluriques a Gram négatif, non sporulées, hétérotrophes,
strictement aérobies (Pelmont, 1993), appartenant a la famille des Rhizobiaceae, se
développant bien dans le sol et sont généralement présentes dans la terre cultivée (Obaton,
1983). Elles sont rencontrées dans le sol sous forme libre ou en bactéroides a l'intérieur
des nodosités (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Vincent, 1974). La morphologie de la
bactérie est trés voisine quel que soit I'espéce (Vincent, 1977), Etant mésophiles, leur
température optimale de croissance se situe entre 25 et 30°C (Elkan, 1992). La plupart
des Rhizobia préférent la neutralité (Jordan, 1984). D’autres, au contraire, tolérent des pH
acides (Vincent., 1977 ; Bergey’s et al., 1984), comme le c’est le cas de Bradyrhizobium
Japonicum qui supporte des pH de I'ordre de 3.5 a 4 (Dommergues et Mangenot, 1970), ou
alcalin jusqu’a pH 12 (Kulkarni et al., 2000).

Etablissement de la symbiose légumineuses-rhizobia
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Les bactéries de la famille des rhizobiacées peuvent infecter les racines des Iégumineuses
entrainant la formation de structures appelées nodosités ou nodules. Par ces nodules,
la plante héte offre un micro habitat exceptionnellement favorable a la bactérie tout
en lui procurant des substrats carbonés provenant de la photosynthése. Le processus
de la fixation, lui-méme, consiste en la réduction de l'azote atmosphérique N2 sous

forme ammoniacale. Cette réaction est catalysée par un complexe enzymatique appelé
Nitrogénase d’origine bactérienne (Downie, 2005). Cette association a bénéfice réciproque
entre la légumineuse et les bactéries est appelée symbiose fixatrice de [I'azote
atmosphérique.

Mitrogénase

My + 16ATP + 8+ 8H* » AMNHz+ Hy + 16 ADF + 16F1

3.4.1. Etape de nodulation

La formation d'une nodosité se déroule en une séquence d'événements dont les étapes les
plus importantes sont schématisées dans la Figure 1.

Pré-infection

Les rhizobia se multiplient dans la rhizosphére grace aux exsudats racinaires. Des
glycoprotéines de la plante, les lectines, permettent leur adhésion au poil absorbant de la
racine ; ce dernier réagit a la présence de rhizobia par une courbure qui serait provoquée
par I'acide indole acétique.

A cette étape, un dialogue moléculaire entre le rhizobia et la plante héte est instauré.
La formation des nodosités chez une espéce donnée de légumineuse n’'est possible
gu’avec certaines souches de rhizobia. L’association des deux partenaires est spécifique.
La spécificité des interactions entre la bactérie et la plante héte intervient au cours
des différentes étapes de la formation des nodosités, mais la reconnaissance spécifique
semble intervenir a un stade précoce et des signaux moléculaires sont émis par les deux
partenaires. Les premiers signaux sont des composés flavonoides exsudés par les racines
de la plante afin d'activer les génes bactériens responsables de la nodulation (Mulder et
al., 2005). Ces derniers codent pour des molécules dites facteurs "Nod" responsables de
la déformation spécifique des poils racinaires et la formation des nodules (Kondorosi et al
., 1991).

Infection

Le rhizobia pénétre a l'intérieur du poil absorbant. Il induit le développement d’un
cordon d’infection, qui est constitué d’'une membrane cytoplasmique contenant une gelée
mucilagineuse dans laquelle les rhizobia se multiplient activement. Le cordon traverse la
paroi pecto-cellulosique des cellules végétales ; il croit et se ramifie a I'intérieur du cortex
racinaire (Bergersen, 1974).

Genése du nodule

Les cellules corticales se différencient en méristéme. Le transfert d’ADN plasmidique
de la bactérie a la cellule héte interviendrait dans ce processus. La nodosité nait et croft
par l'activité de ce méristeme. Le cordon d’infection se ramifie tandis que les rhizobia se
multiplient. (Khan, 2010)

Maturation
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Immédiatement aprés la libération des bactéries, hors du cordon infectieux, elles se
divisent activement dans le cytoplasme de I'hbte. Les bactéries subissent ensuite des
changements morphologiques avec une augmentation de la taille: ce sont les bactéroide
toujours entourés d'une membrane de séquestration. Chaque bactéroide est maintenue
séparément dans le cytoplasme des cellules de I'hote (Bergersen, 1966). Parallélement a
cette différenciation, les cellules racinaires de I'hnéte augmentent considérablement de taille
formant ainsi le tissu central du nodule qui est bien alimenté en séve et contiennent dans
leur cytoplasme de la leghémoglobine (dérivant de légumineuse et hémoglobine) qui donne
a la région centrale de la nodosité une coloration brunatre (O'Brain, 1989).

3.4.2. Sénescence des nodosités

La sénescence des nodosités peut étre rapidement induite par de nombreux stress et aussi
une réponse a des signaux systématiques des feuilles ou a une régulation hormonale,
résultant en une activité protéolytique accrue (Puppo et al., 1991).
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Fig 1. Dialogue moléculaire entre la plante et la bactérie lors
de la mise en place d'une association symbiotique fixatrice d'azote.

Source: http://www.crdp-toulouse.fr/

3.5. La symbiose Phaseolus-Rhizobia

3.5.1. Propriétés symbiotiques du haricot

Le haricot est souvent considéré comme un fixateur d’azote médiocre, notamment par
rapport au Soja (Isoi et Yoshida, 1991 ;Hardarson et al.,1993). Mais en revanche, en
conditions contrblées en serre, le haricot fixe I'azote aussi bien que les autres espéces de
Iégumineuses cultivées (Eaglesham, 1989).
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La mauvaise qualité de fixation de l'azote pourrait s’expliquer par: (i) la sensibilité
particuliere de la nodulation aux reliquats azotés. Le haricot produit en systéme intensif
est fertilisé en azote ce qui 'empéche d’exprimer au mieux son potentiel de fixation
symbiotique. Cette inhibition est d’avantage marquée chez le haricot que chez d’autres
légumineuses cultivées comme le soja. (ii) D’autre part, la pauvreté de certains sols couplée
a la minéralisation rapide de la matiére organique pousse le haricot a utiliser 'azote minéral
plutét que sa propre capacité symbiotique (George et al.,1987 ; Abaidoo et al., 1989).

Cependant, la fixation symbiotique de I'azote nécessite plus de phosphore inorganique
que la nutrition azotée minérale (Darrah, 1993). Cette exigence est attribuée au codt
énergétique élevé de la FSN. Elle apparait particuliérement forte chez le haricot, qui est
en effet plus affecté par la déficience en phosphore que d'autres Iégumineuses (Vadez et
al., 1996).

Le classement des variétés en fonction du pouvoir fixateur d'azote est remarquablement
constant. Toutefois, les quantités d'azote fixé sont trés différentes selon les expériences.
Au Brésil, Ruschel et al. (1982) et Duque et al. (1985) ont rapporté que le haricot fixe
respectivement entre 25 - 65 kg N/ha et 3 - 32 kg N/ha. Cette quantité varie entre 74 - 91 kg
N/ha au Kenya (Ssali et Keya, 1986), 40 - 121 kg N/ha au Canada (Rennie et Kemp, 1983)
et 125 kg N/ha en Australie (Hardarson et al., 1993).

3.5.2. Réponse du haricot a I'inoculation avec des souches de Rhizobium

La faible nodulation au champ souvent observée chez le haricot vert n'est pas due a une
incapacité intrinséque de la plante a former des nodules car elle peut étre améliorée en
conditions contrélées (Graham, 1981). Plusieurs auteurs ont rapporté la réponse positive
du haricot a l'inoculation avec des souches de rhizohiumefficaces et compétitives (Rennie
et Kemp, 1983). Au Cameroun, Salez et Saint Macary (1987) ont observé une amélioration
de la nodulation du haricot aprés inoculation avec des souches appropriées. Cependant il
y a eu augmentation du rendement qu'une année sur trois. La quantité et le pourcentage
d'azote fixé par la plante varient largement au sein d'une espéce selon le génotype de la
plante et les conditions de I'environnement (Graham et Temple, 1984 ; Abaidoo et al., 1989).

La réponse a linoculation dépend surtout du nombre, de linfectivité et de la
compétitivité des populations de rhizobiumnatifs des sols inoculés (Thies et al., 1991). Dans
les zones ou l'inoculation a été effectuée avec succes, il est souvent noté I'absence ou la
faible présence dans ces sols de rhizobiums infectifs. Dans un sol contenant de nombreuses
populations indigénes de rhizohiuminfectifs sur le haricot, une sélection judicieuse de
souches de rhizohiumeffectives du haricot peut augmenter le rendement au champ (Diouf,
1997).

Les rhizobiaindigénes d'un sol donné présentant une grande compétitivité inhibent
l'installation de la symbiose avec des souches introduites (Thies et al., 1991). L'inoculation
avec des souches de Rhizobium non compétitives par rapport aux souches natives n'a pu
produire d'effet positif sur la nodulation ; une souche de rhizobium adaptée a des conditions
de champ déterminées peut devenir compétitive (Lucrecia et al., 1987).

4. Le phosphore
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Le phosphore est I'un des facteurs limitant de la croissance des végétaux ; sa disponibilité
dépend des caractéristiques du sol et de sa fraction labile contenue dans le sol.

L'application de phosphore est essentielle pour réduire au minimum la perte de
rendement. L'utilisation mondiale des engrais phosphatés a augmenté de 900 millions de
tonnes en 1913 jusqu’a 17000 millions de tonnes dans les années 1980 (Hart et al., 2004).
Ainsi, certains experts pensent que les ressources risquent de s’épuiser d’ici 60 a 80 années
(Liu et al., 2004). Cette derniére augmentation est due, d’une part, a 'augmentation de la
population mondiale qui devrait atteindre 6 milliards d’habitants d’ici 2020 (Zapat et Roy,
2004). D’autre part, la majeure partie du P appliqué au sol peut étre convertie sous formes
indisponibles qui ne peuvent pas étre facilement utilisées par la plante (Rengel 1999; Hash
et al. 2002).

A cet effet, la sélection de génotypes ayant un potentiel de rendement élevé, efficaces
dans l'utilisation des éléments nutritifs et tolérants aux stress abiotiques (sécheresse,
acidité, salinité, gel, etc.) sera d’'une importance stratégique. En effet, leur emploi permettrait
de résoudre le probléme lié aux réserves de phosphore dans le monde. lls occupent a
I'heure actuelle, une place importante dans beaucoup de programmes internationaux de
sélection (Alkama, 2010).

Le phosphore dans la plante : forme et fonction

La matiére séche de la plante renferme environ |% de phosphore. Au niveau de la plante,
le P se répartit entre un pool métabolique, situé dans le cytoplasme et les chloroplastes
et un pool non métabolique dit de réserve, sous forme inorganique au sein des vacuoles
(Etchebest, 2000 ; Assuero et al., 2004).

Ses rbles métaboliques sont :

Structural, entrant dans la constitution de phospholipides et acides nucléiques (pont
stable entre deux chaines carbonées, estérifié sur un groupe hydroxyle d’une chaine
carbonée) ;

Energétique par le haut potentiel que le phosphoryle confére a certaines molécules
(ATP) ;

Régulateur des voies métaboliques par sa répartition entre chloroplaste et
cytoplasme.
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Fig2: Synthése bibliographique sur les effets d’un sevrage en
P sur la physiologie d’un peuplement de mais durant 16 jours.

( Source : Maire, 2005).

Ainsi, le phosphore permet la formation correcte des graines (des quantités importantes
de phosphore sont stockées dans les semences sous forme de phytine) et accélére leur
maturation. En effet, le niveau de I'approvisionnement en phosphore pendant les étapes
reproductrices régle la partition des photosynthétats (produits de la photosynthése) entre
feuilles-sources et les organes reproducteurs (Zapata et al., 2004). De méme il stimule la
croissance des racines et améliore la fixation N2 des légumineuses.

Des plantes déficientes en phosphore montrent un retard de croissance. Cela se
manifeste souvent par une couleur vert foncé (concentration plus élevée en chlorophylle)
et une coloration rougeatre (augmentation de la production d’anthocyanes) (Zapata et Roy,
2004).

L’état du phosphore du sol
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Le P dans le sol existe sous deux formes principales (minérale et organique) qui se
répartissent selon deux phases : phase liquide (le P en solution) ; phase particulaire (le P
lié a la phase solide) (Mengel et Kirkby, 2001).

La phase liquide, ou les ions sont dissous, correspond a une absence de liaison avec
les constituants du sol (Jaillard et al., 1993). Sous la dénomination d’ions phosphates, on
désigne deux formes d’ions :H2PO('4) et HPOy (2-) qui sont en équilibre ; ce dernier est

fonction du pH. La concentration du P minéral dissous dans la solution est comprise entre
0.08 et 2.31 mgP/l, soit quelques dizaines a quelques centaines de grammes de phosphore
par hectare (Morel et al., 2000).

Le phosphore inorganique est trés peu soluble dans le sol du fait de I'existence de
liaisons de forte énergie (Jaillard et al., 1993). Sa concentration dans la solution du sol est

souvent inférieure a 2-10 pmoI.L'1 (Hammaondet al., 2004). En conséquence, le phosphore
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est 'un des 6 macronutriments (N, P, K, Ca, Mg et S) les plus inaccessibles du sol. Plus de
90% du phosphore total est sous forme insoluble (Mengel et Kirkby, 2001).

Dans les sols calcaires le phosphore est complexé par le carbonate de calcium et
de magnésium Mg-P (Strom et al., 2005). Dans les sols acides ou le phosphore est alors
complexé par les hydroxydes de fer et d’aluminium (Hinsinger, 1998; Ligaba et al., 2004).

La minéralisation et 'immobilisation des composés organiques phosphatés sont des
processus qui font partie du cycle du phosphore dans les sols qui contiennent des quantités
significatives de matiére organique (Morel et al., 2006).

La prépondérance de la minéralisation de P par rapport a sa mobilisation dépend de la
proportion C/P du sol (ou plutot du ratio C/N/P) selon les rapports suivants:
Rapport C/P<200 : minéralisation nette, d’ou libération de phosphore organique,

Rapport C/P=200 a 300 : absence de gain et perte de phosphore inorganique
disponible pour la plante,

Rapport C/P>300 : immobilisation nette
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Fig 3. Schéma du cycle simplifié de phosphore dans un écosystéme cultivé présentant
les flux possibles entre les différents réservoirs de phosphore (Morel et al., 2006).

4.3. La biodisponibilité de phosphore et son préléevement par la plante

Le phosphore est prélevé sur toute la surface des racines sous forme d’ions phosphates

dissous dans la solution du sol, H2PO(4') ou HPOy4 (2'). La concentration en POg4 a

l'intérieur des racines étant supérieure a celle de la solution du sol, I'absorption se réalise
contre le gradient électrochimique nécessitant un transport actif (Morel, 2002).

On entend par biodisponibilité du P, la fraction du P susceptible d’étre prélevé par la
plante. L'évaluation quantitative et mécaniste de cette fraction devient délicate lorsqu’on
s’intéresse a la diversité des formes de P ajoutée a la multiplicité, la diversité et I'interactivité
des mécanismes impliqués dans la régulation du transfert des ions P dans le systéme sol-
solution- racine (Mollier et Pellerin, 1999). Parmi ces mécanismes, on peut distinguer par
ordre d'importance:

25



Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

L'abaissement de la concentration des ions P a la surface de la racine suite a son
absorption conduisant a la création d’'un gradient entre cette surface, la solution du
sol et sa phase solide,

Le déplacement des ions P par diffusion dans la solution du sol suite a I'existence de
ce gradient de concentration (Jungk et al., 1993),

Le flux de convection de I'eau du sol (mass flow) associé a la transpiration

des cultures. Ce transport est considéré négligeable compte tenu de la faible
concentration du P dans la solution (Jungk et Claasen, 1997),

Les dissolutions de P précipité par modification du pH et/ou des propriétés rédox et
autres réactions de complexation par exsudation de composés organiques,

La production d’enzymes (phosphatases et phytase) par les racines et les micro-
organismes capables de dégrader des composés organiques et libérer ainsi des ions
P dans la solution (Mollier et Pellerin, 1999).

