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Résumeé

Le présent travail a porté sur I’étude de la symbiose Rhizobium-Arachis hypogaea L. Dix neuf
isolats derhizobiumnodulant I’arachide, isolés de différents sols, provenant de régions arachidiéres
en Algérie (El Tarf et Guelma) ont été caractérisés phénotypiquement.

L’analyse de leur tolérance a la salinité (NaCl), aux pH acides et alcalins, aux températures
extrémes, ainsi qu’a I’utilisation des différents hydrates de carbone, a permis de mettre en évidence
une gamme diversifiée de souches de rhizobiums d’arachide. L’analyse numérique montre deux
grands groupes a 38% de similarité; un groupe qui réunit les isolats a croissance rapide et
intermédiaire et un autre groupe qui réunit les isolats a croissance lente qui appartiendraient
probablement au genre Bradyrhizobium.

Une réponse positive a I’inoculation (de 1'arachide) par la majorité des souches testées a été
observée, avec une augmentation du rendement en graines et en gousses.Ces souches qui ont
entrainé cette supériorité sont classées parmi celles qui ont montré également des caractéristiques
symbiotiques supérieures (capacité fixatrice d’azote, nodulation et rendement en matiére seéche
satisfaisant).

Certaines souches confirment leur supériorité¢ en conditions de stress hydrique. Ce dernier
se manifeste par une baisse rapide des deux activités enzymatiques ARA et ANR, ainsi q’une
diminution de la nodulation, de la hauteur et du poids sec des plants.

Mots clés : Rhizobium, Arachide, Caractérisation, Symbiose, Fixation d’azote, Inoculation,
Stress hydrique.



Summary

Summary

This present work is to study symbiosis Rhizobium-Arachis hypogaea L. Phenotypic characteristics
of nineteen rhizobia strains of nodulated a groundnut, isolated from various soils collected from
different areas classified with great production of groundnut in Algeria (El Tarf and Guelma), were
studied.

The analysis of their tolerance to salinity, the extreme temperatures, the acid and alkaline pH
and assimilation of carbohydrates, allowed the description of a wide diversity among tested isolates
ofrhizobia strains of groundnut. Numerical analysis shows two groups at 38% of similarity; a group
which joins together the isolates with fast and intermediate growth and another group which joins
together the isolates with slow growth which would probably belong to the Bradyrhizobiumkind.

A positive response to the inoculation (of groundnut) by the majority of the strains tested,
with an increase in the output out yield ofgrain and pods. These strains which involved this
superiority are classified among those which also showed higher symbiotic characteristics
(capacity of nitrogen fixation, nodulation and dry matter yield satisfying). Some strains confirm
their superiority into water stress conditions. Water stress appears by a fast fall of the two enzymatic
activities ARA and ANR, reduction of nodulation, height plants and dry matter yield.

Key words: Rhizobium, Groundnut, Characterization, Symbiosis, Nitrogen fixation,
Inoculation, Water stress.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

NGR234 New Guinea Rhizobium
ADNr16S ADN ribosomique 16S
ARNr16S ARN ribosomique 16S
EPS Exopolysaccharides
A.R.A Activité Réductrice Acétyléne
AN.R Activité Nitrate Réductase
Kwh Kilo watt heur
Mt Million de tonnes
nm Nanometre
mn Minute
mm Millimetre
mM Millimolaire
pm Micrometre
umole Micromole
ul Microlitre
U/ha Unité par hectare
DO Densité Optique
ppm Partie par million
A% Argile %

L% Limon %

S% Sable %

CE Conductivité Electrique

PCGS Poids de cent gousses

PCGR Poids de cent graines

YEMA Yeast-Extract Mannitol Agar
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L’Arachide (Arachis hypogaea L.) est I'une des plus importantes oléagineuses cultivées
dans le monde, notamment dans les régions arides et semi-arides de I'Afrique. Son succés
réside dans le fait que c’est une oléoprotéagineuse aux nombreuses utilisations alimentaires
et fourragéres (graine, huile, tourteaux, fanes et coques). Sa culture prend de I'ampleur
en Algérie (Benmohamed etal., 2004), ou elle est cultivée dans plusieurs wilayas El Tarf,
Skikda, Adrar, Ghardaia, et El Oued. Cependant, la production nationale reste en decga des
besoins, car les rendements sont faibles et trés variables. En effet, le rendement moyen
est de l'ordre de 11 gx/ha avec un maximum de 18q x/ha enregistré a Ghardaia en 2006
(M.A.D.R, 2007), alors que le rendement potentiel de I'arachide est de 60 a 70 gx/ha (Aune,
2007).

Etant une légumineuse, l'arachide peut utiliser 'azote atmosphérique grace a la
symbiose avec des bactéries de la famille des rhizobiaceae.

Il est généralement admis que I'ensemble du processus de fixation biologique de
l'azote par les fixateurs libres et les associations symbiotiques peut s’élever a 175
millions de tonnes par an a I'échelle de la planéte. La participation de I'association
légumineuse-rhizobium a cette fixation atteindrait 50% environ avec des différences
sensibles entre les associations concernées dans les rendements mesurés au champ
(Trinchantet al., 1997). Cette association peut fournir jusqu'a 90% de 'azote nécessaire a
la plante. Ainsi, I'arachide peut fixer de 22 a 92% de ses besoins en azote de I'atmosphére.
Mais la quantité d’azote fixé est trés variable d’'une espéce a l'autre et pour une méme
espéce car I'activité symbiotique est influencée par les souches bactériennes, la plante héte
et les facteurs du milieu (Waniet al., 1995).

L'intérét du processus de fixation symbiotique de I'azote se trouve actuellement amplifié
par I'exigence permanente d'une agriculture durable et respectueuse de I'environnement.
Il apparait comme un moyen trés économique pour produire des protéines végétales. En
effet, dans les pays développés, la sur-utilisation des engrais azotés chimiques a conduit
a une pollution des sols, des nappes phréatiques et cours d’eau. Aujourd’hui, la pollution
par les nitrates est un probléme réellement inquiétant, et la réintroduction de légumineuses
s’avere étre un bon moyen pour limiter cette nuisance.