De par I'ensemble de ces phénoménes, il est illusoire de pouvoir séparer un pool de P
biodisponible d’'un pool non disponible par de simples extractions chimiques. Néanmoins
la quantité de P biodisponible est caractérisée, a la fois, par la concentration induite en
solution et le sens et I'intensité de la variation de cette concentration en fonction des facteurs
pédoclimatiques et des variations de ces facteurs imposées par les organismes vivant et
notamment la plante. (Schneider et al., 2000)

4.4. Acidification de la rhizosphére sous déficience en P

Le phénomeéne d’acidification a été identifié dans le cas du mais du lupin blanc (Hinsinger
et al., 2003). Il est particulierement important chez les Iégumineuses (Alkama et al., 2009;
Kouas et al., 2009 et Alkama, 2010). Ainsi, le pH dans la rhizosphére peut s’avérer étre
différent du sol non rhizosphérique, pouvant atteindre une différence de une ou deux unités
de pH (Jaillard et al., 2003). Cette stratégie s’avére trés intéressante dans les sols calcaires.
Dans le cas des sols acides, elle peut étre nuisible dans la mesure ou une acidification trop
importante conduit a intensifier la solubilité des ions phyto-toxiques tels que I'aluminium
(Hinsinger, 1998). Dans ce cas, le phosphore est rendu biodisponible par échange d’ions

OH™ et de HCO™ 3 sur les oxy-hydroxydes de fer et d’alumine (Marschner, 1995; Hinsinger,

1998). D’autre part, le phénoméne d’acidification peut étre également di a la libération des
acides organiques dans le sol.

4.4.1. Les flux de protons

L'acidification ou I'alcalinisation du sol par les plantes est directement liée aux taux de
prélevement de cations-anions. Le principe est simple : quand d’avantage de cations sont

prélevés, des H' sont exsudés par les racines afin de compenser I'excés de charges
positives prélevées. Il y'a donc alcalinisation de la cellule. Ce processus entraine par voie
de conséquence une acidification de la rhizosphére. A l'inverse, quand ce sont les anions
qui sont majoritairement prélevés, on observe une alcalinisation de la rhizosphére via la

libération de OH™ ou de HCO™ 3 (Hinsinger, 2001; Hinsinger et al., 2003).

La fixation symbiotique de I'azote est associée a un efflux de protons (Tang et al.,
1998) car les racines des Iégumineuses absorbent plus de cations que d’anions et ont
donc un effet acidifiant marqué sur les sols (Tang et al., 1998). Tang et al. (2001) et
Alkama (2010) ont étudié en détail cette acidification dans la rhizosphére des [égumineuses,
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Medicago truncatula et Phaseolus vulgaris respectivement, avec la fixation symbiotique
d’azote comme seule source d’azote. lls ont observé que le flux de protons varie largement
selon I'espéce végeétale considérée, son stade physiologique et son statut symbiotique.

L'azote joue un réle clef dans cet équilibre puisqu’il s’agit du nutriment le plus prélevé
(prés de 70% sur la totalité des cations-anions prélevés) par la plupart des espéces

végétales (Marschner, 1995). Ainsi, un apport d’azote sous forme de nitrate (NO3 )
entrainera une alcalinisation de la rhizosphére. A l'inverse, un apport sous la forme

d’ammonium (NHg4 +), entraine une acidification. Cette acidification sera d’autant plus forte
que les principaux éléments minéraux absorbés par la plante autre que I'azote se trouvent

2%\ (Jaillard et al., 1993).
Plusieurs expériences tendent a confirmer ces phénoménes. Ainsi, Tang et al. (2004)

sous forme cationique (K+, Ca

rapportent que chez le haricot, on observe sous nutrition azotée NO™ 3 et sous déficience en

phosphore, une alcalinisation moindre que celle observée sur les témoins avec phosphore
suffisant.

4.4.2. Flux des anions organique

Les acides organiques agissent dans le sol en tant que ligands qui entrent en compétition
avec I'anion phosphate. lls provoquent ainsi la libération du phosphore par désorption du
phosphore des minéraux (Khiari et Parent, 2003). Ainsi, certains acides organiques sont
tout aussi aptes a libérer le phosphore des oxydes d’alumine ou de fer que des complexes
calciques (Kania et al., 2002). Le malate et le citrate sont principalement exsudés en cas
de déficience en phosphore. Il est d'ailleurs intéressant de noter que ces deux acides

organiques ne précipitent pas l'ion Ca2+ (Jones, 1998).

4.5. Conséquence de la déficience en phosphore sur la plante

La déficience en P dans le sol est provoquée par deux causes majeurs : le sol est pauvre
avec une faible teneur de P totale, ou le sol est déficient en P car ce dernier se trouve en
complexe avec autres cations Ca, Al ou Fe, sous forme d'oxydes ou hydroxydes insolubles
indisponibles pour les plantes, comme dans des sols acides riches en Al et en Fe libres
(Amijee et al., 1991).

En réponse aux niveaux constamment bas de P disponible dans la rhizosphére,
la plante développe des mécanismes morphologiques, physiologiques, biochimiques et
moléculaires fortement spécialisés. Pour acquérir et utiliser le P de I'environnement. Les
conséquences finales de ces modifications augmentent la disponibilité de P dans la
rhizosphére, ainsi que son prélévement par la plante (Raghothama, 1999).

4.5.1. Modification morphologique

En général et en conditions de carence en phosphate, plusieurs modifications
morphologiques vont permettre a la plante se s’adapter a ces conditions (Raghothama,
1999), parmi ces derniéres :

Augmentation du rapport Partie souterraine-Partie aérienne,

Changements de la morphologie et de I'architecture de racine ; augmentation de
nombre des poils racinaires,
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Prolifération ; élongation de poils de racine,
Accumulation des colorants d'anthocyanine,
Formation des protéides racinaires.

4.5.2. Modification physiologique

1. Influence sur la croissance du systéme racinaire et aérien

Des travaux montrent que la déficience en P affecte les parameétres de croissance chez
le haricot. Bien que, la croissance racinaire est beaucoup moins affectée entrainant, en
terme de matiére séche, une diminution du rapport parties aérienne /racinaire (Bernal et al.,
2005 ; Alkama, 2010). Ainsi, chez le haricot, ce rapport s’abaisse de 5 pour des plantes
suffisantes en P a 1,9 en cas de déficience. De méme la carence prolongée en P des racines
induit la formation de radicaux libres et la modification de la composition de la membrane
cytoplasmique en phospholipides (Tang et al., 2001).

2. Influence sur les nodosités

Les nodosités constituent des puits importants pour le P en lien avec le colt énergétique
élevé de la fixation symbiotique de I'azote. En effet, il est bien établi que la biomasse
nodulaire est fortement corrélée a la disponibilité en P de la plante (Alkama, 2010). La
carence en P diminue le nombre de nodosités par plante (Mullen et al., 1988) et/ou la masse
individuelle des nodosités (Israél, 1987; Gunawardena et al., 1992), ainsi que la masse des
bactéroides chez le soja (Sa et Israél, 1991).

Dans le cas des légumineuses, les plantes symbiotiques exigent plus de P que les
non symbiotiques, car environ 20% du P total de la plante est assigné aux nodules
(Gunawardena et al., 1992). Par rapport aux autres organes végétaux, la concentration
en P dans les nodules reste supérieure et moins affectée par la déficience en P (Graham
etVance, 2003).

Cependant, la biomasse nodulaire est fortement corrélée a la disponibilité en P pour
les plantes (Hellsten et Huss-Danell, 2001) ; elle est fortement réduite sous sa déficience
(Gunawardena et al., 1992), notamment au niveau de la taille des nodules (Ribet et Drevon,
1995 ; Tang et al., 2001). Schulze et Drevon (2005) ont rapporté que I'adaptation des plantes
de luzerne vis-a-vis d’'une carence en P se traduit par des nodules de volume réduit alors
que leur nombre reste constant.

4.5.3. Modification biochimique

Les changements dans les processus biochimiques qui se produisant dans les cellules
végeétales dans les périodes de déficience en phosphore ont été étudié (Plaxton, 1996).

Il a été constaté que des changements des processus biochimiques se produisent
au niveau cellulaire a cause de la déficience en phosphore. (Plaxton et Carswell, 1999).
L'induction des phosphatases acides sous la déficience en phosphore est une réponse
universelle pour les plantes supérieures (Duff et al., 1994) ; d’ailleurs, la production des
phosphatases extracellulaires et intracellulaires est considérée comme une partie intégrale
de la réponse de la plante a l'insuffisance de P (Goldstein, 1992).

Haut du formulaireLes phosphatases sont présumés pour libérer le phosphore a partir
de matériaux organiques (Ueki, 1978 ; Lefebvre et al., 1990 ; Goldstein, 1992 ; Duff et al.,
1994). Les niveaux d'ATP et de I'ensemble des nucléotides sont considérablement réduits
au cours de stress phosphaté.
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Cependant, la limitation de P a également comme conséquence l'activation d'une voie
respiratoire alternative (Rychter et al., 1990) provoquant ainsi une diminution du taux de la
photosynthése et de la conductivité stomatique. (Biddinger et al., 1998).

4.5.4. Modification Moléculaire

L'accumulation différentielle des protéines sous la déficience en P est indicative des
changements étendus de I'expression de génes et/ou la synthése des protéines (Carswell
et al., 1997). Ainsi, la synthése de plusieurs types de protéines, y compris RNases,
phosphatases, transporteurs de Pi et PEPCase, augmente sous la déficience en P, en raison
de la synthése de novo des protéines (Hawkesford et Belcher, 1991).

L'identification des génes exprimés en réponse a l'insuffisance de Pi a augmenté
rapidement. Les végétaux et les microrganismes ont développé des mécanismes a plusieurs
facettes de réponse pour acquérir le P dans leur environnement (Raghothama et al., 1998).
Ces mécanismes de réponse sont beaucoup plus complexes chez la plante que dans le cas
des micro-organismes unicellulaires tels que les bactéries et la levure (Raghothama, 1999).

Plus de 100 génes sont impliqués dans |'adaptation des plantes a la déficience en
P. Plusieurs de ces génes peuvent avoir des rbles spécifiques en permettant aux plantes
d'acquérir et d'utiliser le P efficacement, tandis que d'autres peuvent étre impliqués en
réglant I'expression des génes induits par la déficience en P (Green, 1994 ; Bariola et al.,
1994).
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Fig 4. Chronologie hypothétique des genes impliqués
dans la carence de phosphate. (Hammond et al., 2004).

4.6. Fixation symbiotique sous déficience en phosphore

La disponibilité du P dans le sol et sa mobilisation par la plante ont un effet direct sur leur
capacité a fixer I'azote atmosphérique (Barea et al., 1983).

Pereira et Bliss (1993) suggérent qu'il est possible d’améliorer en méme temps la
fixation de No et l'efficience d'utilisation du P. En effet, plusieurs travaux indiquent que

'application de P augmente le contenu en azote dans les graines de légumineuses
(Kolawole et al.,2000), comme la luzerne et le soja (Drevon et Hartwing, 1997). Dans le
méme sens, Olivera et al. (2004) ont trouvé que 1.5 mM en P est la concentration optimale
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pour le développement et la croissance de la symbiose P. vulgaris —R. tropici. Ainsi, 'activité
spécifique nitrogénase varie selon les traitements en P, elle augmente de 10 a 20 fois dans
les nodules des plantes cultivées respectivement avec 1.5 mM et 2 mM de P en comparaison
avec celle des plantes cultivées sans P. La teneur en P des nodosités est d’ailleurs beaucoup
plus élevée que celle d’autres organes de la plante (Vadez, 1996).

La culture des légumineuses est confrontée a plusieurs contraintes notamment la faible
disponibilité du phosphore dans le sol. Ce dernier constitue un facteur limitant majeur
lorsque les légumineuses recourent a la fixation symbiotique de 'azote (Hernandez et al.,
2007).

4.7. Solubilisation du phosphore par les micro-organismes
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L'évidence de la solubilisation naturelle de phosphore par certains micro-organismes dits
solubilisateurs de P (PSM) remonte a 1903 (Khan et al., 2007).

Les communautés microbiennes colonisent le sol ou la rhizosphére jouent un réle
important dans la croissance et le développement des plantes. De ces communautés,
les bactéries solubilisatrices de phosphore (PSB) jouent un réle fondamental dans le
cycle biogéochimique de P en transformant le phosphore insoluble en formes solubles
par l'acidification, la chélation, les réactions d'échange et la formation de polymeéres de
substances (Khan et al., 2010) .

Parmi les bactéries qui solubilisent le phosphore dans le sol, les rhizobia qui sont
connues exclusivement pour leur capacité a former une symbiose avec les légumineuses,
elles peuvent également faciliter la croissance des plantes en synthétisant des régulateurs
de croissance et en solubilisant le phosphore insoluble (Zaidi et al., 2003). En outre,
I'inoculation du sol avec les bactéries de rhizobium devrait étre considérée non seulement
pour le potentiel de fixation du N2, mais aussi pour sa capacité a solubiliser le P (Zaidi et
al, 2009).

Gull et al. (2004) ont rapporté que la croissance de pois chiche, les concentrations de
P et N, le poids sec des nodules et I'activité nitrogénase ont été significativement augmenté
a cause l'inoculation par des bactéries solubilisatrices de phosphore.

L'utilisation des bactéries solubilisatrices de phosphore dans les pratiques
agronomiques aide non seulement a excentrer le colt élevé d'engrais phosphatés mais a
mobiliser également le phosphore insoluble dans les engrais et les sols (Chen et al., 2008 ;
Poonguzhali et al., 2008).



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Inactivation des espéces réactives 4

I'oayzéne pioduites par les plades

* Antioxydants
- L
Dézradation du pré de 1"etlyrls
égradation du prémrsenr étlorléne aCe
+ désarninase
Crobeanc Contrdle biologiqe 4
aéHenne ¢
Crodssane i ST
- - .
& racinaive | o 1: ih Prélévement ot M otivitd
' :l' mobibisation des antifong
Ay v — miétan bards -que
— &
R
Wi ) 4
i A Haodulation
—_— (] .‘ 4 Antihioty
" { -1 —ql_'l.E
|
Al tevabine de 14 Zécrétion des S

crolssance des tissus

morphokbgie racinaire et la

&lémerts traces
(&, Fe, Cu.. etc)

1 Tih, AB4,
P schible Coripltitines —
Aetivité de
nitrogénase ¢

Bacténes Sohbilisatrices
de phosplore (PSE)

Fig 5. Le mécanisme développé par les bactéries solubilisatrices
de phosphore pour contrbler la croissance des plantes légumineuses.

Source : Khan et al., 2010

31



Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

MATERIELS ET METHODES

1. Matériel biologique

1.1. Matériel végétal

32

Une variété locale de haricot nommée EIl Djadida, issue de la collection de graines du
centre national de contréle et de certification (CNCC), ainsi que cinq lignées recombinantes
(RILs) (115, 83, 75, 104 et 07) de haricot (Phaseolus vulgaris) ont été étudiées. Les lignées
recombinantes sont contrastantes pour la FSN (Fixation symbiotique de I'azote) et TEUP
(Efficacité d’utilisation de phosphore).

Coulur de la Noie Hoire Crérme Créme Crére Crérme
Forme de la réraforme réraforme rérafore réraforme rériforne rérafore
graine

Texture lisse lisse niTuense Lisse- lisse nyTuese
tégumentaires rguenss

Longueur de la 15 1 1,1 0,2 1 1,1
graine (cm)

Largeur de la 07 0,6 05 0,5 0,4 05
graine (cm)

Poids de 1000 324 05 206 275 256 242

| graine (g)

Tableau 6. Principales caractéristiques
morphologiques des lignées de haricot utilisées

o Erpealiala

Fig 6. Lignées contrastantes (RILs) du haricot
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1.2. Le sol

Le sol utilisé pour cette étude provient d’'une pépiniére implantée dans la région de Staoueli.
Il a été choisi pour sa déficience en phosphore.

Les analyses physico-chimiques et granulométriques ont été effectuées au
département de Phytotechnie ; elles sont résumées dans le tableau ci-dessous.

"hnalyse Eléments Rénltats Méthodes

Sahle 75,255

Granuloméines Lirmon 19,75%, Pipette de Robinson
Lrile 5%
pH ean 1.6 pH métre
pHEC] 7.2

Chimigues Calcaire totale 1,3 Calcimétre de Bernard
% Totale 1,65 Walkew Black
M. Total 12 % Eljeldhal
P assirulable 1% mg ke Joret Hebert
Conductraté 3 mnohaicrn Conductirnétre
électrigue

Tableau 7. Analyses granulométriques et chimiques du sol.

1.3. Souches bactériennes

Deux souches rhizobiennes sont choisies. Une souche de référence CIAT 899
correspondant a Rhizobium tropici, issue de la collection de INRA-Sup-Agro de Montpellier
ainsi qu'une souche locale isolée a partir d’'un piégeage sur un sol prélevé a El Kala,
dénommée KA.

Milieux de culture
Pour I'isolement et la culture des souches, le milieu Y.M.A est utilisé :
Agar (Y.M.A) (Vincent, 1970).
Mannitol : 10g Extrait de levure : 0.4g
KoHPO4: 0.5g NaCl: 0.1g
MgSOgy: 0.2g Agar agar: 159

Le milieu est ajusté a pH 6.9 puis autoclavé a 120°C pendant 20 minutes. Pour la
réalisation de nos pré-cultures, le milieu Yeast- Mannitol- Broth (Y.M.B) a été utilisé et dont
la composition est semblable au Y.M.A précédemment décrit mais sans Agar Agar.
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2. Etude microbiologique

2.1. Piégeage

2.1.1. Echantillonnage et collecte du sol

Dans le but d’avoir une collection comportant un maximum de diversité de souches nodulant
le haricot, cing échantillons de sol ont été collectés au niveau de cing wilayas de I'est
algérien. Chaque sol est caractérisé par un précédent cultural. Les différentes stations
d’échantillonnage et les précédents culturaux correspondants a chaque type de sol sont
représentés dans le tableau 8.

ElKala Sabaa | & rachide
Sabaa 2 Srachude
Skikda 5idi Ivlezghich 1 Férve
Sidi Ilezghach 2 Pois
Setif Baida Bord; Haricot
Ein COnlren Haricot
Lan Lahdjar Hareot
Dielfa Taaédrut Luzere
& ]zer Staoueh !

Tableau 8. Différentes zones d’échantillonnages des sols de piégeage

2.1.2. Evaluation du potentiel nodulant des sols

Des pots, de 25 cm de hauteur et de 15 cm de diameétre, sont remplis des sols suscités
et dans lesquels des graines de haricot (variété El Djadida) ont été semées avec trois
répétitions par sol. Les plants sont déterrés deux mois aprés le semi. Les nodules racinaires
sont récoltés, rincés abondamment a I'eau claire puis placés dans du glycérol a 20%.

Fig 7 : Vue d’ensemble de I'essai de piégeage.
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2.2. Isolement des souches de rhizobium

2.2.1. Prélevement et désinfection des nodules

Les nodosités racinaires récoltées sont immergées dans de I'’hypochlorite de sodium
pendant 10 min puis dans de I'éthanol (96°) durant 5 min suivis de dix ringages successifs
a I'eau distillée autoclavée.

i /B
Fig 8. Nodules obtenus a partir du sol d’El Kala (précédent cultural : Arachide)

2.2.2. Isolement des souches

Les nodules ainsi traités sont disséqués sur des boites de Petri contenant du Y.M.A. Une
partie de la zone centrale rouge indiquant la présence de leghémoglobine est prélevée et
déposée dans une boite de Petri contenant un milieu Y.M.A gélosé. A partir du dépét, des
stries d'épuisement sont effectuées sur le milieu gélosé. Toutes les boites sont mises en
incubation pendant 3 jours a 30°C (Vincent, 1970).

La nomenclature des isolats tient compte du site de prélevement de I'échantillon de sol,
du précédent cultural.

K: El Kala.
A : précédent cultural Arachide.

2.2.3. Vérification de la pureté des souches

2.2.3.1. Vérification de la pureté des souches par repiquage et microscopie

Des repiquages successifs sur milieu YMA-BTB ont été pratiqués. Pour cela des colonies
isolées sont ensemencées et incubées a 28°C pendant48 a 72 h ; 'opération est renouvelée
jusqu’a I'obtention de cultures pures.

2.2.3.2. Coloration de Gram

Un contrdle supplémentaire par la coloration de Gram permet de différencier sur la base de
la composition de la paroi cellulaire entre les bactéries qui sont a8 Gram négatif (comme les
rhizobia) et les autres bactéries a Gram positif.

Les étapes du protocole sont les suivantes : les cellules sont fixées a la flamme. Ensuite
le violet de Gentiane est ajouté (1-2 Mn). Les bactéries se colorent alors en violet. Le colorant
par la suite est fixé a I'aide du lugol (iodure de potassium) (2* 30 sec). La préparation est
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abondamment rincée a 'eau distillée afin d’évacuer I'exceés de colorant. La préparation est
décolorée par l'alcool absolu et rincée a nouveau abondamment a I'eau distillé. Puis, une
deuxiéme coloration avec la fuschine ou safranine est réalisée. De nouveau la préparation
est rincée a l'eau et séchée a température ambiante. L'observation microscopique au
grossissement X1000 avec huile a immersion permet de voir si les cellules sont colorées
en violet (Gram-positif) ou bien en rose (Gram négatif).

2.2.3.3 Test au KOH Lanta (Shushan et al., 1981)

Le test au KOH est une technique simple, rapide et viable pour confirmer le gram de la
souche étudiée. Il suffit de mettre en contact (sur une lame pour microscope) une colonie
isolée avec une goutte d'une solution de KOH 3 %. Quelques secondes apres, a l'aide d'une
pipette pasteur, le mélange est tiré vers le haut ; si un filament se forme entre la pipette et la
lame, alors la colonie isolée est constituée de bactéries a gram négatif, si rien n'est entrainé
par la pipette, la colonie est constituée de bactéries a gram positif.

2.2.3.4. Caractérisation moléculaire de la souches bactérienne KA

- Séquencgage de ’ADNr16S (Géne 16S rARN, 800bp)

La technique utilisée a identifier de souches isolées dont I'identification par des moyens
classiques ne satisfait pas (croissance lente, activités biochimiques faibles ou douteuses,
agglutination incertaine etc...).

Pour cela, il est intéressent de compléter les résultats obtenus par la biologie
moléculaire. Le séquencage des souches (KA) a été faite dans le laboratoire de Mme
MILLINGTON par M.KADI Farid.

Principe de la méthode utilisée:
—  Extraction de 'ADN,
—  Amplification du géne 16S rARN,
—  Séquencage d’'une partie du produit d’amplification (800bp),
—  Comparaison de la séquence identifiée a toutes les séquences

bactériennes connues, enregistrées dans la banque de données (EMBL,
GenBank),

—  Coordination de la propre séquence a un genre/une espece enregistrée.

Traitement de données

Pour I'exploitation des données de la séquence d’ADN de la souche KA, cette derniére est
tout d’abord corrigée grace certains logiciels (ClustralX et Chromas-Pro) et comparée avec
d’autres séquences stockées dans la base de données GeéneBank. Cette recherche est dite
par « BLAST ». Cependant, le résultat est donné sous forme d’une liste des séquences les
plus proches de celle que I'on a soumis (KA).

Enfin, nous avons utilisé le logiciel PAUP et MLEGA pour construire I'arbre
phylogénétique (Dendrogramme) afin d’identifier le genre et 'espéce de la souche étudiée
(KA).

2.3. Authentification des isolats
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Le test d’authentification consiste a vérifier I'aptitude des souches a noduler lorsqu’ils sont
inoculés a la plante héte (Vincent, 1970). Dans notre cas, nous avons utilisé des plantules
de haricot (Phaseolus vulgaris) variété El Djadida.

Les graines de haricot sont préalablement désinfectées dans de I'hypochlorite de
sodium a 12° pendant 30 secondes suivi d’'un ringage abondant a I'eau distillée stérile. Les
graines ainsi traitées sont mises a germer sur une eau gélosée a 8%.

Les plantules agées de 48h sont transférées aseptiquement dans des tubes Gibson
contenant du milieu Jensen incliné additionné de milieu Jensen liquide dilué au quart.
L'inoculation des plantules est réalisée avec 1ml de cultures bactériennes agées de 72 h
préalablement ensemencées dans du Y.M.B et mises a incuber a 28°C. Les tubes ainsi
préparés sont placés dans une chambre de culture a 28°C.

Un test de nodulation sur support sol est également réalisé. Les graines désinfectées
sont enrobées de tourbe préalablement inoculée avec une culture bactérienne agée de 72h
dans de I'Y.M.B ; elles sont ensuite semées dans des pots remplis de sol stérilisé.

2.4. Screening (Solubilisation du phosphore)

2.4.1. La capacité des isolats a solubiliser le P inorganique (milieu PVK et
NBRIP)

Dans le but d’évaluer la capacité des souches isolées a solubiliser in-vitro le phosphate
tricalcique, deux milieux solides (PVK :Pikovskaya et NBRIP : National Botanical Research
Institute’s phosphate growth medium) sont utilisés et contenant le phosphate tricalcique
comme seul source de phosphore. La composition de chacun des deux milieux est
mentionnée dans le tableau 9.

Le pH est ajusté a pH 7 avant la stérilisation a l'autoclave durant 30 min a 120°C
(Alikhani et al., 2006). Chaque boite de Petri est ensemencée en touche avec trois
répétitions par souche et par milieu avant d’étre mises a incuber a 28°C (Shekhar-Nautiyal,

1999).
Lgar agar 15 15
Glucose 10 10
Ca (PO, 5 5
bceh 0.1 0,25
Erl 0,2 0,2
Extrait de lesnre 0.5
LIns0, 0,002
FeS0, 0,002
(HH4,50, 0.5 0,1
MaZl 0,2
LIzCl, i 5
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Tableau 9. Composition chimique de milieux PVK et NBRIP
Source : Shekhar-Nautiyal, 1999

2.4.2. Indice de solubilisation du phosphore

Le diameétre de la zone claire (halo) entourant la croissance bactérienne aussi bien que le
diamétre de la colonie ont été mesurés aprés 3, 6, 9, 12 et 15 jours et I'indice de solubilisation
a été calculé par le rapport du diamétre du halo/diamétre de la colonie (Xie, 2009).

3. Etude agronomique

3.1. Site expérimental

L'expérimentation a été réalisée au niveau de la station expérimentale de I'Ecole Nationale
Supérieure Agronomique (ENSA), dans une serre en verre orientée vers le Nord-Sud dont
les coordonnées géographiques sont : latitude 36°43’Nord, longitude 30° 8’ et une altitude
de 50 m, elle est caractérisée par un étage bioclimatique subhumide avec un hiver doux.
L'essai est mené dans des pots contenant 10 Kg de sol préalablement tamisé et thyndallisé a
100°C durant 4 jours.

3.2. Traitement phosphaté

La dose de phosphate apporteé a été calculée suivant la référence d”’Alkama (2010). La
norme utilisée étant de 50 kg/ha de Super Triple Phosphate (TPS) a 46%, ajustée aux
conditions de notre expérimentation. Le fertilisant utilisé est le phosphate tricalcique (PTC)
six fois hydraté (Cagz(POg4)2, 6H20) a la place du TPS. La dose de phosphate tricalcique

est apportée avant le semis par mélange avec I'ensemble du sol contenu dans chaque pot.

3.3. Inoculation
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3.3.1. Préparation d’inoculum

Une préculture de chacune des deux souches (CIAT 899 et KA) agée de 72h est utilisée
pour ensemencer des erlens de 500 ml contenant 90 ml d’'YMB. Les erlens sont ensuite
mis a incuber durant 72h a 28°C sous agitation rotative de 200 tours/mn. Le nombre de
cellules bactériennes par un ml de l'inoculum est déterminé par la méthode du nombre le
plus probable. Une série de dilution décimale est réalisée, de chaque dilution un volume
de 0,1ml est prélevé pour ensemencer des boites de Petri contenant du YMA. Ainsi la

concentration de l'inoculum est de 61 108 cellules bactériennes/ml correspondant a une
DO de 620 nm.



3.4.
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Dilution : 1/10"

Fig 9. Détermination du nombre de cellules bactériennes viables
présentes dans l'inoculum par la méthode du Nombre le Plus Probable.

3.3.2-Apport de I'inoculum

Les essais d’inoculation sont basés sur la méthode de NIFTAL proposé par FAO/GRET
(Beau, 1983). Le jour du semis, les semences a inoculer sont préalablement trempées dans
une solution de miel. Puis, elles sont enrobées uniformément dans de la tourbe inoculée.
Elles sont ensuite mises a sécher a I'air libre a I'abri de la lumiére solaire directe avant d’étre
semeées.

Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental adopté est une randomisation totale avec trois répétitions
seulement ; la quantité du sol disponible et la superficie de la serre ne permettaient pas
d’envisager plus de répétitions. Pour répondre aux objectifs signalés a I'introduction, notre
dispositif expérimental comporte trois facteurs :

Facteur 1 : Représente I'effet de la sélection variétale, avec six modalités qui sont les
variétés de haricot étudiées (115, 104, 83, 75, 07 et EL Djadida),

Facteur 2 : Représente l'effet de I'inoculation, avec deux modalités représentées par
les deux souches de rhizobium (KA et la CIAT 899),

Facteur 3 : Représente I'effet du sol avec deux modalités de sol, un sol déficient (non
fertilisé) et un autre efficient (fertilisé).

3.5. Semis

3.6.

Les graines de haricot inoculées sont semeées a raison de trois graines par pot a une
profondeur de 3 cm. Aprés la levée (plant de 10 a 15 cm de hauteur), nous avons effectué
un éclaircissage en gardant le plant le plus rigoureux.

Irrigation

Lirrigation a été effectuée manuellement a l'aide d’'un arrosoir. Les plantes recgoivent
quotidiennement une quantité moyenne d’eau de 100 ml avant la levée, nous avons
augmenté cette derniere a 250 ml aprés le stade de levée.
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Fig 1b. Vue générale de l'essai

3.7. Caracteres étudiés

3.7.1. Préparation des échantillons

Au stade plein floraison, les plantes sont récoltées, le sol rhizosphérique (1 a 4mm prés de
racine, est séparé du bulk : sol non rhizosphirique) (PAN et al., 2008). La partie aérienne,
les racines et les nodules sont séparés aprés ringage a I'eau. Les échantillons prélevés sont
séchés a I'étuve pendant 48 heures a 65°C.

3.7.2. Analyse des échantillons

Les analyses effectuées sur le végétal et le sol rhizosphérique sont les suivantes :

3.7.2.1. Sur le végétal

Poids sec des nodules,

Poids sec de la partie aérienne,

Poids sec des racines,

Surface foliaire (SF) (Alem et al., 2002)

Hauteur des tiges : du collet au bourgeon terminal

La concentration en phosphore dans la plante : la concentration en phosphore total
dans la partie aérienne et les racines est déterminé par dosage colorimétrique par
la méthode du vert de malachit (Mo-Met-uvv, 2007), aprés une attaque par I'acide
nitrique (Pansu et Gautheyrou, 1998),

Activité Réductrice d’Acétyléne (ARA) : ce parametre est utilisé pour I'estimation de la
fixation symbiotique directement dans le pot par la méthode « in situ » mise au point
par Balandreau et Dommergues (1970),

L'EUP (Phosphorus Utilization Efficiency): représente I'efficacité d'utilisation de
phosphore par la plante, c’est le rapport entre le poids sec de toute la plante et la
concentration en phosphore dans la plante (Gerloff et Gabelman, 1983),

Le RPAE (The Phosphorus Absorption Efficiency by Root): représente I'efficacité
des racines a prélever le phosphore de sol, c’est le rapport entre la concentration en
phosphore dans la plante et le poids sec des racines (Gerloff et Gabelman, 1983).

3.7.2.2. Sur le sol rhizosphérique
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Le pH : le pH eau est déterminé avec un rapport sol/eau distillé ; 1:5

Le phosphore assimilable : le dosage de phosphore assimilable dans le sol est réalisé
par la méthode Joret Hebert

Le calcaire total : le taux de calcaire total est mesuré par le calcimétre de Bernard.