Par ailleurs, la capacité de fixation symbiotique de I'azote des légumineuses peut
étre améliorée en inoculant le sol avec des souches performantes de rhizobiums. Les
souches locales, plus adaptées a leur environnement, occupent plus facilement les sites de
nodulation sur les racines des légumineuses comparativement aux souches introduites, qui
peuvent avoir des difficultés pour les supplanter (Bado, 2002).

La perturbation de la fixation de I'azote par les contraintes environnementales, en
particulier le stress hydrique représente la limitation majeure de I'extension et de I'instabilité
du rendement des légumineuses. En effet, la contrainte hydrique et les perturbations
osmotiques qui en découlent, peuvent affecter la symbiose rhizobium-légumineuse, en
diminuant la croissance et la survie des rhizobiums dans le sol, en réduisant la colonisation
de la rhizosphére ou en inhibant totalement ou partiellement le processus d’infection et de
développement des nodosités ou encore en affaiblissant I'activité fixatrice de ces derniéres.



INTRODUCTION

Dans la perspective d'utiliser la symbiose rhizobium-arachide nous nous sommes
Proposes :
d’évaluer le potentiel rhizobien des sols des régions arachidiéres en Algérie.

de constituer une collection de souches de rhizobiums nodulant 'arachide et la
caractériser sur le plan phénotypique.

d’étudier le niveau d’infectivité et d’effecience de ces souches, et d’évaluer par la
suite leur influence sur la croissance des plantes et le rendement.

d’étudier l'influence du stress hydrique sur I'établissement de la symbiose.

11
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I.1. Partenaires de la symbiose Arachide-Rhizobiums

1.1.1. L’arachide (Arachis hypogaea L.)
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1.1.1.1. Morphologie et développement de la plante

L'arachide cultivée, est une Iégumineuse annuelle herbacée a fructification souterraine, de
la famille des fabacées (Clavel et Gautreau ,1997; Schilling et al., 1997).

La partie aérienne comprend une tige principale toujours érigée et deux ramifications
primaires, érigées ou rampantes (Figure 1).Le systéme racinaire comporte un pivot a
chevelu abondant, qui peut s’enfoncer a plus de 1,30 métre de profondeur et peut porter des
nodules sur les racines primaires et secondaires, essentiellement sur les quinze premiers
centimétres (Figure 2).Leur nombre peut varier entre 800 a 4 000 et leur dimension peut
aller de la taille d’'une téte d’épingle a environ 4 mm. lls portent des radicelles blanches,
courtes et épaisses en forme de massue qui peuvent jouer un rdle non négligeable dans la
nutrition de la plante (Gillier et Sylvestre, 1969).

Les feuilles sont nombreuses, pennées avec deux paires de folioles elliptiques
opposées et subsessiles. Les fleurs jaunes - orangées papilionacées, prennent naissance a
l'aisselle des feuilles. La fécondation a lieu avant I'épanouissement des fleurs (Cleistogamie)
bien qu’il existe un certain pourcentage d'allogamie de 1 a 4. Aprés la fécondation, la base
de 'ovaire s'allonge pour donner naissance a un organe appelé gynophore qui porte I'ovaire
vers le bas (Wissuwa etAe, 2001). La gousse prend une position horizontale entre 2 a 7
cm sous la surface du sol. Elle est composée d'une coque indéhiscente contenant de 1 a
4 graines (Gillier etSylvestre, 1969).

La graine est dormante dans le groupe Virginia, non dormante chez les Valencia et
Spanish. Elle Ieve au bout de trois a cing jours. La plante a un développement végétatif
limité jusqu’au début de la floraison (25 a 30 jours aprés le semis). Il s’intensifie ensuite avec
émission de fleurs puis formation des gousses. La floraison dans les conditions normales de
croissance passe par un maximum entre 40 et 60 jours aprés semis pour ensuite décroitre,
sans cesser totalement, jusqu'a la récolte. La plante émet de 400 a 1 000 fleurs dont 10 a
20 % donneront des gousses qui ne parviendront pas toutes a maturité (Schilling, 2003).
Seules les premiéres formées, correspondant a la floraison « Utile ».

Dans les conditions optimales des cultures pluviales, I'arachide achéve son cycle en
90 jours pour les variétés hatives, en 120 jours pour les semi-tardives et en 140 jours pour
les tardives (Schilling etal., 1997).
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Araclhis ypogaes L
Figure 1 : Plant d’arachide a ramifications érigées
(Encyclopédie, 2006)

Figure 2 : Nodulation provoquée par Bradyrhizobium sp. chez I'arachide
(Perry et al., 2004).

1.1.1.2. Caractéristiques génétiques, systématique et types variétaux

L'espéce sauvage Arachis monticola tétraploide, est considérée comme 'ancétre probable
de l'arachide cultivée(Clavel et Gautreau, 1997).

D’aprés Krapovickas et Rigoni (1957) cités par Clavel et Gautreau (1997) et
Schilling etal. (1997); I'arachide cultivée est un allotétraploide (2n=4x=40), hybride
interspécifique, entre deux parents sauvages diploides inconnus, stabilisé par un
doublement chromosomique.

Toutes les variétés cultivées appartiennent a I'espéce Arachis hypogaea, c’est la seule
espéce cultivée du genre Arachis et sa variabilité intraspécifique est trés grande. Elle
méme, divisée en deux sous espéces, hypogaea hypogaea correspondant au type Virginia,
et hypogaea fastigiata;correspondant aux types Valancia et Spanish (Demol et al., 2002;
Schilling, 2003).

13
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La diversification variétale est considérable, 17 000 variétés maintenues dans la
collection mondiale. L'ensemble des variétés cultivées est généralement classé, en fonction
de critéres aisés a déterminer, en trois grands types; Virginia, Spanish et Valencia, dont les
caractéristiques et la position taxonomique sont donnéespar le tableau 1.