3.8. Analyses statistiques

Toutes les données ont été statistiquement analysées par le logiciel de SPSS (ANOVA) et
STATISTICA (ACP et AHC), la différence entre les couples symbiotiques et le traitement
phosphaté est déterminée par ANOVA a deux facteurs.

La composante des paramétres (valeur F) est obtenue par une analyse des
composantes principales des différentes valeurs standardisées des parameétres a P-
(déficience en P) et leurs valeurs relatives a P+ (suffisance en P), la valeur F est représenté
par la formules :

re=12
F = E PC = PR
k k

k=1

Avec : PCyreprésente la composante principale de chaque couple symbiotique ; PRk
représente le poids relatif de chaque couple symbiotique.

Enfin la classification des différents couples symbiotiques en fonction des paramétres
étudiés et en fonction de la valeur F est faite par une analyse de classification hiérarchique
selon la méthode de Ward.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. Isolement et caractérisation des souches
rhizobiennes solubilisatrices du phosphore

1.1. Evaluation de pouvoir nodulant des sols

Toutes les plantes sont déterrées au stade floraison

A I'exception des sols de Skikda et de Sétif (Ain Oulmen et Ain Lahdjar), tous les sols
sont capables de noduler le haricot. (Figure 11)

Les résultats obtenus indiquent une plasticité de nodulation chez le haricot. Il peut étre
nodulé par les souches autochtones des différents sols de piégeage étudiés. (Figure 11)

La localisation des nodosités sur le systéme racinaire de la plante a montré également
une grande variabilité. Les nodules sont du type déterminé et de petite taille (inférieur a
0,5cm), de taille moyenne (1cm-2cm) ou de grande taille (>2cm) (Lee et Larue, 1992).

.,‘ﬁ'é. _;:I '.:' i

i ,I"" Sk
El Djalfa, PC: Blé

El Kala, PC : Arachide

Fig 11. Les différents nodules obtenus sur des racines de haricot (Phaseolus
vulgaris) dans les différents sols avec différents précédents culturaux (PC)
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1.2. Caractéristiques morphologiques et microscopiques des isolats

1.2.1. Caractéristiques morphologiques

16 souches ont été isolées des nodules de haricot, Les colonies obtenues apres
purification des différents isolats sur milieu YEM-BTB présentent les mémes caractéristiques
macroscopiques ; elles apparaissent homogénes le long des stries. Elles sont circulaires
de 2 a 3 mm de diamétre 72H aprés ensemencement, de couleur blanchéatre, acidifiantes,
compactes pour la plupart, opaques, de surface lisse et visqueuse a contour régulier et
marquées par une trés forte viscosité qui augmente avec le temps d’incubation surtout chez
les isolats KH, KA, STC, DJBM, DJBG, SHG et la SHM (Figure 12). Cette viscosité est
due a une production massive d’exo-poly-saccharide (Zahran, 1994). Ces caractéristiques
morphologiques observées sont semblables a ceux des rhizobiums décrits par de Lajudie
et al. (1994).

CIAT ER9

Fig 12. Aspect morphologique des isolats aprés 72h d’incubation a 28°C.

1.2.2. Caractérisation microscopique

La coloration de Gram a mis en évidence des bactéries de forme bacilles a cocco bacilles
de couleur rose indiquant un gram négatif (Figure 13). Le test KOH Lanta (Shushan et al.,
1981) a confirmé I'observation au microscope (Figure 14).

KA

43



Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

Fig 13 Caractérisation des isolats de la souche
KA apres coloration de Gram (grossissement *1000)

Les caractéres morphologiques observés sont en rapport avec ceux décrits pour le
genre rhizobia (Vincent, 1970 ; Dommergues et Mangenot, 1970 ; Jordan, 1984 et Rome
et al., 1996).

Filament d'/ADN

Fig 14 Caractérisation des isolats KA d’apres le test de KOH

1.2.3. Caractérisation moléculaire
Séquengage partial de ’ADNr16S

Cette analyse nous a permis de rapprocher nos isolats du genre Rhizobium et Agrobaterium
sur la base de la comparaison des séquences par Blast

La séquence corrigée de la souche KA, ainsi que la liste d’alignement de cette derniére
avec les différentes souches de référence sont représentées dans la planche A.
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Sequenang; 612 |etters
>KA

COCGCAAGGGGAGTGGLAGACGAGGTGAGTAACGCGTGGGAACATACCCTTTCCTGLGGAATAGCTCCGGGA
AACTGGAATTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGATTTATCGGGGAAGGATTGGCCCGLGTTGGATTAG
CTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGLCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTEGGEAATATTGGACAATGGGLGCAAGCCTGATCC
AGCCATGCCGLGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGATGAAGATAATGACGGTAGTC
GEAARAGAAGCCCCOGCTAACTTCGTGOCAGCAGICGLGGTAATACGAAGGGGGLTAGCGTTGTTCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGETGAAATCCCGCAGCTCAACTGCGGAMCTGCC
TTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATT
CEGAGGAACACCAGTGECEAAGGCGGLTTACTGGTCCATTACTGACGITGAGG

Sepnancas. prahuiag dipaiast g sapds

J 60 b Wacnftured Asyobum sp oo GASP-MAIWI_E11 E65 ribossval ANA b ] 1 10w ae bl
Rfirabium 4, Phe? 168 ritcasmal ANA goom, partia’ segeancy 4 1M 1 B 100
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Rripsiess UBEDLUS partial 165 (NNA gine, dbein BT e 108 100% as o
Ahirsliv= Ubeticu= partial [E2 AKA gene, atnain 244§ HL ] 1 (2 L
Rhizebiam 50, SENIA G438 LE5 racaemel REA (80e, (a71E sequbs : ] 1% [T e
Ahrohium 59, SIMIA 36 LEE ribosomal RNA pere, sortisd sesueece e 108 o, ad i
Rhrebicm 53, SIMIA BAT7 LES rhosomad RNA pena, pariel sehuteds 4, ] i, o L
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B iegumirasare= 145 ritossmal BAA gane 159 es oo LT LY
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Planche A : Résultats de séquengage moléculaire de la souche
KA et son alignement avec les souches de référence les plus proches.

La comparaison de la séquence de la souche KA a celles présentes sur les banques de
donnée et son alignement a ces différentes séquences par le programme BLAST, a révélé
la présence de 44 séquences (Planche A) significativement similaires a la notre. La presque
totalité de ces séquences appartiennent aux génomes d’espéces du genre Rhizobium. Cing
séquences sont celles d’espéces bactériennes non identifiées.

L'analyse plus fine du tableau des résultats de I'alignement montre (Planche A) que le
query coverage, est dans tous les cas égale a 100. Cette valeur indique la proportion de
notre séquence qui est alignée a celle de la base de données. Comparée aux différentes
séquences, celle étudiée présente entre 98 et 100% de similitude avec les séquences
appartenant aux génomes d’espéces de Rhizobium.

Par ailleurs la totalité des valeurs du E-value sont égale a 0 ; ceci indique qu’il n’existe
aucune chance que l'alignement obtenu ne soit du au fait du hasard. En effet 'E-value
indique le nombre d'alignements attendus par hasard ayant un score supérieur au score
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obtenu dans la banque considérée. Dans le cas analysé cette valeur est nulle ; ainsi la
similitude observée entre la séquence analysée et celles des espéces appartenant au genre
Rhizobium n’est certainement pas due au hasard. Les valeurs du score élevées indique une
relation biologique des séquences, effectivement il s’agit dans tous les cas d”ADN codant
les ARN ribosomale.

1.3. Effet de I’isolat de KA sur la solubilisation du phosphate
tricalcique (PTC) sur le milieu solide
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L'aptitude des isolats a solubiliser le phosphate tricalcique a été testée sur deux milieux
solides : PVK et NBRIP

Parmi les 16 souches isolées, seule la souche KA présente un pouvoir de solubilisation
de phosphate tricalcique sur les deux milieux de screening PVK et NBRIP.

La souche KA a formé des zones claires (halo de solubilisation) autour des colonies sur
les deux milieux d'agar PVK et NBRIP aprés 3 jours d'incubation et qui ont graduellement
augmenté jusqu'au quinziéme jour. L'apparition de cette zone claire indique la dissolution
du phosphate tricalcique en phosphate mono-calcique (PMC) du a la sécrétion d’acide
organique (Shekhar-Nautiyal, 1999 ; Chen et al., 2006 ; Khan, 2010) par les isolats de KA
(figure 15).

-
Fig 15. Solubilisation du phosphate tricalcique par la souche KA sur le milieu
PVK (A gauche : 6 jours aprés incubation, a droite 30 jours aprés incubation)

Le diamétre des colonies, le diamétre des halos de solubilisation et l'indice de
solubilisation (SI) ont été mesurés pendant les 15 jours d’'incubation (tableau 10).
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PVE

HMBRI 3

15

25
3
35

0.5
0.5
0.7
0.3
0.53
0.33
0.4
0.42
0.5
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Tableau 10. Solubilisation du phosphate tricalcique par les isolats de KA

L'indice de solubilisation de P de I'isolat KA différe dans les deux milieux (figure 16)
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Fig 16. Variation de diameétre de halo de solubilisation pendant
les quinze jours d’incubation dans les deux milieux (PVK et NBRIP).

Le halo de solubilisation du PTC ainsi que l'indice de solubilisation sur milieu de PVK
est supérieur a celui du milieu NBRIP et ce durant toute la période d’incubation (tableau
10). De ce fait, l'isolat KA présente une meilleure solubilisation de PTC sur le milieu PVK
(1S=0.83) que sur le milieu NBRIP (1S=0.58).

Les bactéries sont impliquées dans les processus affectant la transformation du
phosphore dans le sol. Elles sont capables de libérer le phosphore des pools inorganiques
insolubles a travers le processus de solubilisation. Il a été constaté que le processus de
solubilisation des différents phosphates est associé a la diminution du pH du milieu et a la

synthése des acides

organiques (Fankem et al., 2006).
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La solubilisation du phosphate de calcium est fortement influencée par I'acidification
du milieu. Par ailleurs, I'acidification du milieu contribue efficacement a la solubilisation du
phosphate de calcium par les différents acides organiques, avec au premier plan le citrate,
le tartrate, le malate et le trans-aconitate (Fankem, 2007).

Comparativement a l'indice de solubilisation des isolats de KA sur milieu PVK (0,83),
Alikhan et al. (2006) rapportent, dans les mémes conditions (sur milieu PVK avec 14
jour d’incubation) une légere augmentation (IS=0,96) de cet indice chez les rhizobia
de Phaseoli, une augmentation plus ou moins importante (IS=1,40) chez Sinorhizobium
meliloti, Mesorhizobium ciceri et M. mediterraneum et une augmentation importante
(1IS=2,48) chez les rhizobia de Iégumineuses biovare Viciae.

Cependant nos résultats sont contradictoires avec ceux rapportés par Shekhar-
Nautiyal, (1999) chezhuit espéces de Pseudomonas. En effet, cet auteur rapport chez ce
genre une meilleure solubilisation du PTC sur milieu NBRIP que sur milieu PVK.

2. Effet de la déficience en phosphore sur ’'interaction
symbiotique haricot (Phaseolus vulgaris)-rhizobium

2.1. Effet de la déficience en phosphore sur les paramétres de
croissance

48

2.1.1. Effet de la déficience en phosphore sur la biomasse de la partie
aérienne

D’aprés 'ANOVA les couples symbiotiques et le traitement phosphaté ont eu un effet
trés hautement significatif (P<0.001) sur le poids sec de la partie aérienne, en revanche
l'interaction couples symbiotiques-traitement phosphaté n’a aucun effet significatif sur ce
dernier paramétre.
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Fig 17 : Variation du poids sec de la partie aérienne chez
les couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

D’aprés la figure 17, soit en condition de déficience ou de suffisance, toutes les lignées
inoculées avec la souche CIAT899 (C) ou avec celle de KA (K) présentent un poids sec de
la partie aérienne supérieur a celui du témoin non inoculé.

En outre, dans un sol suffisant en P, la biomasse séche de la partie aérienne la plus
importante est enregistrée avec le couple K-115 (7.87g), alors que la faible biomasse est
représentée par le couple symbiotique K-Dj (3.39g). Parallelement, dans un sol déficient
en P, la biomasse séche de la partie aérienne la plus importante et celle la plus faible est
enregistrée chez les deux mémes couples précédents dont les valeurs sont respectivement
6.669g et 2.79g.

La déficience en P a provoqué une diminution de la biomasse aérienne chez tous les
couples symbiotiques, le taux le plus élevé de cette diminution est celui noté chez le couple
C-83 (33.8%), alors, que le taux le plus faible est présenté par le couple symbiotique K-115
(14%).

D’aprés Alkama (2010), la déficience en P provoque une diminution de la biomasse
séche de la partie aérienne des différentes lignées du haricot vert (115, 28, 75, 34, 104 et la
83) inoculées par la CIAT 899, la plus forte diminution est de 36% obtenue chez les lignées
124 et la 83. Cependant Jebara et al. (2005) ont noté sous déficience en P un taux de
diminution du poids sec de la partie aérienne de 57% chez la variété du haricot (Phaseolus
vulgaris) NAG310.

Diaw (2002), rapporte un effet significatif de la déficience en P sur la diminution de la
biomasse de la partie aérienne chez le haricot. Le taux de cette diminution est en fonction du
type de I'association entre la variété et la souche rhizobienne ainsi que la dose de phosphore
appliquée.

Ronnie (1986) et Zarrin et al. (2007) ont montré que l'inoculation et le traitement
phosphaté ont un effet significatif sur la croissance de la plante plus particulierement sur
le poids sec de la partie aérienne du soja (Glycine max L) ; les mémes auteurs ont noté
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que linteraction souche-traitement phosphaté n’a pas un effet significatif sur le poids sec
de la partie aérienne.

La biomasse séche de la partie aérienne est un parameétre important pour I'évaluation
de la sensibilité des Iégumineuses a la déficience en phosphore (Vadez et al., 1996 ; PAN
et al., 2008; Alkama, 2010 ). Alkama (2010), a rapporté que la lignée 83 es la plus sensibl
et que les lignées 104 et 115 sont les plus tolérantes a la déficience en P. Ces résultats sont
similaires aux noétres ; la lignée 83, associées a la souche CIAT 899 est la plus sensible a
la déficience en P ; la lignée 115, en association a la souche KA, est la plus tolérante.

2.1.2. Effet de la déficience en phosphore sur la biomasse de la partie
racinaire

LANOVA n’a montré aucun effet significatif des couples symbiotiques et du traitement
phosphaté, ni méme de l'interaction entre les deux facteurs sur le poids sec des racines.

D’aprés la figure 18, tous les couples symbiotiques montrent une augmentation de leur
biomasse seche racinaire par rapport aux témoins non inoculés (déficience ou non).
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Fig 18 : Variation du poids sec des racines chez les
couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

A I'exception des couples symbiotiques C-75, k115, C-83 et le C-7 chez qui une légére
augmentation , sous suffisance de P, est observée dans leurs biomasses séches racinaires
avec respectivement 8%, 13%, 11% et 14%. Chez le reste des couples symbiotiques, la
déficience en P a provoqué une augmentation plus ou moins importante dans le poids sec
des racines dont le taux le plus élevé est noté avec la variété Dj inoculée par la souche
KA (69%).

L'augmentation de la biomasse racinaire chez certains couples symbiotiques sous
déficience en P peut étre justifiée par le changement de la morphologie racinaire ; dans un
sol déficient en P, le haricot peut développer de longs poils absorbants qui permettent aux
plantes d’avoir a leur disposition un plus grand volume de sol et par conséquent un meilleur
prélévement des éléments minéraux plus particulierement du phosphore (Djadjaglo et al.,
2008).
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Cependant nos résultats sont en contradiction avec ceux rapportés par plusieurs
auteurs chez Phaseolus vulgaris (Vadez et al., 1996 ;Shamseldin et al., 2005 ; Kouas
et al ., 2009 ;Alkama et al., 2009 ; Alkama, 2010), chez Pisum sativum(Geneva et al.,
2006), et chez Glycine max (Zarrin et al., 2007). Ces auteurs rapportent que I'inoculation
et le traitement phosphaté ont un effet significatif sur la biomasse racinaire, tandis que
linteraction inoculation*traitement phosphaté n’a aucun effet sur la biomasse racinaire.
D’aprés Jebara et al. (2005), la biomasse racinaire est moins affectée par le traitement
phosphaté que la biomasse aérienne.