Le type Virginia difféere sensiblement des types Valencia et Spanish de point de vue
disposition des organes reproducteurs. Ceux-ci sont distribués sur les rameaux latéraux
de facon alternée chez le type Virginia faisant succéder deux bourgeons végétatifs, deux
bourgeons fructiferes, alors que chez les types Valencia et Spanish on notera une série de
bourgeons fructiferes (Schilling, 2003).

Genre Araclis

Espéce Hypogaea

SolUs-especes fypogaed Fastigiats

Varietes Hpogdes Vuigas Fastigpiats
Types Nirginis Spanish Yalencia
Port Erigeframpant Erigé Erigé
Ramification Atterne =equertielle =equertielle
Fleurs sur tige principale Mon i i
Couleur feuiliage Yert fonce e clalr Yert clair
Cycle ' 120-13500 an an
Doermance i Man Man
Gousses (cavites) 2. 2c. 34,

Tableau 1: Classification et principales caractéristiques de I'espéce Arachis hypogaea.
Selon: Schilling, 2003.

1.1.1.3. Origine et diffusion mondiale

L'Arachide est originaire de 'Amérique tropicale. Sa dissémination s’est faite a partir de
la c6te Péruvienne en direction de 'Extréme - Orient d’'une part, et a partir de la cote
Brésilienne en direction de I'Afrique de I'Ouest d’autre part. La premiére introduction en
Europe aurait été faite a partir du Brésil (Clavel et Gautreau, 1997; Schilling et al., 1997).

Par la suite, elle a couvert la totalité des zones tropicales a partir de deux centres de
diversifications secondaires de I'espéce; 'Afrique de I'Ouest et le Sud-est Asiatique.

Actuellement, cette culture déborde trés largement son aire d'origine, puisqu'on la

retrouve jusqu'aux 40°Me paralléles nord et sud et sur tous les continents lorsque les étés
chauds permettent a la plante de boucler son cycle malgré la latitude élevée (Schilling,
2003).

1.1.1.4. Utilisation

L'arachide est une oléoprotéagineuse qui se préte a de nombreuses utilisations
alimentaires. Sa graine a la fois riche en huile (50%) et en protéine (25%) fait I'objet
d’emplois trés diversifiés selon les pays producteurs (Schilling etal., 1997; Clavel et
Gautreau, 1997).

Son fruit connu sous la dénomination de « cacahuéte » peut étre consommé
directement (sans aucune préparation particuliére) ou aprés une trés Iégeére torréfaction.
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L'huile d’arachide est trés appréciée pour la fabrication de certains produits alimentaires
en raison de sa trés bonne tenue aux hautes températures et sa stabilité (Schilling et al.,
1997)

Le tourteau, contenant prés de 50% de protéines est un aliment du bétail apprécié des
éleveurs et des fabricants d’aliments concentrés (Clavel et Gautreau, 1997).

Les coques vides, résultant du traitement des gousses, est un sous produit non
négligeable. En Afrique de I'Ouest, elles fournissent une partie de I'énergie aux huileries
locales (1Kg de coque= 1KWh) (Schilling et al., 1997).

La valeur fourragére des fanes d’arachide est équivalente a celle de la luzerne (Schilling
et al., 1997). Leur valeur marchande peut avoisiner celle de I'arachide en coque a certaines
périodes de I'année dans les régions tropicales et subtropicales (Clavel et Gautreau, 1997).

La quasi totalité des transactions internationales en graines ou en coques porte sur
I'arachide de bouche, I'arachide d’huileétant le plus souvent triturée sur place dans les pays
producteurs (Schilling etal., 1997).

1.1.1.5. Production de I’arachide
Dans le monde

La production mondiale d’arachide non décortiquées (en coque) a dépassé 34 millions de
tonnes en 2007. Elle a connu une progression remarquable ces derniéres années.

Elle est dominée par huit pays qui couvrent a eux seuls 83% de la production mondiale.
La chine vient en premiére position et fournit 38% de cette production, elle dédie a cette
culture plus de 5 millions d’hectares. L'Inde vient en deuxiéme position et contribue pour
19%, avec une superficie de plus de 6 millions d’hectares.

Le Nigeria, USA, Indonésie, Myanmar, Argentine, (Ghana, Soudan, Sénégal, Tchad,
Viet Nam,) viennent ensuite et contribuent respectivement avec 11%, 5%, 4%, 3%, 2%, (1%)
a la production mondiale (Tableau 2 ).

Tableau 2 : Production mondiale d'arachide non décortiqué pour la période 2006-2007.

Production %
tonnes 2006 Production en Production
mondiale tonnes 2007 | mondiale

Chine 14 737 561 43 % 13090 000 38 %
Inde 4 909 000 14 % 6 600 000 19 %
Nigeria 3 825 000 1 % 3 835 600 1 %
Etats-Unis d'Amérique 1575980 5% 1696 728 5%
Indonésie 1470 000 4 % 1475 000 4 %
Myanmar 910 000 3% 1 000 000 3%
Argentine 496 176 1% 714 286 2%
Ghana 520 000 2% 440 000 1%
Soudan 364 000 1% 460 000 1%
Sénégal 460 481 1% 427 093 1%
Tchad 450 000 1% 450 000 1%
Viet Nam 464 900 1% 490 000 1%
Autres pays 4 288 216 12 % 4177 300 12 %
Total 34471314 100 % 34 856 007 100 %
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Selon : FAOSTAT, (2008).

Pour ce qui est du rendement, la moyenne mondiale pour les cinq derniéres années
est d’environ 14Qx/ Ha.

Les échanges d’arachide portent sur une faible part de la récolte. Pour I'année 2001,
environ 4 millions de tonnes soit 11 % de la production s’est faite essentiellement sous
forme d’arachides en coques (2,4 millions de tonnes). Les échanges de produits dérivés
sont assez limités ; beurre d’arachide : 49 000 t, huile d’arachide : 270 000 t. Les principaux
exportateurs sont la Chine (1,6 Mt), 'Argentine (0,5 Mt) et les Etats-Unis (0,4 Mt). Ces
derniers dominent le marché par la qualité des produits proposés et la maitrise de la filiére.
Les principaux importateurs sont les Pays-Bas (0,6 Mt), I'lndonésie (0,3 Mt), le Royaume-
Uni et le Japon (année 2001) (Encyclopédie, 2006).

En Algérie

La production de I'arachide en Algérie n’est pas négligeable mais connait des fluctuations,

un minimum de 23 830 Qx est enregistré en 1997 et un maximum de 47 490 Qx en
1999 avec une moyenne dépassant 37 000 Qx entre 1993 et 2006. Ces fluctuations sont
lies essentiellement a des variations des superficies consacrées a cette culture, mais ces
derniéres n’ont pas beaucoup influé sur I'évolution des rendements durant la méme période.
Celles-ci tourne autour de 11 Qx/Ha (Tableau 3).

Tableau 3 : Evolution des superficies cultivées, productions et rendements d'arachide en Algérie durant

la période allant de 1993 a 2006.

Année Superficie (Ha) Production (Qx) Rendement (Qx/Ha)
1993 3030 32 550 10,70
1994 2 840 33 280 11,70
1995 2650 33930 12,80
1996 2880 30 780 10,60
1997 2290 23830 10,40
1998 3380 41 350 12,20
1999 4 260 47 490 11,10
2000 4020 38 940 9,60
2001 4 250 46 210 10,90
2002 3750 46 160 12,30
2003 3380 38 420 11,40
2004 4 081 42 690 10,50
2005 2 837 33 040 11,60
2006 2718 29 950 11,00
Moyenne 3 311,86 37 044,29 11,20

Selon : M.A.D.R. 1993 4 2007.

Le recours aux importations est une nécessité pour combler le déficit de la production
qui reste trés insuffisante par rapport aux besoins nationaux. Selon les données statistiques
du ministére de I'agriculture et du développement rural (commerce extérieur agricole)
I'Algérie a importé 89 351 Qx pour I'année 2001.

1.1.2. Le partenaire microbien: LeRhizobium
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1.1.2.1. Définition

On appelle communément rhizobiums toutes les bactéries qui sont capables d’induire la
formation de nodosités racinaires, capables de fixer et de réduire 'azote moléculaire en
ammoniac directement assimilable chez les [égumineuses. Ce sont des bactéries en forme
de batonnets de 0.5a 0.9 sur 1.2 a 3.0 ym, Gram négatif et aérobies. lls sont généralement
mobiles par une ciliature polaire ou péritriche. lls forment des colonies incolores, blanches
ou de couleur créeme, sur milieu de culture contenant du mannitol et de I'extrait de levure
(Prescott etal., 2003; Duhoux et Nicole, 2004).

On distingue deux groupes de rhizobium sur la base de la vitesse de croissance :

Les rhizobiums a « croissance rapide », dont les colonies apparaissent trois a cing
jours aprés l'inoculation sur milieu YEMA. Ce groupe de rhizobium est caractérisé par
une forte production de polysaccharides extracellulaires et trés souvent, ils acidifient
le milieu de culture (Vincent, 1979).

Les rhizobiums a « croissance lente », dont les colonies apparaissent aprés sept
jours d’'incubation sur milieu YEMA. Elles ont une tendance a alcaliniser le milieu de
culture et produisent peu de polysaccharides extracellulaires (Vincent, 1979).

1.1.2.2. Taxonomie

La classification des rhizobiums est restée longtemps basée particulierement sur la
spécificité des souches a réaliser des symbioses avec un groupe de légumineuses (groupe
d’inoculation croisée) (Jordan, 1984). La mise en évidence de souches a large spectre
d’héte cas de la souche de Bradyrhizobium NGR234 qui nodule plus de 100 Iégumineuses
ainsi qu’une non légumineuse, a conduit a inclure des techniques phénotypiques (analyse
des protéines par SDS-PAGE et analyse des LPS) et génotypiques (hybridation ADN/ADN,
ARN r16s/ADN, séquencage de 'ARN r16s) pour apporter une base solide a la taxonomie
et a la phylogénie des rhizobiums (Graham, 1992 ; Elkan, 1992 ; de Lajudie etal., 1998).

Sur cette base les rhizobiums se répartissent en dix genres (Tableau 4), qui
appartiennent a plusieurs groupes phylogénétiques dont font également partie des bactéries
non symbiotiques. lIs se répartissent dans la sous-classe des alpha-Protéobactéries et des
beta-Protéobactéries (Moulin et al., 2001; Chen et al., 2001).
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Tableau 4 : Classification simplifiée des bactéries
fixatrices d’azote symbiotique des légumineuses.

Selon: Munive (2002) ; In Duhoux etNicole (2004).

Cette classification est loin d’étre définitive, s’affine sans cesse et s’enrichit
régulierement de nouveaux taxons au gré de nouvelles techniques et surtout de I'isolement
de nouvelles souches. En effet, jusqu'a présent, seuls les rhizobiums isolés d’a peine 1%
des 20.000 espéces de Iégumineuses ont été classés dans la taxonomie. Récemment des
souches isolées des légumineuses du genre Hedysarum appartenant a la sous classe des
gamma-protéobactéries ont été mises en évidence (Benhinzia et al., 2004).

Les souches de rhizobium associées a [Ilarachide appartiennent au genre
Bradyrhizobiumdans lequel plusieurs espéces sont actuellement reconnues,
Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982), Bradyrhizobium elkanii (Kuykendall et al., 1992),
Bradyrhizobium liaoningense (Xu et al., 1995). Ces trois espéces nodulent le soja.

Une nouvelle espéce Bradyrhizobium yuanmingene a été isolée du genre Lespedeza
(Yao et al., 2002; Euzéby et Findall, 2004). Les autres espéces reconnues de ce groupe sont
Bradyrhizobium betae (Rivas et al., 2004) et Bradyrhizobium canariense (Vinuesa et al.,
2005).D’autres souches a croissance lente nodulant Arachis hypogea (Urtz et Elkan, 1996),
Lupinus (Barrera et al., 1997), Astragalus, Oxytropis et Onobrychis (Laguerre et al., 1997),
Amphicarpaea (Sterner et Parker, 1999) et autres sont encore non classées. Elles sont
désignées aussi par Bradyrhizobium sp. suivi du genre de la plante héte entre parenthéses.
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Par ailleurs, des travaux ont montré que I'arachide est également nodulée par des
souches a croissance rapide (Taurianet al., 2006).