En revanche, PAN et al. (2008) ont constaté que le traitement phosphaté n’a aucun
effet significatif sur le poids sec des racines de soja. En outre, Djadjaglo et al. (2008) notent
sous déficience en phosphore, que la biomasse racinaire développée chez le haricot est
plus importante que celle développée sous suffisance en P.

Des travaux montrent aussi que la déficience en P affecte les paramétres de croissance
chez le haricot mais la croissance racinaire est beaucoup moins inhibée. (Bernal et al.,
2005).

Il se peut aussi que la croissance des plantes dans notre dispositif expérimentale soit
limitée par le volume des pots alors qu’en réalité les racines des plantes peuvent pénétrer
des couches plus profondes du sol.

2.1.3. Effet de déficience en phosphore sur la hauteur de la tige

D’aprés la figure 19, chaque couple symbiotique présente une hauteur de la tige supérieure
a celle enregistrée chez les traitements témoins non inoculés déficients ou suffisants.

LANOVA a montré une difféerence hautement significatif (P<0.01) des couples
symbiotiques sur la hauteur de la tige. Sous P suffisant, la valeur la plus élevée (24,9cm) est
notée chez les deux lignées 115 et la 75 inoculées par la méme souche de KA. La hauteur
de la tige la plus faible est observée chez le couple symbiotique C-7 (16.9cm). Dans un sol
déficient en P, la plus haute tige est observée chez le couple symbiotique K-83 (18.23cm)
contrairement au couple symbiotique K-104 avec une taille caulinaire de13cm.
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Fig 19 : Variation de la hauteur de la tige chez les
couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

Cependant, I'apport phosphaté (sol efficient) a un effet trés hautement significatif
(P<0.001) sur 'augmentation de la hauteur de la tige chez tous les couples symbiotiques
a I'exception de C-104. Le taux le plus élevé de cette augmentation est observé chez la
lignée 115 inoculée par la souche KA (46%), tandis que la variété El Djadida associée avec
la souche KA observe la plus faible augmentation (4%).

L'effet de linteraction entre le traitement phosphaté et les couples symbiotiques a été
aussi significative (P<0.05) avec la hauteur de la tige

Nos résultats sont en accord avec ceux de Djadjaglo et al. (2008) qui rapportent chez
le haricot une réduction de 20% de la hauteur des tiges avec un sol pauvre en phosphore
par rapport a un sol ayant recu un apport phosphaté.

2.1.4. Effet de la déficience en phosphore sur la surface foliaire

La figure 20, représente la variation de la surface foliaire en fonction des couples
symbiotiques et du traitement phosphaté.

Tous les témoins non inoculés présentent une surface foliaire moins importante que
celle enregistrée des couples symbiotiques.

LANOVA a monté un effet trés hautement significatif (P<0.001) des couples
symbiotiques et de I'interaction traitement phosphaté*couples symbiotiques sur la surface
foliaire. Par contre cet effet n’est pas significatif avec le traitement phosphaté.

Dans des conditions de limitation du P dans le milieu, la plus grande valeur de la surface

foliaire est notée chez le couple symbiotique K-75 (47.690m2). La surface foliaire la plus
faible est observée chez la variété d’El Djadida inoculée avec la souche CIAT 899 (17.25

cm2).
Sous P suffisant, le couple symbiotique K-75 présente la plus grande surface foliaire
(36.53 cm2), alors que le couple K-Dj enregistre la plus faible valeur de la surface foliaire

(19,95cm?),
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Fig 20 : Variation de la surface foliaire chez les
couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

Sous déficience en P les couples symbiotiques, C-115, K-75, C-75 et K-83 ont subi une
augmentation plus ou moins importante de leur surface foliaire dont le taux le plus élevé est
noté chez le K-75 (35%). Chez le reste des couples symbiotiques, la surface foliaire était
plus importante sous suffisance en P.

Selon Saad et al. (2009), le traitement phosphaté n’a aucun effet significatif sur la
surface foliaire chez le Phaseolus vulgaris. Jensen et al. (2002) rapportent qu’un apport
supplémentaire de phosphore dans le sol n'apporte aucun effet significatif sur la surface
foliaire chez Trifolium repens L.

2.2. Effet de la déficience en phosphore sur la concentration en
phosphore dans la plante

2.2.1. Effet de la déficience en phosphore sur la concentration en phosphore
dans la partie aérienne

La figure 21 représente la variation de la concentration en P dans la partie aérienne chez
'ensemble des couples symbiotiques étudiés.

D’aprés cette figure, sur 'ensemble des couples symbiotiques étudiés, tous les
traitements témoins non inoculés sous déficience ou sous suffisance en P présentent
une concentration en P plus faible que celle observée chez leurs couples symbiotiques
correspondants.
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Fig 21 : Variation de la concentration en P dans la partie aérienne
chez les couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

Les couples symbiotiques et le traitement phosphaté ont montré une différence trés
hautement significatif (P<0.001) sur la variation de la concentration en P dans la partie
aérienne, tandis que l'interaction entre les deux facteurs n'a pas eu d'effet sur ce dernier
parametre.

En condition de suffisance en P, la forte concentration en P est enregistrée chez la
lignée 115 inoculée par la souche CIAT 899 (7.94mg.g). Sous les conditions de limitation en
P dans le sol, c’est la méme lignée (115) qui a enregistré la plus forte concentration en P
dans la partie aérienne (6mg.g) mais cette fois ci quand elle est associée avec la souche KA.
Cependant, la lignée 104 inoculée par la souche KA présente la plus faible concentration en
P dans la partie aérienne que c¢a soit sous déficience en P (2.32mg.g) ou sous suffisance
en P (2.72mg.qg).

La déficience en P provoque une diminution remarquable de la concentration en P dans
la partie aérienne chez I'ensemble des lignées quelles soient inoculées par la souche CIAT
899 ou par la souche KA. La plus importante diminution est constatée chez la lignée 115
inoculée par la souche CIAT 899 (25%), tandis que chez la lignée 104 inoculée par la souche
KA a enregistré le plus faible taux (5%) de diminution de la concentration en P dans la partie
aérienne sous la déficience en P dans le sol.

Plusieurs auteurs rapportent que la déficience en P provoque la réduction de la teneur
du P dans la partie aérienne chez le Phaseolus vulgaris (Vadez et al., 1999 ; Zarrin et al.,
2007 ; Kouas et al., 2009 et Alkama, 2010).

Alkama (2010), rapporte que la variabilité génétique des Rlls ainsi que le niveau de P
dans le sol ont un effet significatif sur la teneur en P dans la partie aérienne, et que les lignées
115 et 34 du haricot inoculées par la souche rhizobienne CIAT 899 en hydro-aeroponie, ont
présenté une concentration en P dans la partie aérienne sou suffisance en P qui est plus
élevée 1.5 a 2 fois que celle observée en condition de déficience en P.

D’aprés Zarrin et al. (2007), 'inoculation par les rhizobiaet I'application du traitement
phosphaté ont un effet significatif sur 'augmentation de la concentration en P dans la partie
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aérienne et racinaire chez le soja (Glycine max). PAN et al. (2008) rapportent que la
déficience en P provoque la diminution de la concentration en P dans la partie aérienne
chez le soja avec un taux de 61%.

Diaw (2002), observe qu’un apport supplémentaire de P augmente la teneur du P total
dans la partie aérienne de Phaseolus vulgaris, et que l'inoculation par Glomus aggregatum
seul ou associée a Pseudomonas fluorescens apporte une augmentation de 40% dans le
premier cas et de 81% dans le deuxiéme cas.

En revanche, Ronnie, (1986) a montré qu’il n’y pas d’effet de l'inoculation sur la
concentration en P dans la partie racinaire ; par contre I'interaction du taux d’inoculation et
du traitement phosphaté ont un effet significatif.

2.2.2. Effet de la déficience en phosphore sur la concentration en phosphore
dans la partie racinaire

Sur 'ensemble des couples symbiotiques, soit en condition de suffisance ou de déficience,
les traitements témoins non inoculés présentent les plus faibles valeurs de la concentration
en P dans les racines par rapport a leurs couples symbiotiques correspondants.

Le traitement phosphaté et les couples symbiotiques ne présentent aucun effet
significatif sur la concentration en P dans les racines ; par contre l'interaction entre les
deux facteurs montre un effet significatif (P<0.05) sur la concentration en P dans la partie
racinaire.

Sous déficience en P, la plus forte concentration en P dans la partie racinaire est
observée chez la lignée 75 inoculée par la souche CIAT 899 (4mg.g ), alors que la plus faible
valeur est enregistrée avec la variété El Djadida inoculée par la souche KA (1.45mg.g).
Cependant, sous P suffisant phosphaté dans le sol, la lignée115 inoculée par la souche
CIAT 899 a montré la plus forte concentration en P dans les racines (3.90mg.g), alors que
la faible concentration en P est notée chez la ligné 7 inoculée par la souche KA (1.97mg.g ).

Les couples symbiotiques K-115, C-75, C-104 et K-7 ont enregistré une augmentation
de la concentration en P dans les racines sous déficience en P dont le taux le plus élevé
de cette augmentation est observé chez le C-104 (62%). Tandis que sous P suffisant cette
augmentation est constatée pour le reste des couples symbiotiques dont le K-104 est celui
qui a présenté le taux le plus éleve (28%).
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Fig 22 : Variation de la concentration en P de la partie racinaire
chez les couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

Plusieurs auteurs observent une diminution de la concentration en P racinaire sous
déficience en P dans le sol, chez Pisum sativum(Geneva et al., 2006), Glycine max (Shu-Jie
et al., 2007 ; PAN et al., 2008) et Phaseolus vulgaris (Vadez et al., 1996 ; Vadez et Drevon,
2001 ; Kouas et al., 2009 ; Alkama, 2010).

L'effet significatif de [linteraction entre le traitement phosphaté et les couples
symbiotiques peut expliquer la variation présentée par les différents couples symbiotiques
dans la réponse au traitement phosphaté. Il se peut que I'inoculation par la souche KA ou
CIAT 899 n’a pas le méme effet sur les différentes lignées inoculées, ni sur les deux niveaux
de traitement phosphaté (déficient et suffisant).

Lorsque la KA est en association avec les lignées 115 et 7, I'interaction symbiotique
résulte en une forte concentration en P dans les racines sur sol déficient que sur sol suffisant
en P ; le méme effet est observé avec la souche CIAT 899 associée aux lignées 75 et 104.

Pour mieux expliquer l'effet du traitement phosphaté ainsi que celui des couples
symbiotiques sur le statut du phosphore dans la plante, nous avons eu recours au calcul de
phosphore total prélevé par la plante et qui est représenté la somme de P contenu dans la
partie aérienne et celui contenu dans les racines.

La figure 23 représente la variation du phosphore total prélevé par la plante chez les
différents couples symbiotiques.
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Fig 23 : Variation du P total contenu dans la plante chez
les couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

L’ANOVA montre un effet trés hautement significatif (P<0.001) du traitement phosphaté
et des couples symbiotiques sur le P total prélevé par la plante, par contre I'interaction entre
les deux facteurs n’a aucun effet significatif.

En condition de suffisance, la lignée 115 inoculée par la souche KA présente la plus
grande valeur (61.27mg/plante) du P total prélevé par la plante alors que la variété d’El
Djadida inoculée par la méme souche a montré la plus faible valeur du P total (17.69 mg/
plante). Dans un sol déficient en P, la plus grande valeur de P total prélevé est enregistré
avec le couple symbiotique K-115 ; la plus faible est observée avec C-Dj (7.17mg/plante).

La déficience en P a provoqué une diminution hautement significative de P total prélevé
chez les différentes lignées étudiées ; le taux le plus élevé de cette diminution est constaté
chez le couple symbiotique C-115 (45%) ; la plus faible diminution (35%) de P total prélevé
est observée chez le couple K-104.

Quel que soit la souche inoculée (CIAT 899 ou KA), la lignée 115 est toujours celle qui
présente la plus forte teneur en P total prélevé. La variété locale d’El Djadida a accumulé
la plus faible teneur en P total.

Alkama, (2010) rapporte que chez la variété locale d’El Djadida et les RILs (lignées
contrastantes du haricot), La diminution significative du phosphore dans la partie aérienne
et racinaire est accompagnée par une diminution significative de P total prélevé.

2.2.3. Effet de la déficience en phosphore sur ’efficacité du prélevement de
phosphore par les racines (RPAE)

L'efficacité d’absorption de P par les racines (RPAE) représente le rapport entre le P total
prélevé par la plante et la biomasse racinaire. C’est un indicateur pour I'évaluation de la
capacité de la racine a prélevé le phosphore a partir du sol (Gerloff et Gabelman, 1983).

La figure 24 représente la variation RPAE en fonction des différents couples
symbiotiques étudiés.
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Fig 24 : Variation de l'efficacité du prélévement du P par les racines
chez les couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

L’ANOVA montre un effet trés hautement significatif (P<0.001) du traitement phosphaté
et des couples symbiotiques sur I'efficacité du prélévement du P par la plante, par contre
l'interaction entre les deux facteurs n’a eu aucun effet significatif.

La lignée 115 inoculée par la souche KA se caractérise par la plus grande efficacité
d’absorption de P (84.7 mg.g'1 ) a partir d’un sol suffisant en P alors que la variété locale d’El
Djadida inoculée par la méme souche présente la plus faible valeur de RPAE (11.32 mg.g'1 ).

En condition de déficience en P, la lignée 115 inoculée par la souche KA présente
toujours la meilleure RPAE (57.8 mg.g'1), alors que la variété locale d’El Djadida inoculée
par la souche CIAT 899 enregistre la plus faible valeur de RPAE (7.14 mg.g'1).

La déficience en P a engendré une diminution hautement significative de RPAE chez
tous les couples symbiotiques ; le taux le plus élevé de cette diminution est observé chez
le couple symbiotique C-83 (110%), alors que, le couple K-Dj enregistre la plus faible
diminution (9%).

La déficience en P contribue a la diminution hautement significative de RPAE chez le
soja avec un taux de diminution de 55% (PAN et al., 2008).

Mollier (1999), rapporte chez le mais que la quantité de P prélevé par les racines est de
2.5 fois supérieure dans un sol qui a regu un apport de P par rapport a celui qui n’a rien recu.
Il explique cela par la réduction de la biomasse racinaire sous la déficience en P dans le sol.

2.2.4. Effet de la déficience en phosphore sur I'efficacité d’utilisation de P
par la plante (PUE)

L'efficacité d'utilisation de P par la plante est représentée par le rapport du poids sec totale
de la plante sur le P totale prélevé par la plante (ou bien contenu dans la plante). Ce
paramétre indique I'efficacité de la plante a utiliser le phosphore prélevé pour la formation
de la biomasse (Gerloff et Gabelman, 1983).
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Dans ce cas la PUE est relative a la biomasse végétale séche, alors que certains
auteurs (Sungthongwises et al., 2009 ; Alkama, 2009) se réferent a la PUE relative a la
biomasse nodulaire séche pour évaluer I'efficacité d’utilisation de P par la plante.

La variation de I'efficacité d’utilisation du P par la plante (PUE) des différents couples
symbiotiques est représentée par la figure 25.

D’aprés la figure 25, une augmentation de la PUE est observée dans chaque traitement
témoins non inoculé par rapport son couple symbiotique correspondant, et ceci pour tous
traitements phosphatés confondus.
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Fig 25: Variation de l'efficacité d'utilisation du P par la plante
chez les couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

LANOVA montre un effet trés hautement significatif (P<0.001) des couples
symbiotiques sur [lefficacité d'utilisation de phosphore par les différents couples
symbiotiques.