Installation de la symbiose

La mise en place de la symbiose fixatrice d’azote est un phénoméne complexe qui implique
des interactions anatomiques, morphologiques, et biochimiques importantes entre les deux
partenaires (Rosenberg, 1997; Hopkins, 2003). Les principales étapes sont :

Chimiotactisme

L'attraction des bactéries par les racines des plantes hbétes semble impliquer un
chimiotactisme positif. Les rhizobiums sont des bactéries saprophytes libres du sol. En
présence des racines de I'héte, la multiplication des bactéries et la colonisation de la
rhizosphére sont accrues.

Les racines exsudent des acides aminés, des glucides et des acides organiques qui
peuvent servir de nutriments aux rhizobiums. Une autre famille de composés chimiques
impliqués dans lattraction des rhizobiumsest constituée par les flavonoides (Hopkins,
2003). Les composeés flavonoiques appartiennent, en général, a trois groupes chimiques,
les flavones, les flavanones et les isoflavones. Chez Phaseolus vulgaris six types de
flavonoides ont été identifiés (daidzeine, coumestrol, naringénine, genisteine, liquiritigenine
et isoliquiritigenine) (Bolanos-Vasquez et Werner, 1997). Ces substances sont actives a des

doses trés faibles 10'8 M a 10'7 M. (Vijn et al., 1993; Carlson et al., 1994; Mylona et al.,
1995 ). En outre certains flavonoides ont des effets antagonistes sur I'induction de I'infection
(Djordjevic et al., 1987; Rhijn et van Der leyden, 1995).

Infection du systéme racinaire

Deux modes d’infection sont connus a ce jour :

L'infection par recourbement du poil absorbant (Shepherd’s crook) en cross
Linfection intercellulaire (Crack entry)

Le développent des nodules par infection des poils absorbants est le plus étudié. I
caractérise les nodules des Iégumineuses tempérées telle que Médicago et Trifolium.

Les lectines du coté du végétale et la rhicadhésine localisée a la surface des
cellules des rhizobiums permettraient I'attachement des bactéries aux racines (Hopkins,
2003; Perryet al., 2004). Avant d’envahir leur hote, les rhizobiums émettent des signaux
moléculaires qui sont des lipo-chitino-oligosaccharides diffusibles (LCO) appelés facteurs
de nodulation ou facteurs Nod(s) (Prescott et al., 2003; Hopkins, 2003) (Figure 3).

Ce sont des signaux mitogénes qui stimulent la dédifférenciation des cellules du
cortex en cellules méristématiques dont I'activité s’intensifie pour donner le primordium
nodulaire.

Les rhizobiums envahissent alors le cortex par le biais d’'une invagination en forme
de tube nommée * * cordon d’infection” qui s’allonge jusqu'a atteindre le primordium. A
ce niveau, il se ramifie et bourgeonne des petites vésicules contenant chacune une ou
plusieurs bactéries (Figure 4). Qui se retrouvent dans la cellule végétale par un phénoméne
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d’endocytose. Ces bactéries cessent alors de se diviser, grandissent et se différencient en
cellules spécialisées dans la fixation d’azote nommées bactéroides (Figure 5).

La différenciation en bactéroides est marquée par une augmentation du taux d’ADN, et
de nombreuses modifications métaboliques, comprenant la synthése d’enzymes et d’autres
facteurs nécessaires a la fixation d’azote.

Une membrane péribactéroidienne enveloppe les bactéroides. Elle sert de plaque
d’échange entre la bactérie et le cytoplasme de la cellule héte (Prescott et al., 2003; Hopkins,
2003; Perry et al., 2004).

Il existe quelques différences dans la morphologie des nodosités certaines peuvent
entourer complétement le collet comme chez le lupin, ou étre individualisées sur la racine
et prendre une forme arrondie (déterminée) comme chez le Soja et le Haricot ou une
forme allongée (indéterminée) chez les Iégumineuses tempérées telle que la Luzerne et la
Feverole.
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Figure 3: Le message moléculaire dans la symbiose rhizobium-légumineuse.
(Luzerne) (Dommergues et al., 1999 In Duhoux et Nicole, 2004).
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Figure 4 : Schéma des différentes étapes conduisant a la formation du nodule

(Perry et al., 2004).

C’est le mode de fonctionnement du méristtme qui explique ces différences
morphologiques : I'activité méristématique continue améne a distinguer des nodosités de
type indéterminé (Figure 6A), de forme digitées (Médicago) ou coralloides (Vicia) des
nodosités de type déterminé (Figure 6B) chez lesquelles le méristéme a une durée d’activité
limitée. Dans ce dernier cas les cellules infectées engendrent d’autres cellules infectées,
et la nodosité en grandissant par expansion acquiert une forme sphérique comme chez
Glycine ou Phaseolus (Trinchant et al., 1997; Rosenberg, 1997; Diouf et al., 2003).

Le nombre de nodules et leur masse sont contrélés par la plante en fonction des
conditions environnementales et son état physiologique (Duhoux et Nicole, 2004).

Infection chez I'arachide

Le mode d’infection “Crack entry “, est un mode d’infection intercellulaire spécifique aux
Iégumineuses tropicales comme Sesbania rostrata et les légumineuses appartenant a la
tribu des Aschynomeneae. Le microsymbiote infecte I'héte par voie fissurale ou par les
blessures épidermiques (Chandler et al., 1982; Uheda et al., 2001). Les fissures se situent,
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généralement au point d’émergence des racines latérales des cellules corticales (Allen et
Allen, 1958 cité par Dommergues et Mangenot, 1970 ; Schilling et al., 1997). Il n’y a pas
de formation du cordon d’infection. Les rhizobiums pénetrent les cellules du cortex externe
vraisemblablement par le processus “ d’endocytose”. Les nodules sont de forme ovoide,
ou arrondie (type déterminé). Ce mécanisme serait vraisemblablement celui de I'arachide
(Uheda et al., 2001).

Fonctionnement du nodule

La conversion de I'azote moléculaire est réalisée grace a un complexe enzymatique nommé
nitrogénase. C’est une enzyme complexe, formée de deux métalloprotéines nommeés
protéine | (dinitrogénase) et |l (dinitrogénase réductase), qui comportent trois groupements
prosthétiques différents.

La nitrogénase est une enzyme lente, nécessite pour chaque molécule de diazote
réduite, au moins seize ATP. Le bilan global de la réaction catalysée par la nitrogénase est :

N2 + 8 H+ + 8e- + 16 ATP-Mg++ — 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16Pi.

La source premieére de I'énergie utilisée dans la fixation d’azote est constituée des
glucides produits par la plante hote au cours de la photosynthése (Hopkins, 2003). Les
bactéries symbiotiques fixatrices d’azote peuvent consommer prés de 20% de I'ATP
produite par la plante hote (Prescott etal., 2003 ).

L'un des problémes cruciaux auxquels les organismes fixateurs d’azote doivent faire
face est la sensibilité de la nitrogénase a 'oxygéne moléculaire. Cette sensibilité extréme
pose un probleme aux organismes fixateur d’azote car dans le nodule les bactéries
respirent.

Le maintien d’'une faible pression en oxygéne dans le nodule est donc crucial. Il est
assuré :

. Par une barriére a la diffusion de I'oxygene située dans le cortex interne du nodule.

2. Par une respiration bactérienne rapide.
3. Par la présence de la leghémoglobine, protéine qui facilite le transport de 'oxygéne

aux bactéroides, a une pression partielle, sans endommager le complexe nitrogénase
(Duhoux et Nicole, 2004).

La leghémoglobine; synthétisée par la plante hoéte, est localisée dans les cellules hétes
infectées par les bactéroides. Elle peut constituer jusqu’a 30% des protéines de cellule hbte
et conférer au nodule une couleur rose (Figure 7).

Tous les fixateurs d’azote produisent de I'hydrogéne, tous ne libérent pas I'hydrogéne
dans 'atmosphére. De 25 a 30% d’ATP et des électrons fournis a la nitrogénase peuvent étre
consommeés par la production d’hydrogéne. Beaucoup de fixateurs d’azote possédent une
enzyme oxygene-dépendante nommée hydrogénase d’absorption qui récupére une partie
de I'énergie perdu par la production d’hydrogéne. Cela résulte du couplage de 'oxydation de
H2 et de la production d’ATP. Les électrons libérés sont reversés dans le pool de réducteurs

de la nitrogénase.
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L'utilisation des biotechnologies afin d’accroitre le nombre de souches de rhizobium
capables de recycler 'hydrogéne, ouvre la possibilité d’augmenter globalement I'efficience
de la fixation biologique de I'azote des plantes d’intérét agronomique (Hopkins, 2003).

Sénescence des nodosités fixatrices

Chez les légumineuses herbacées, la durée d’activité d’'une nodosité est relativement
bréve, de l'ordre de quelques semaines. Cette courte période d’activité est compensée
par I'apparition de générations successives de nodosités participant a une nutrition azotée
réguliere jusqu'a la maturation des graines.

Chez les nodosités de type indéterminé, la zone de sénescence située a la partie
proximale, va s’accroitre au cours du temps. Dans les nodosités de type déterminé, c’est
I'ensemble du tissu central qui sera désorganisé aprés quelques semaines.

Des analyses de fractions cytosoliques nodulaire ont révélé I'existence d’activités
protéolytiques croissantes avec I'dge des nodosités (Vance et al., 1986). Elles sont
responsable de la lyse des protéines solubles et plus particulierement de la leghémoglobine
dont la disparition entraine une perte importante de I'activité fixatrice.

Figure 5: Structure des bactéroides d’un nodule
observé au microscope électronique a balayage.

Photographie A. Syred /SPL/Photo Researchers,Inc (Perry et al., 2004).
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Figure 6 : Coupe longitudinale schématique d’une nodosité de type indéterminé
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(A) et de type déterminé (B). I= Zone méristématique, ll= zone d’infection, ll-lll= zone
fixatrice d’azote, IV= zone de sénescence. Ce= cortex externe, E= endoderme, Ci= cortex
interne, FV= faisceau vasculaire, CF= couche frontiere, TC= tissu central, CC= cylindre
central de la racine, Cl= cellule infectée, CN= cellule noninfectée (Frassen et al., 1992).

Figure 7: Nodule fixateur d’azote

(a2 gauche) de couleur rouge. Nodules inactifs (a droite) sont dépigmentés (Perry et al.,
2004)

L'ultra structure des nodosités est aussi affectée lors de cette sénescence et la
membranepéribactéroidienne serait la cible privilégiée des protéases.

Des altérations de I'environnement racinaire (rareté de I'eau, excés de nitrates)
provoquent une sénescence précoce avec I'induction de ces mémes activités protéolytiques
(Trinchant etal., 1997).

1.5. Effet du stress hydrique sur la symbiose

24

La nutrition azotée chez les Iégumineuses, par I'assimilation des nitrates du sol et la fixation
symbiotique de I'azote atmosphérique, est fortement influencée par de nombreux facteurs
environnementaux, parmi lesquels, le stress hydrique. Ce dernier a lieu chaque fois que la
vitesse de transpiration de la plante dépasse celle de I'absorption en eau; autrement dit,
lorsque les besoins en eau de la plante ne peuvent étre satisfaits par la réserve en eau
du sol.

Le stress hydrique se traduit généralement par une réduction de la croissance, mais
aussi des échanges gazeux et du métabolisme général de la plante. Il agit difféeremment en
fonction de son intensité et du stade physiologique.