En conditions de déficience en P, la PUE la plus importante est observé chez la lignée
104 inoculée par la souche KA (467g.g'1), contrairement a la lignée 115 inoculée par la

souche KA chez qui on retrouve la plus faible valeur (181g.g'1) de PUE. En conditions de
suffisance en P, la lignée 104 inoculée par la souche KA présente la plus grande valeur

du PUE (347g.g'1) alors que la plus faible valeur du PUE est observée chez la lignée 115
1
).
En comparant les valeurs du PUE enregistrées chez I'ensemble des couples
symbiotiques par rapport a celles notées chez les traitements témoins non inoculés
correspondants, il est constaté que I'inoculation par la souche KA ou la CIAT 899 a induit
une diminution de l'efficacité d’utilisation de P chez les différentes lignées du haricot. Dans
un sol déficient en P, le couple symbiotique K-83 a enregistré la plus forte diminution (83%)

par rapport au témoin non inoculé. En conditions de suffisance en P, le couple symbiotique
C-104 enregistre la plus faible réduction (45%) par rapport au témoin non inoculé.

inoculée par la souche KA (181g.g”
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La déficience en P a un effet trés hautement significatif (P<0.001) sur 'augmentation du
PUE chez les différents couples symbiotiques étudiés. La plus importante augmentation est
notée chez le couple symbiotique K-Dj (82%) contrairement au couple symbiotique K-115
qui présente la plus faible amélioration (18%) de I'efficacité d’utilisation de P sous l'effet de
déficience de P dans le sol.

PAN et al, (2008) observent une augmentation de 72% de l'efficacité d’utilisation de P
chez 96 génotypes de soja (Glycine max ) sous déficience en P.

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Sungthongwises et al. (2009)
qui observent une réduction de la PUE sous suffisance en P chez trois variété niébé
(V.unguiculata ¢cv.305, V. unguiculata cv Kabyle et V.unguiculata cv. Danila) en hydro-
aeéroponie et rhizotron.

La notion du PUE est définie par Siddiqui et Glass (1981) et discuté par Gourley
et al. (1993) ; elle a une importance économique dans la gestion de la circulation des
engrais chimiques dans I'environnement, soit pour une culture intensive ou dans les terres
marginales dont le codt d’engrais limite leur utilisation.

Vadez et al. (1999) ont constaté que I'effet de la variation génotypique dans la fixation
de N2 sous déficience en P est trés probablement du aux différences dans PUE.

Sous la déficience en P, les plantes efficientes en P, augmentent leur efficacité
d’utilisation de phosphore par différents mécanismes cellulaire internes qui contribuent a
I'utilisation du phosphore absorbé par la plante (Raghothama 1999 ; Bates et Lynch 1996;
Vance et al., 2003).

2.3. Effet de la déficience en phosphore sur la solubilisation du
phosphore dans la rhizosphére
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2.3.1. Effet de la déficience en phosphore sur I’acidification de la rhizosphére

L’acidification rhizosphérique, est mesurée par le pH de la solution du sol rhizosphérique.

La variation du pH rhizosphérique chez les différents couples symbiotiques étudiés aux
deux niveaux de traitement phosphaté est représentée par la figure 26.

D’aprés la figure 26, les témoins non inoculés déficients ou suffisants présentent la plus
haute valeur du pH rhizosphérique par rapport aux couples symbiotiques.

LANOVA montre un effet hautement significatif (P<0.01) des couples
symbiotiques et un effet trés hautement significatif (P<0.001) de I'interaction couples
symbiotiques*traitement phosphaté sur le pH rhizosphérique ; par contre le traitement
phosphaté n’a eu aucun effet significatif sur la variation du pH rhizosphérique.

Dans un sol déficient, toutes les lignées inoculées par la souche rhizobienne KA ont
enregistré une diminution du pH rhizosphérique par rapport a celles qui se trouvent en
conditions de suffisance, le taux le plus élevé de cette diminution est noté chez le couple
symbiotique K-115 (7.85%). Chez la souche CIAT 899, il est également enregistré une légére
diminution du pH rhizospherique avec toutes les lignées a I'exception de la 75.
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Fig 26 : Variation du pH rhizosphérique chez les
couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

Le phénoméne de l'acidification a notamment été identifié chez le mais (Zea mays
L.) (Hinsinger et al., 2003) et le lupin blanc (Lupinus albus) (Shen et al.,2006). Il est
particulierementimportant chez les Iégumineuses (Kouas et al., 2009 ; Alkama et al., 2009 et
Alkama, 2010). Ainsi, le pH de la rhizosphére peut étre différent du sol non rhizospherique,
pouvant atteindre une différence d’'une ou deux unités de pH. Cette stratégie s’avere tres
intéressante dans les sols calcaires (Jaillard et al., 2003).

Alkama, (2010) rapporte que sous culture rhizotronique, les RILs inoculées par la
souche CIAT 899 et l'interaction RILs*traitement phosphaté affectent significativement le
pH rhizosphérique ; par contre le traitement phosphaté n’a aucun effet. Ces résultats sont
similaires aux nétres pour toutes les lignées sauf la 115.

Tang et al. (2001) et Kouas et al. (2009), observent une variation de 'augmentation du

flux de H' dans la rhizosphére sous déficience en P chez certains génotypes du haricot.

2.3.2. Effet de la déficience en phosphore sur la teneur en P assimilable dans
la rhizosphére

La figure 27 représente la variation de la teneur en P assimilable dans la rhizosphére en
fonction des différents couples symbiotiques étudiés.

Les traitements témoins non inoculés déficients ou suffisants présentent des valeurs
plus ou moins différentes par rapport a leurs couples symbiotiques correspondants, le
couple symbiotique K-7 a enregistré une teneur de P assimilable plus faible que celle de
son témoin (T-7).

LANOVA n’a montré aucun effet significatif des couples symbiotiques, ni celui du
traitement phosphaté sur la teneur de P assimilable. En revanche I'interaction entre les deux
facteurs a montré un effet significatif (P<0.05) sur ce dernier parameétre.
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Fig 27 : Variation de la teneur du P assimilable dans la rhizosphere
chez les couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

En condition de déficience en P, 'ensemble des lignées inoculées par la souche KA
a I'exception de celle de la 75 et 7, ont enregistré les meilleures teneurs en P assimilable
dans la rhizosphere.

L'effet significatif de I'interaction couples symbiotique*traitement phosphaté explique
les multiples réponses exprimées par les différentes combinaisons symbiotiques sur un sol
déficient et sur un autre suffisent. Par conséquent, le traitement phosphaté et les couples
symbiotiques ont un effet combiné sur le statut de P assimilable dans la rhizosphére.

D’aprés Raghothama (1999), la disponibilit¢ du P dans la rhizosphére dépend
également de I'état racinaire de la plante ; elle peut par endomycorhization, développer sa
biomasse racinaire et produire méme des racines spécialisées appelées protéoides leur
permettant d’excréter d’avantage d’acides organiques et d’enzymes.

D’aprés Hinsinger et Gilkes (1997) I'acidification de la rhizosphére peut contribuer a
I'adaptation des génotypes et des espéces légumineuses a la déficience en P par son effet
sur la biodisponibilité du P dans la rhizosphére. En outre, si le P est sous forme complexée,

comme le phosphate tricalcique, la réaction de solubilisation de P sous l'effet de flux H
est la suivante :

Caye (POy )l OH) o+ 12H* - 10Ca+6(H;P O+ X OHy

Nous avons essayé de vérifier cette derniere hypothése pour tester l'effet de
I'acidification de la rhizosphére sur la variation de la teneur en P assimilable. Pour cela
nous avons représenté la corrélation entre le pH rhizospherique et le P assimilable dans
la rhizosphére sous conditions de déficience en P dans le sol, en fonction des différentes
lignées étudiées inoculées soit par la souche KA ou celle du CIAT 899.

La teneur du P assimilable dans la rhizosphére est négativement corrélé (R=-0.7) avec
le pH rhizosphérique dans le cas ou les différentes lignées sont inoculées par la souche KA
sous conditions de déficience. Sous les mémes conditions de déficience, la souche CIAT
899 a enregistré un coefficient de corrélation de 0.29 (Figure 27.1).
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Fig 27.1 : Corrélation entre le pH rhizosphérique et la teneur de P assimilable
dans la rhizosphére chez la souche KA et CIAT 899 sous déficience en P dans le sol.

La forte corrélation négative (R= -0.70) entre le pH rhizosphérique et la teneur en P
assimilable peut étre expliquée par la forte solubilisation de phosphore tricalcique provoquée
par la souche de KA sous limitation du P dans le sol, ce qui confirme son pouvoir de
solubilisation du PTC in vitro sur le milieu PKV (Figure 15).

2.4. Effet de la déficience en phosphore sur la fixation symbiotique de
’azote

2.1.1. Effet de la déficience en phosphore sur la biomasse nodulaire

L'ANOVA montre une différence trés hautement significative (P<0.001) de la biomasse
nodulaire entre les différents couples symbiotiques. En conditions de suffisance en P, le
couple symbiotique K-115 présente la biomasse nodulaire la plus importante (0.30g), la
biomasse nodulaire la plus faible est enregistrée avec le couple C-Dj (0.19g). En conditions
de déficience en P, la plus grande biomasse nodulaire est constatée toujours chez le couple
K-115 (0.47g) alors que la plus faible est notée chez le couple symbiotique C-Dj (0.129).

L'effet du traitement phosphaté est trés hautement significatif (P<0.001) sur la biomasse
séche des nodules. Tous les couples symbiotiques présentent une biomasse nodulaire
supérieure sous suffisance en P que sous déficience. La plus importante amélioration est
notée chez le couple C-7 (66%), la plus faible chez le couple K-7 (25%). Cependant chez
les lignées 115, 75 et 83 inoculées avec la souche KA linverse est observé ; la plus forte
augmentation est obtenue chez le couple symbiotique K-115 (56%).

L'interaction entre le traitement phosphaté et les couples symbiotiques a eu un effet
trés hautement significatif (P<0.001) sur la biomasse nodulaire.
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Fig 28 : Variation du poids sec des nodules chez les
couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

La diminution de la biomasse nodulaire sous déficience de P a été rapportée par
plusieurs auteurs chez de nombreuse espéces ; Phaseolus vulgaris (Vadez et al., 1996 ;
Shamsldine et al., 2005 ; Djadjaglo et al., 2008; Kouas et al ., 2009 et Alkama, 2010), Pisum
sativum(Geneva et al, 2006), Glycine max (Ronnie,1986 ; Shu-Jie et al., 2006 ; Zarrin et
al., 2007 et PAN et al., 2008).

Nos résultats sont similaires a ceux observés par Alkama (2010). Selon cet auteur,
la déficience en P provoque une diminution de la biomasse nodulaire chez 7 lignées
contrastantes (115, 104, 75 et la 83) du haricot inoculées par la souche CIAT 899 dont la
plus importante diminution est de 71%. Le méme auteur a également rapporté une meilleure
nodulation chez la variété El Djadida par rapport aux lignées contrastantes.

En revanche, Diaw (2002), rapporte qu'aucun effet significatif des souches de
Rhizobium ou des variétés de haricot (Bronco et de Nérina) sur le poids sec des nodules
ainsi qu’aucune interaction entre les deux facteurs (souche rhizobia*variété du haricot).

Tang et al., 2001 constatent que la déficience en P a un effet déterminant sur le
développement des nodules en limitant 'approvisionnement en métabolites provoquant
ainsi la diminution de la biomasse nodulaire.

2.4.2. Effet de déficience en phosphore sur I’Activité Réductrice d’Acétyléne
(ARA)

L’'activité réductrice d’acétylene (ARA) est mesurée pour évaluer la fixation symbiotique de
I'azote par les différentes associations symbiotiques étudiées.

La figure 29 représente la variation de I'activité réductrice d’acétylene (ARA) chez
'ensemble des couples symbiotiques étudiés sous les deux niveaux de traitement
phosphaté

LANOVA montre un effet trés hautement significatif (P<0.001) des couples
symbiotiques, le traitement phosphaté et de I'interaction entre les deux sur 'ARA.
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La déficience en P induit une diminution hautement significative de I'ARA chez
I'ensemble des associations symbiotiques a I'exception de K-75, K115 et K-83 qui ont une
fixation trés importante sous les conditions de limitation de P.

En condition de déficience, la lignée 115 associée a la souche KA présente la plus
grande valeur de 'ARA (42,6 pymoles CoHg/h/plante), la plus faible valeur est observée chez

la lignée 7 inoculée par la souche CIAT 899 (7.75 pymoles CoHg/h/plante).

En condition de suffisance de P dans le sol, la lignée 115 inoculée par la souche KA
est toujours celle qui a enregistré la meilleure valeur de 'ARA (36 pmoles CoHg/h/plante)

alors qu’avec la lignée 7 inoculée par la souche CIAT 899, on observe la plus faible valeur
(13 pymoles CoHy/h/plante).
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Fig 29 : Variation I’Activité Réductrice d’Acétylene (ARA) chez
les couples symbiotiques en fonction du traitement phosphaté.

Shamsldine et al. (2005) rapportent que l'inoculation avec la souche EBRI 21 a un effet
positif sur ’ARA chez le haricotou une augmentation significative de I'activité réductrice
d’acétyléne est observée par rapport a la souche CIAT 899.

Diaw (2002), note un effet significatif de la variation génotypique chez le haricot et
l'inoculation rhizobienne sur 'ARA. D’aprés TANG et al. (2001), la suffisance en P induit
une augmentation de I’ARA accompagnée par une augmentation de la concentration en
'azote de la partie aérienne.

L'augmentation de la fixation symbiotique représentée par 'augmentation de I'ARA
sous condition de suffisance en P est due a la stimulation du développement nodulaire.
Ce constat est discuté par plusieurs auteur chez de nombreuses espéces a savoir le tréfle
Trifolium (Hogh-Jensen et al.,2002) ; Pisum sativum(Geneva et al., 2006), Glycine max
(Shu-Jie et al., 2006) et Phaseolus vulgaris (Vadez et al., 1996 ; Kouas et al ., 2009 ;Alkama
et al., 2009 et Alkama, 2010).

Par contre, la perturbation des fonctions nodulaires sous la déficience en P induit
l'inhibition des réactions énergétiques au sein des cellules nodulaires, ce qui résulte en
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une diminution de la biomasse bactérienne et par conséquent la fixation symbiotique (Sa
et Israel, 1991).

Les lignées 115, 75 et la 83 associées avec la souche rhizobienne KA montrent une
meilleure fixation symbiotique sous les conditions de déficience en phosphore, cette forte
fixation symbiotique est accompagnée par une biomasse nodulaire importante et une forte
biomasse séche de la partie aérienne.

La corrélation de la biomasse nodulaire avec la biomasse de la partie aérienne et de
'ARA a permis d’expliquer le comportement contrastant observé chez les trois couples
symbiotiques (K-115, K-75 et le K-83) sous déficience en P lorsqu’elles sont associées avec
la souche KA.

La biomasse nodulaire est corrélée positivement avec 'ARA (0,67 (P+) ; 0,87 (P-)) et
la biomasse séche de la partie aérienne ((0,02 (P+) ; 0,57 (P-)) lorsque les lignées sont
inoculées avec la souche KA. Cette corrélation est d’avantage significative sous conditions
de déficience en P (Figure 30).

Sous déficience en P, la souche KA par rapport a la CIAT 899, a induit une stimulation
de la biomasse nodulaire particulierement avec les lignées 115, 75 et la 83, ce qui a permis
une forte fixation symbiotique accompagnée par une forte accumulation de la biomasse
seche de la partie aérienne (Figure 30).
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Fig 30 : Corrélation de la biomasse nodulaire avec I'’ARA et la biomasse
seche de la partie aérienne (BA) (P-: Sol déficient ; P+ : Sol suffisant).

3. Discussion générale et synthése

3.1 Réponse des différentes couples symbiotiques a la déficience en
P

Afin de déterminer la nature et le degré de divergence entre les différents couples
symbiotiques étudiés vis-a-vis de I'adaptation a la déficience en P dans le sol, une analyse
en composantes principales (ACP) et une classification hiérarchique ont été effectué sur les
différents paramétres étudiés.
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Seuls les deux premiers axes de 'ACP (Figure 31) expriment 72,50% de la variabilité.
L'axe | (facteur 1) a absorbé 56.35% de la variation, cet axe associe les paramétres suivants:
surface foliaire, hauteur de la tige, biomasse de la partie aérienne et celle de la partie
racinaire, la concentration en P dans la partie aérienne, le P totale préleve, efficacité du
prélevement de P, 'ARA et la biomasse nodulaire, et qui participent a 86% de sa formation.

L'axe 2 qui a expliqué 16,15% de la variation, définit les variables pH rhizosphérique,
la concentration en P dans les racines et le P assimilable, qui ont contribué a 59% de la
variation (Figure 31).
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Fig 31 : Analyse des composantes principales qui représente la circule de
corrélations entre les différents parametres en conditions de déficience en P.
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Fig 32 : Représentation graphique de la distribution
spatiale des 12 couples symbiotiques dans les plan1-2 d’une
analyse en composantes principales sous déficience en P.

La projection (Figure 32) des points moyens des différents couples symbiotiques
étudiés sur le plan défini par les axes 1 et 2 a montré leur réponse a la déficience en
P en fonction des parameétres étudiés. Suivant I'axe 1, un regroupement plus homogéne
des couples symbiotiques selon leur tolérance a la déficience a été observé. En effet une
opposition nette a été enregistrée entre les couples tolérants et sensibles. Les couples
symbiotiques sensibles a la déficience en P dans le sol et qui sont : C-7, K-7, C-Dj, K-Dj,
C104, K-104 et le C-83, sont caractérisés par une faible biomasse séche, une faible teneur
en P totale, une faible efficacité du prélevement de P, une faible fixation symbiotique et
une grande efficacité d’utilisation de P. tandis que les couples symbiotiques tolérants a la
déficience en P; K-83, K-115, C-115, K-75 et le C-75 sont caractérisée par une : biomasse
séche élevé, une forte teneur de P, une forte efficacité du prélevement de P, forte fixation
azoté et une faible efficacité d'utilisation de P.

L'analyse du dendrogramme construit avec la méthode de WARD (Figure 33) a permis
de distinguer deux groupes différents pour leur tolérance a la déficience en P selon les
variables étudiées, la séparation des groupes par ACH rejoint celle établie par 'ACP.
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Fig 33: Classification hiérarchique des différents couples
symbiotiques sous déficience en P, selon la méthode de Ward.

Le premier groupe (B) (Figure33) comporte les interactions symbiotiques tolérantes a
la déficience en P et caractérisées par une forte croissance végétative, une forte teneur en
phosphore totale, une efficacité du prélévement de P élevé, une faible efficacité d’utilisation
de P et une forte fixation symbiotique. Ce groupe se subdivise en deux sous-groupes, le
premier sous-groupe (I) présente une faible tolérance a la déficience en P, il est constitué
par la lignée 115 et la 75 associées avec la souche CIAT 899, le deuxiéme sous-groupe
(I) est caractérisé par une forte tolérance et comporte les lignées 75, 83 et la 115 associée
avec la souche KA.

Le deuxiéme groupe (A) (Figure33) comporte les couples symbiotiques sensibles a la
déficience en P. Il est caractérisé par une faible croissance végétative, une faible teneur
en phosphore totale, une efficacité de prélevement de P faible, une grande efficacité
d’utilisation de P et une faible fixation symbiotique. Ce groupe est subdivisé en deux sous-
groupes, le premier sous-groupe (I) présente une forte sensibilité, il est constitué par la
variété Dj et la lignée 7 associées avec la souche CIAT 899 ou KA, le deuxiéme sous-groupe
(I1) est caractérisé par une faible sensibilité a la déficience ; il comporte les associations
symbiotiques C104, K-104 et le C-83.

3.2. Screening de I'efficience d’utilisation du P (PE) chez les différents
couples symbiotiques
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Pour évaluer l'efficience d’utilisation du P (Phosphorus effeciency : PE) des différentes
lignées du haricot qui sont en interaction avec les deux types de souches étudiées, des
meéthodes de screening de PE ont été utilisées.

Il existe deux méthodes pour le screening de PE ; une méthode direct qui consiste en la
comparaison direct d’'un seul parameétre a savoir la biomasse de la partie aérienne (Ozturk
et al. 2005) ou le P totale prélevé (Gill et al. 2004). La deuxiéme méthode est basée sur
I'évaluation du PE en fonction de multiples paramétres. Cette derniére méthode nécessite
I'utilisation de I'analyse de classification hiérarchique (ACH) (Cao et Pan, 2000 ; Li et al.,
2003).

La technique multiple dont divers parameétres sont utilisés pour le screening du PE
est la meilleure technique par rapport aux méthodes singuliéres car les interactions entre
les parametres seront prises en compte. Cependant I'utilisation de ’ACH n’explique pas la
contribution relative des différents paramétres au PE, ce qui peut avoir comme conséquence
I'incertitude dans I'estimation du PE (Pan et al., 2008).

L'analyse en composantes principales (ACP) est une technique récemment utilisée
pour le screening du PE ; elle a été employée pour I'évaluation de la qualité du sol (Sui et
al., 2005; Fang et Xie, 2004) et pour étudier la variabilité génétiques (Jin, 1990).

PAN et al. (2008) ont présenté la premiére tentative de I'utilisation de ’'ACP couplée
avec ACH pour le screening du PE sur plusieurs génotypes de soja. Nous avons employé
la méme technique utilisée par ce dernier auteur pour I'évaluation du PE des différentes
lignées du haricot et qui sont en interactions avec les deux types de souche a savoir la CIAT
899 et la souche KA.

La PE est estimé par une ACP entre les différents paramétres étudiés a P- (déficience
en P) et les index des paramétres en P- relative aux ceux a P+ (suffisance en
P) ; généralement seules les composantes principales (CPs) dont la valeur propre est
supérieure a 1 sont pris dans 'ACP. Trois CPs de chaque couple symbiotique ont été
maintenus pour I'estimation, le taux de contribution cumulative de ces CPs est 87% c’est-
a-dire qu’elles représentent 87% de la variation entre les différents paramétres étudiés.

Le poids relatif de chaque PC (PR) est calculé pour chaque couple symbiotique a
travers le taux de contribution relatif de chaque PC a la variation entre les différents
parameétres.

La composante des paramétres (la valeur F) pour I'évaluation de PE des différentes
interactions symbiotiques est calculée a travers les PCs retenus et leurs poids relatifs
correspondants pour chaque couple symbiotique a savoir :

rw L =
F == E F ol iy + I
| -
A 1

La valeur F a permis I'estimation du PE des différentes associations symbiotiques
en fonction des différents paramétres physiologiques et morphologiques étudiés. Pour
comparer la PE des différents couples symbiotiques selon la valeur F, un ACH pour classer
les différentes interactions symbiotiques en fonction de leur PE a été réalisé (valeur F).

La classification ascendante des différents couples symbiotiques en fonction de leur
efficience d’utilisation de P est représentée par la figure 34.
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Fig 34 : Classification hiérarchique par la méthode de Ward des
différents couples symbiotiques en fonction de PE (valeur F) ; I, Il et
Il représentent respectivement PE faible, PE modéré et PE éleve.

L'analyse du dendrogramme construit avec la méthode de Ward (Figure 34) a permis
de distinguer trois groupes différents pour leur PE.

Le premier groupe comporte la catégorie dont la PE est le plus faible (F>0,7), cette
catégorie est constituée par la lignée El Djadida et la lignée 7 qu’elles soient inoculées par
la souche CIAT 899 ou KA, et par la lignée 104 inoculée par la souche KA.

Le deuxieme groupe est constitué par les couples symbiotiques C-115, C- C-75,
C-104 et le C-83 ; cette catégorie est caractérisée par une PE modérée (0,7>F>-0,7).
Enfin le troisieme groupe qui comporte les interactions symbiotiques les plus efficientes en
phosphore (F<-0.7), se sont les lignées 115, 83 et la 75 associées a la souche rhizobienne
KA.

D’aprés ces résultats, on constate que la variété locale d’El Djadida et la lignée 7 sont
celles les moins efficientes en P par rapport aux autres lignées.

Les différentes lignées inoculées par la souche KA sont caractérisées par la meilleure
PE a I'exception de la ligne 104 qui présente la meilleure PE lorsqu’elle est associée avec
la souche CIAT 8999.

L'inoculation par la souche KA a permis 'augmentation de la PE des différentes lignées
plus particulierement la 83, la 75 et la 115.

La variation des différents parameétres utilisés pour le screening de la PE des différents
couples symbiotiques en fonction de 'augmentation de la PE est représentée par la figure
35.
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Fig 35: variation des différents parametres utilisés dans le screening
de la PE dans les conditions de déficiences et celle de suffisances en
fonction de 'augmentation de niveau de la PE : I, Il et lll représentent

respectivement le niveau faible de PE, le niveau modéré et le niveau élevé.

D’aprés la figure 35, sous déficience ou suffisance en P dans le sol, les couples
symbiotiques les plus efficients en P sont ceux qui possedent la plus importante biomasse
seche aérienne, une grande hauteur de la tige et surface foliaire, une meilleure efficacité
du prélévement de P, une forte teneur en P totale et une forte concentration en P dans la
partie aérienne.

Cependant, en condition de déficience en P, les couples symbiotiques les plus efficients
en P sont ceux qui ont enregistré la meilleure fixation symbiotique, le pH rhizosphérique le
plus faible et la plus grande biomasse nodulaire, par contre ils ont la plus faible efficacité
d’utilisation du P.
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L'augmentation de l'efficacité d’utilisation de phosphore est une stratégie importante
pour tolérer la déficience en phosphore (Raghothama, 1999 ; Bates et Lynch, 2001 ; Vance
et al., 2003).

PAN et al (2008) rapportent que 'augmentation du PE chez le soja est accompagnée
par une augmentation de I'efficacité d’utilisation du P et une diminution de I'efficacité du
prélevement de P.

Alkama, (2010) rapporte aussi que les lignées du haricot les plus tolérantes a la
déficience en P sont caractérisées par une forte fixation symbiotique et une efficacité
d’utilisation de P importante.

D’aprés nos résultats, il y a une augmentation de la fixation symbiotique et du
prélévement du P ainsi qu’'une diminution de l'efficacité d’utilisation de P par la plante
chez les interactions symbiotiques les plus efficientes en P. Ceci peut étre expliqué par la
forte acidification de la rhizosphére notée chez les lignées associées plus particulierement
avec la souche KA afin de constituer une forte interaction symbiotique caractérisée par
une grande capacité de solubilisation de P dans la rhizosphére. A cet effet, la teneur de P
assimilable augmente ce qui va permettre a la plante d’augmenter son prélévement en P.
Par conséquent, I'efficacité d’utilisation de P par la plante va diminuer car le phosphore est
suffisamment disponible dans la rhizosphére.

Dans la pratique, les paramétres qui sont choisis pour faire le screening de la PE
sont ceux qui doivent avoir une forte relation avec la PE et qui sont faciles a mesurer
(Pan et al., 2008). Ding et Li (1998) ont rapporté que la surface foliaire, I'activité de la
phosphatase, la biomasse séche et la teneur en azote totale sont corrélés significativement
avec les paramétres du rendement ; ils sont donc nécessaires a I'évaluation de la PE des
Iégumineuses. Tong et Yan (1999) ont noté que le P total prélevé et la biomasse séche
sont deux paramétres intéressants pour le screening de la PE chez le soja. Cependant,
Tong et al. (2000) ont démontré que le P contenu dans la partie aérienne présente une forte
corrélation avec la PE, et le considérent comme un indice trés important dans I'évaluation
de la PE.

Dans notre travail la PE des différents couples symbiotiques a été évaluée a partir de
dix parametres qui ont présenté une différence significative avec les couples symbiotiques.
Sous déficience en P, la PE a présenté une forte corrélation (Tableau 11), avec les
paramétres symbiotiques (biomasse nodulaire et ARA), les paramétres de croissance
(hauteur de la tige, surface foliaire et la biomasse séche de la partie aérienne), la PUE,
I'efficacité du prélévement du P, la concentration en P dans la partie aérienne et le P total
prélevé par la plante. En revanche, en condition de suffisance en P, la PE a présenté
de faibles corrélations avec les différents paramétres de screening par rapport a celles
observées sous déficience en P.

Ces derniers résultats sont similaires avec ceux rapportés par Pan et al. (2008) qui
notent une faible corrélation sous conditions de suffisance en P des différents paramétres
employés pour le screening de la PE chez le soja.
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Parameéires P- P-P+
Biomasse nodulaire séchelg) -0 202609 -0,380675 -0, 20403%
Binmasse de la partie aérienne -0,298417 -0,702423 -0.311407
séche (2

Concentration en P dans la partie 0615055 -0,349511 -0,5593509
aérienne (mgfol)

Letrvité RAductrice A’ fecétyléne 064769 -0,213602 -0,653332
(AFA&)

pH Rhizosphérigue 0,243120 -0,178353 01511280
Swrface foliaire {cm?) -0.872701 -0,334625 -0,59450%
Hanteur de la tige {cm) -0,700429 -0,357372 0,157565
Phosphore total prélevé (g plante) -0,242526 -0,611302 -0,707551
RPAE (g o1 -0, 78A5E9 -0,459076 -0,619851
FUE gzt 0624302 0353002 0625720

Tableau 11: Corrélation entre la PE et la valeur des différents parametres
sous déficience en phosphore (P-) sous suffisance (P+) et le rapport P-/P+.
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La réponse du haricot (Phaseolus vulgaris) a la déficience en phosphore et son influence
sur la biodisponibilité du phosphore dans la rhizosphére, sont étudiés sur cinqg lignées
recombinantes de haricot (7, 75, 83, 104 et la 115) et une variété cultivée localement (El
Djadida). Deux souches rhizobiales ont été choisies pour l'inoculation ; une souche de
référence CIAT 899 et une souche isolée native dénommé KA, isolée a partir d’'un sol d’El
Kala.

Contrairement a la souche de référence, la souche KA présente in vitro un pouvoir
de solubilisation de phosphore sur les milieux PVK et NBRIP. L'indice de solubilisation de
phosphore (IS) enregistré aprés 15 jours d’incubation est respectivement de 0,83 et 0,58.

La déficience en phosphore affecte la croissance et la fixation symbiotique du haricot.
Des réductions significatives sont observées au niveau du poids sec des parties aériennes
(33.8%), de la surface foliaire (23%), de la hauteur des tiges (27%), du poids sec de nodules
et de I'activité réductrice d’acétylene a I'exception des lignées 115, 75 et la 83 associées
a la souche KA.

La limitation du P dans le sol a également induit une réduction de la concentration en
P dans la partie aérienne (25%), le P totale prélevé (45%) et 'efficacité de préléevement de
P (110%). En revanche l'efficacité d’utilisation de P a connu une augmentation significative
(82%).

L'inoculation du haricotse traduit par un effet complémentaire en synergie avec I'apport
phosphaté. Les plantes inoculées ont présenté une meilleure, biomasse séche, teneur en P
total, efficacité de prélévement du P et la disponibilité du P dans la rhizosphére par rapport
au témoin fertilisé et non fertilisé. Cette derniére amélioration est plus marquée avec la
souche KA gu’avec la souche CIAT 899.

L'analyse statistique des données indique une différence significative entre les deux
traitements phosphatés d’'une part et entre les couples symbiotiques d’autre part. Par
ailleurs, le screening de I'efficience vis-a-vis du P des différents couples symbiotiques réveéle
la présence de trois groupes. Le premier groupe comporte les couples symbiotiques les
plus efficients qui sont la lignée 83, 75 et la 115 inoculées par la souche KA ; le deuxiéme
groupe se caractérise par une efficience en P modéré, il comporte les lignées 115,104, 83
et la 75 inoculées par la souche CIAT 899 ; le troisiéme groupe comporte les combinaisons
symbiotiques K-104, C-Dj, K-Dj, C-7 et le K-7 qui sont les moins efficients vis-a-vis du
phosphore.

Dans notre étude, l'inoculation et particulierement par la souche solubilisatrice de
phosphore (KA), a joué un rble dans I'adaptation de la plante hbéte a la déficience en
phosphore améliorant ainsi sa tolérance a ce stress. Nos résultats permettent d’envisager
I'utilisation des bactéries solubilisatrices de phosphore dans les pratiques agronomiques,
ce qui va aider non seulement a excentrer le co(t élevé d'engrais phosphatés mais aussi a
mobiliser le phosphore insoluble dans les engrais et les sols.