En conditions de déficit hydrique prolongé et intense, la survie de la population
bactérienne (rhizobiums) est affectée (Van Gestel et al., 1993). En outre, le mouvement de
ces micro-organismes est entravé, induisant de ce fait une baisse de l'infection des racines
(Dommergues et Mangenot, 1970). Le stress hydrique affecte l'initiation, le développement
et le fonctionnement nodulaire ainsi que la capacité photosynthétique des feuilles (Serraj
et Drevon, 1994).

L'effet inhibiteur du stress hydrique sur lanodulation pourrait étre attribué a I'altération
de l'activité métabolique des nodules ou bien a des effets directs sur la perméabilité
nodulaire a 'oxygéne (Gonzalez et al., 1998).
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Par ailleurs, I'activité nitrate réductase est considérablement influencée par le stress
hydrique (Silveira et al., 2001). La diminution de 'ANR est associée a la diminution du flux
des nitrates au limbe, a I'inhibition du flux transpiratoire qui transporte le nitrate vers les lieux
de l'induction de I'enzyme, et a la baisse de la photosynthése et de la respiration, sources
d’énergie pour '’ANR.
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Il. MATERIEL ET METHODES

I1.1. Echantillons de sols

Les échantillons de sols utilisés dans cette étude ont été prélevés a 30 cm de profondeur
dans des exploitations arachidiéres situées essentiellement dans la région Nord-Est de
I’Algérie. Nous avons pris le soin de prélever également les populations d’arachide qui y
sont cultivées (Figure 8).

Les sites de prélévement ainsi que les caractéristiques des différentes populations sont
représentés sur le tableau 5.

Tableau 5 : Sites de préléevement et caractéristiques des différentes populations d’arachide.

Lieu de Typede |Port PCGS PCGR | Type Cycle DormanceGousses
collecte sol
Berrihane |Sableux | Erigé 57 a 65g |27 a 33g | Spanish|Court Non Bigraine -
monograine
Sebaa Sableux |Erigé 70a76g |32 a 35¢g|Spanish| Court Non Bigraine -
monograine
Réghia Sableux |Erigé 71a75g |33 a37g | Spanish|Court Non Bigraine -
monograine
Gréat Sableux |/ / / / / / /
El Kala Sableux |Erigé 75a60g |34 a 38g|Spanish| Court Non Bigraine -
monograine
Souarekh |Sableux |Erigé 95a98g |38 a43g |Spanish| Court Non Bigraine -
monograine
Guelma Sableux |Erigé 68 a99g |34 a 43g | Spanish|Court Non Bigraine -
G1 monograine
Guelma Limono- |Erigé 97 a99g |39 a 469 |Spanish|Court Non Bigraine -
G2 Sableux monograine
Guelma Sableux |Erigé 93 a97g |38 a45g|Spanish| Court Non Bigraine -
G3 monograine
Adrar Limoneux |Erigé 145 a 60 a 65g | Spanish | Court Non Bigraine -
157¢g monograine

En plus de ces sites, nous avons prélevé un échantillon de sol de la station
expérimentale de I'Institut National Agronomique (INA).

I.2. Analyses physico-chimiques des sols

Les analyses physico-chimiques des sols ont porté sur les caractéristiques suivantes:
granulométrie, pH eau, conductivité électrique, calcaire total, carbone organique, azote total,
phosphore et potassium. Elles ont été réalisées au niveau du département de phytotechnie

26



Il. MATERIEL ET METHODES

(INA) et du laboratoire de biologie des sols (INRA), selon les protocoles de Duchaufour
(1970) et Aubert (1978).

ANNAEA

uuuuuuu

Figure 8: Sites de prélevement des
échantillons de sols et des populations d’arachides.

El Tarf : - Berrihane (Berrihane, Sebaa, Réghia, Gréat)
- El Kala.

- Souarekh.

Guelma : 3 Sites.

Adrar : 1 Site.

INA

1.3. Evaluation du potentiel nodulant des sols

L’évaluation du potentiel nodulant des sols est effectuée par la technique de piégeage
sélectif, qui consiste a cultiver 'espéce végétale choisie dans différents échantillons de sols.
Trois graines d’arachide (Arachis hypogaea L. type Spanish a cycle court) sont mises en
culture dans les sols qui ont été préalablement séchés a lair libre, tamisés a 2mm puis
réparties dans des pots en plastique d’'une contenance d’un demi-litre, a raison de 3 pots
par échantillon de sol. Ces derniers sont ensuite placés dans une serre en verre a la station
expérimentale de I'INA a une température de 18 a 22°C et arrosé tous les quatre jours.
Au bout de 8 semaines, les plantules sont déterrées avec leurs systémes racinaires et la
présence ou I'absence de nodosité est notée.

I1.4. Milieux de culture

Pour la culture des souches de rhizobiums, nous avons utilisé le milieu de culture Yeast-
Extract Mannitol Agar (YEMA) dont la composition est la suivante:

Milieu YEMA (Vincent, 1970)
27



Etude de la symbiose a Rhizobium chez I’Arachide (Arachis hypogaea L.)

Mannitol KoHPO4 Mg$y0,5 g 0,2
7H20 Extrait de g0490,1

levure NaCl Eau
distillée Agar-

g 1000ml 15g 10ml a
0.25%

agar Rouge Congo

Le pH est ajusté a 7 et la stérilisation est réalisée a 120°C pendant 20mn.
Nous avons utilisé également le milieu YEMBpour la culture des souches rhizobiennes

en milieu de culture liquide. Ce dernier est dépourvu d’agar-agar et du rouge congo.

11.5. Extraction des souches

Pour I'extraction, Iisolement et la purification des souches de rhizobiums, nous avons
adopté les méthodes préconisées par le programme biologique international (PBI) (Vincent,
1970).

Stérilisation des nodules

Le systéme racinaire des plants déterrés est lavé abondamment & I'eau courante. Les
nodosités obtenues sont excisées, stérilisées superficiellement par passage dans I'éthanol
a 90% pendant 30 secondes puis dans une solution de HgClo a 0.1% pendant 3 minutes

et enfin rincées dans plusieurs bains d’eau distillée stérile car le HgCly est trés toxique. Il
est actuellement interdit par la FAO.