La sélection des associations symbiotiques ayant un potentiel de fixation élevé,
efficaces dans l'utilisation de phosphore et les plus productives, sera d’une importance
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stratégique. En effet, leur emploi permettrait de résoudre le probléme lié aux réserves de
phosphore dans le sol.

A partir des résultats obtenus, des recommandations et des perspectives peuvent étre
proposées pour compléter ce travail :

Il serait intéressant de poursuivre ce travail, d’'une part, par la sélection des lignées
ayant un potentiel de fixation d’azote élevé, efficaces dans l'utilisation de phosphore
et qui présentent une meilleure adaptation a la déficience en phosphore sous serre.
D’autre part, par une étude de comportement, des couples symbiotiques attestés
tolérants a la déficience en phosphore, en condition de plein de champ.

Une caractérisation moléculaire, phénotypique et biochimique approfondie du
partenaire microbien afin de connaitre les mécanismes et les génes impliqués dans le
contréle de la solubilisation du phosphore dans la rhizosphére.
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ANNEXES

Annexe | : Teste de signification obtenu par I’analyse
de la variance (ANOVA) et regroupement des couples
symbiotiques selon le teste de Newman et Keuls
(a<0.05%)

Tazis of Between-Subjects Effecis
DependentVarable Poid sec des nodules (2]
Source Type I Sam df Mean Square F S1g.
of Squares
Corrected Madel e 25 J17 27,851 00
Intercept 3,944 1 35944 [ AeEAe LTS JLaoa
Conples ET 11 J22 36,715 ,000
Sal J1E 1 J1E 27,841 ,000
Cemples * 5ol 124 11 11 12,073 ,000
Error J28 48 L0l
Total 4552 T
Corrected Total L4082 71
Test of Newman and Keuls
Couples symbiotigues H Subset
1 2 3 4 5 [
Student-Mewman-Eenls” C-I 6 A
k-LO7 6 A E
C-Les A A E
E-I [ E [
C-Loy [ E [
C-L104 [ E C D
C-L75 [ C D
C-L115 [ C D
E-L=3 [ K E
E-L104 [ K E
E-L75 [ E
E-L115 [ F

1. Poids sec des nodules

2. Poids sec de la partie racinaire
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Tests of Betwee n-Subjects Effects

DependentVariable:Poid sec des racines (g)

Source Type Il Sum | df Mean Square
of Squares

Corrected a 23 ,258

Model 5,926

Intercept 99,060 1 99,060

Couples 2,874 11 ,261

Sol ,505 1 ,505

Couples * Sol 2,547 11 ,232

Error 12,461 48 ,260

Total 117,447 72

Corrected Total 18,387 71

a. R Squared =,322 (Adjusted R Squared = -,002)

3. Poids sec de la partie aérienne

Test of Newman and Keuls

Couples symbiotiques

z

Subset

Student-Newman- K-Dj

Keulsa”b

C-Dj

k-LO7

C-L104

C-L75

K-L83

C-L115

C-L83

K-L104

K-L115

K-L75

[elielNeiNelNeriNeNe)lNe N elNe)INer]Ne)]

C-LO7

> > > P> P>

3. Poids sec de la partie aérienne

ANNEXES
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Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:Poid sec de la partie aerienne (g)

Source Type Il Sum | df Mean Square| F Sig.
of Squares

Corrected 170’254a 23 7,402 3,522 ,000

Model

Intercept 1943,678 1 1943,678 924,663 ,000

Couples 109,961 11 9,996 4,756 ,000

Sol 52,545 1 52,545 24997 ,000

Couples * Sol 7,748 11 ,704 ,335 ,973

Error 100,898 48 2,102

Total 2214,830 72

Corrected Total 271,152 71

a. R Squared =,628 (Adjusted R Squared = ,450)

4. La concentration de P dans les racines

Test of Newman and Keuls
Couples symbiotiques

pd

Subset

Student-Newman- C-Dj
a,,b K-Dj
C-L07
C-L75
K-L104
C-L104
C-L115
k-LO7
K-L83
K-L75
C-L83
K-L115

Keuls

> > > > > x>

00| 00| 00| 00| 00| o) 00| 0o| o

O O O O O O | | | | | O
OO0O00000O0n

4. La concentration de P dans les racines
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:la concentration de P dans les racines (mg.g)

Source Type Il Sum | df Mean Square| F Sig.
of Squares

Corrected 55’294a 23 2,404 1,861 ,035

Model

Intercept 563,356 1 563,356 436,075 ,000

Couples 16,592 11 1,508 1,168 ,334

Sol 2,960 1 2,960 2,291 ,137

Couples * Sol 35,742 11 3,249 2,515 ,014

Error 62,010 48 1,292

Total 680,660 72

Corrected Total 117,304 71

a. R Squared = ,471 (Adjusted R Squared =,218)

5. La concentration de P dans la partie aérienne

Test of Newman and Keuls

Couples symbiotiques

z

Subset

Student-Newman- K-Dj

Keulsa”b

C-Dj

C-LO7

K-L104

K-L83

K-L115

C-L83

K-L75

C-L104

C-L115

C-L75

[elielNeiNelNeriNeNe)lNe N elNe)INer]Ne)]

k-LO7

> > > > > P> D

5. La concentration de P dans la partie aérienne

ANNEXES
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Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:la concentration de P dans la partie aerienne (mg.g)

Source Type Il Sum | df Mean Square| F Sig.
of Squares

Corrected 161 ’224a 23 7,010 4,219 ,000

Model

Intercept 1503,526 1 1503,526 904,935 ,000

Couples 112,597 11 10,236 6,161 ,000

Sol 42,355 1 42,355 25,492 ,000

Couples * Sol 6,271 11 ,570 ,343 ,971

Error 79,751 48 1,661

Total 1744,500 72

Corrected Total 240,974 71

a. R Squared = ,669 (Adjusted R Squared =,510)

6. Le P totale prélevé par la plante

Test of Newman and Keuls

=z

Couples symbiotiques Subset

N
w
N

Student-Newman- K-L104

Keulsa”b C-L104

C-L83

K-Dj

C-Dj

K-L83

K-L75

C-LO7

> >z > >

k-LO7

00| 00| 00| 00| 0| 0| 0| 0| @0

C-L75

O00000n

K-L115

[elieiNelNelNeriNelNorl el erlNerINerINe)]

O 00000

C-L115

6. Le P totale prélevé par la plante
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:Le P totale contenue dans la plante (mg.plt

ANNEXES

Source Type Il Sum | df Mean Square| F Sig.
of Squares

Corrected 12956,8OSa 23 563,339 5,167 ,000

Model

Intercept 56836,711 1 56836,711 521,320 ,000

Couples 8597,389 11 781,581 7,169 ,000

Sol 3999,555 1 3999,555 36,685 ,000

Couples * Sol 359,862 11 32,715 ,300 ,983

Error 5233,183 48 109,025

Total 75026,700 72

Corrected Total 18189,989 71

a. R Squared =,712 (Adjusted R Squared = ,574)

7. Efficacité d’utilisation de P par la plante
Test of Newman and Keuls
Couples symbiotiques N Subset
1 2 3
Student-Newman- K-Dj 6 A
a,,b C-Dj 6 A

Keuls K-L104 |6 A B
C-L104 |6 A B C
C-Lo7 |6 A B C
C-L83 |6 A B C
k-LO7 |6 A B C
K-L83 |6 A B C
C-L75 |6 B C
K-L75 |6 B C
C-L115 |6 C
K-L115 |6

7. Efficacité d’utilisation de P par la plante
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Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:Effecacité d'utilisation de P par la plante (g.g)

Source Type Il Sum | df Mean Square F Sig.
of Squares

ﬁgrg:lcted 570486,676° 23 24803,769 8,960 ,000

Intercept 5233769,935 |1 5233769,935 1890,638 |,000

Couples 368410,885 |11 33491,899 12,099 ,000

Sol 157017,708 |1 157017,708 56,721 ,000

Couples * Sol 45058,083 11 4096,189 1,480 ,170

Error 132876,275 |48 2768,256

Total 5937132,886 72

Corrected Total |703362,951 |71

a. R Squared =,811 (Adjusted R Squared =,721)

8. Efficacité du préléevement de P par la plante

Test of Newman and Keuls
Couples symbiotiques

pd

Subset

Student-Newman- C-L115
a,b K-L115
C-L75
K-L75
k-LO7
C-L07
K-L83
C-L83
C-L104
C-Dj
K-Dj
K-L104

Keuls

> >> > >

00| 00| 00| 00| C0| 0O| 00| @O

[elielNeiNelNeiNeiNelNeNeiNe)INer]Ne)]

8. Efficacité du préléevement de P par la plante
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:Effecacité du prélévement de P par les racines

ANNEXES

Source Type Il Sum | df Mean Square| F Sig.
of Squares

Corrected 11567,00Za 23 502,913 4,096 ,000

Model

Intercept 48506,081 1 48506,081 395,076 ,000

Couples 5442,539 11 494,776 4,030 ,000

Sol 4902,116 1 4902,116 39,927 ,000

Couples * Sol  1222,348 11 111,123 ,905 ,543

Error 5893,274 48 122,777

Total 65966,357 72

Corrected Total 17460,276 71

a. R Squared = ,662 (Adjusted R Squared = ,501)

9. pH rhizosphérique
Test of Newman and Keuls
Couples symbiotiques N Subset
1 2 3 4
Student-Newman- K-L104 6 A
a,,b C-Dj 6 A B

Keuls KDj 6 A B c
C-L104 6 A B C D
C-L83 6 A B C D
C-Lo7 6 A B C D
K-L75 6 A B C D
k-LO7 6 A B C D
C-L75 6 B C D
K-L83 6 C D
C-L115 6 C D
K-L115 6 D

9. pH rhizosphérique
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Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

Tests of Between-Subjects Effects
DependentVariable:pHrhizosphérique

Source Type lll Sum | df Mean Square F Sig.
of Squares

Corrected 6.42 42 23 279 4,055 ,000

Model

Intercept 4222,256 1 4222,256 61301,406 ,000

Couples 2,132 11 ,194 2,814 ,008

Sol ,075 1 ,075 1,085 ,304

Couples * Sol 4,061 11 ,369 5,360 ,000

Error 2,893 42 ,069

Total 4360,338 66

Corrected Total 19,317 65

a. R Squared =,690 (Adjusted R Squared = ,519)

10. P assimilable (P205 en ppm)

Test of Newman and Keuls
Couples symbiotiques

pd

Subset

N

Student-Newman- K-L104
a,b,c K-Dj
K-L115
K-L75
C-L104
C-L75
C-L115
k-LO7
C-Dj
K-L83
C-L83
C-LO7

Keuls

> > > > > >

[elNeriNeINé) e iNé NN I AN e INé 1Ne)]

00| 00| 00| 00| 00| 00| 00| 00| CO| 00| O

10. P assimilable (P205 en ppm)
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:le P assimilable (P205ppm)

Source Type Il Sum df Mean Square F Sig.
of Squares
Corrected 2476,SGSa 23 107,690 1,911 ,032
Model
Intercept 107827,379 1 107827,379 1913,069 |,000
Couples 947,843 1" 86,168 1,529 ,156
Sol 3,637 1 3,637 ,065 ,801
Couples * Sol  1489,424 1" 135,402 2,402 ,020
Error 2479,996 44 56,364
Total 113541,588 68
Corrected Total 4956,864 67
a. R Squared = ,500 (Adjusted R Squared =,238)
11. Surface foliaire
Test of Newman and Keuls
Couples symbiotiques N Subset
1
Student-Newman- k-LO7 6 A
a,,b,,c C-L83 6 A
Keuls K-L104 5 A
K-L75 6 A
C-L115 6 A
C-L104 6 A
C-Dj 6 A
K-L115 6 A
C-L07 6 A
K-Dj 5 A
C-L75 6 A
K-L83 4 A

11. Surface foliaire

ANNEXES
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Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:Surface foliaire (cm2)

Source Type Il Sum | df Mean Square F Sig.
of Squares

Corrected 3218’140a 23 139,919 21,587 ,000

Model

Intercept 54455,757 1 54455,757  8401,503 |,000

Couples 2606,917 11 236,992 36,563 ,000

Sol 8,410 1 8,410 1,297 ,260

Couples * Sol 602,054 11 54,732 8,444 ,000

Error 304,638 47 6,482

Total 58390,690 71

Corrected Total |3522,778 70

a. R Squared = ,914 (Adjusted R Squared = ,871)

12. Hauteur de la tige

Test of Newman and Keuls

=z

Couples symbiotiques Subset

1 2 3 4

Student-Newman- C-Dj A

a,,b,,c K-Dj A

Keuls

k-LO7 A

K-L104

C-L115

C-L75

C-L104

C-L83

K-L115

C-LO7

O00000n

K-L83

[elkeiNeiNelNeriNerINé) [NelNerlNerINer]Ne)]

K-L75

12. Hauteur de la tige
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable:Hauteur de la tige (cm)

Source Type Il Sum df Mean Square F Sig.
of Squares

Corrected 558’55921 23 24,285 3,085 ,001

Model

Intercept 21930,800 1 21930,800 2785,641 |,000

Couples 232,100 11 21,100 2,680 ,010

Sol 127,182 1 127,182 16,155 ,000

Couples * Sol 191,770 11 17,434 2,214 ,031

Error 346,403 44 7,873

Total 23240,400 68

Corrected Total 904,962 67

a. R Squared = ,617 (Adjusted R Squared = ,417)

13. Activité réductrice d’Acétylén (CoHg.h.plante)

Test of Newman and Keuls

Couples symbiotiques

b

Subset

Student-Newman- C-L75

Keulsa”b”c

K-L104

k-LO7

C-LO7

C-L104

C-Dj

K-Dj

C-L115

C-L83

K-L83

> B> > P>

K-L75

K-L115

(&I N eiNe)lNeriNerNerINeNé) | NerlNer]Ne)]

00| 00| 0| 00| CO0| o| 00| 00| 00| O

13. Activité réductrice d’Acétylén (CoHg4.h.plante)

ANNEXES
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Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

Tests of Between-Subjects Effects
DependentVariable:Activité Réductrice d'Acétylen (CoHg.h.plt)

Source Type lll Sum | df Mean Square F Sig.
of Squares

Corrected 6222,3%a 23 270,539 122,844 ,000

Model

Intercept 42928,000 1 42928,000 19492,381 ,000

Couples 4399,552 11 399,959 181,610 ,000

Sol 472,073 1 472,073 214,355 ,000

Couples * Sol |1350,772 11 122,797 55,759 ,000

Error 105,710 48 2,202

Total 49256,106 72

Corrected Total 6328,107 71

a. R Squared = ,983 (Adjusted R Squared = ,975)

Annexe 2 : Matrice de corrélation
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Annexe 3 : Composantes (CPs) principales et poids
relatif (PR) des différents couples symbiotiques

1. Composantes principales
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Adaptation de la symbiose légumineuse haricot-rhizobium a la déficience en phosphore

CP1 CP2 CP3
CDj 2,709623 0,527824 0,090916
KDj 1,771665 1,031006 1,807155
C115 -1,18631 3,119939 -1,63531
K115 -4,66789 4,254886 0,89114
C75 0,269881 2,042115 -2,50499
K75 -3,1763 1,368964 -0,5474
C104 0,180604 0,406678 -0,51363
K104 1,409488 -0,29166 0,819113
C83 -0,00891 0,134793 -1,51445
K83 -1,98497 0,912853 -0,2179
C7 1,66802 -0,14072 -1,14319
K7 1,611917 0,550002 0,16131

2. Poids relatif de chaque composante principale

PC1

PC2

PC3

PR

0,523587

0,250528

0,100235

3. Valeur F de chaque couple symbiotique

Couples PE (valeur F
symbiotiques

CDJ 1,560071
KDJ 1,367058
C115 -0,00342
K115 -1,28875
C75 0,401825
K75 -1,37497
C104 0,144962
K104 0,747025
C83 -0,1227
K83 -0,83245
C7 0,7

K7 0,997939
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