Extraction et purification

Les nodules ainsi stérilisés sont écrasés dans une goutte d’eau physiologique stérile a I'aide
d’'une tige en verre flambée a l'alcool. Le broyéat obtenu est étalé sur une boite de Pétri
contenant le milieu YEMA. Aprés 3 a 7 jours d’incubation a 28°C, les colonies d’aspect
mucoide et de couleur rose clair caractéristique des souches de rhizobiums sont isolées
et purifiées par repiquages successifs sur milieu YEMA. Les colonies ainsi purifiées sont
conservées a 4°C dans des tubes a essai contenant du milieu YEMA incliné.

La nomenclature des isolats tient compte du site de prélévement de I'’échantillon de sol
et d’'un numéro qui fait référence a des caractéristiques de la souche utilisée :

Exemple : SBHA1.1

S : Souche

BH : origine de la souche (site de prélévement Berrihane)
A : Arachide

: caractéristique particuliere de la souche.

11.6. Authentification des isolats
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Le test d’authentification consiste a vérifier que I'isolat bactérien présumé étre un rhizobium
est capable d’induire une nodulation lorsqu’il est réinoculé a la plante héte (Vincent, 1970).
Les graines d’arachide (Arachis hypogaea L. type Spanish) sont inoculées avant le semis
par immersion pendant trois heures dans un inoculum liquide d’une culture bactérienne en
phase exponentielle de croissance mélangé a de la tourbe stérile. Elles sont transférées
dans des pots contenant du sol de la station expérimentale de I'INA et au pouvoir nodulant
nul envers 'arachide, a raison de trois répétitions pour chaque isolat.

I.7. Caractérisation phénotypique

11.7.1. Mesure de la croissance

Une préculture de 24 heures de chacun des isolats est ensemencée dans le milieu YEMB
réparti a raison de 100ml dans des erlens de 500ml. Les erlens sont ensuite incubés sous
agitation rotative de 200 rpm a 28°C.

La croissance des isolats est suivie par la mesure de I'absorbance a 620nm et un
dénombrement des bactéries vivantes sur milieu solide. Le principe est basé sur le fait
gu’une cellule bactérienne viable donne naissance a une colonie lorsque cette derniére est
ensemencée sur milieu de culture solide optimum. Ainsi, une série de suspension dilutions
décimales des cultures bactériennes est réalisée a partir desquelles 0.1ml est ensemencé
par étalement sur boites de pétri contenant le milieu YEMA. Trois répétitions sont effectuées.
Les boites sont ensuite incubées a 28°C.

La détermination du nombre de bactéries est effectuée avec la dilution qui donne un
nombre de bactéries compris entre 30 et 300. Le nombre de bactéries étant la moyenne
des trois répétitions.

Le temps de génération des isolats est calculé a partir de la relation suivante (Prescott
et al., 2003) :

M =Ln (DO finale) — Ln (DO initial)

T (heures)

k = p/Ln2 TG (heures)=1/k

M : taux de croissance népérien.

k : taux de croissance numérique.

TG : temps de génération.

Ln2 : 0.69 nombre de divisions par heure.

Ln (DO initial): Ln de la densité optique au début de phase exponentielle de croissance.
Ln (DO finale): Ln de la densité optique a la fin de la phase exponentielle de croissance.

T : I'intervalle de temps.

11.7.2. Pouvoir acidifiant ou alcalinisant des isolats
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Le pouvoir acidifiant ou alcalinisant des isolats est déterminé par ensemencement des
isolats en tubes a essai contenant 10ml de milieu YEMB additionné d’un indicateur de pH,
le bleu de bromotymol (BTB) a raison de 0.0025 %. La lecture des tubes est effectuée apres
48 heures d’'incubation a 28°C pendant une période de 8 jours.

11.7.3. Photo-induction

L'induction d’'un pigment photosynthétique est recherchée par ensemencement des isolats
en boites de Pétri contenant le milieu YEMA au dixieme ( Annexe 1.1 ) et dépourvu de rouge
congo. Pour stimuler cette synthése, nous avons exposé les boites a la lumiére blanche en
intermittence avec les U.V.

1.7.4. Tolérance aux températures

Pour tester la surviedes isolats a des températures extrémes, nous les avons ensemencé
sur milieu YEMA et incubés a 5-10-15- 35 et 40°C. La lecture des boites est effectuée aprés
48 heures d’'incubation pendant une période de 8 jours.

11.7.5. Tolérance a I’acidité et a I’alcalinité

Pour étudier l'influence du pH du milieu sur la croissance des isolats nous les avons
ensemencé sur milieu YEMA a neuf pH différents: 4- 4,5-5-6-7-8-9 -9,5-10 et incubée a
28°C. La lecture des boites est effectuée apres 48 heures d’incubation pendant une période
de 8 jours.

11.7.6. Tolérance a la salinité

La tolérance a la salinité des isolats est déterminée par ensemencement des isolats sur
YEMA en boites de Pétri contenant différentes concentrations en NaCl : 200 mM - 400 mM
- 600 mM - 800 mM - 1M et incubées a 28°C. La lecture des boites est effectuée aprés 48
heures d’incubation pendant une période de 8 jours.

1.7.7. Utilisation des hydrates de carbone

L'utilisation des différents hydrates de carbone par les isolats étudiés est testée sur milieu
YEMA additionné de bleu de bromotymol (Annexe 1.2) et dont le mannitol est remplacé par
un hydrate de carbone. Un témoin non inoculé ainsi que deux répétitions par sucre et par
isolat sont effectuées.

La dégradation des sucres, par les bactéries, est mise en évidence par un changement
de couleur du milieuprovoqué par le changement du pH de celui-ci. La lecture des résultats
se fait aprés 8 jours d’incubation.

Les hydrates de carbone utilisés sont :

Des monosaccharides : Hexoses (galactose, sorbose), Polyols (mannitol, dulcitol,
inositol)

Des disaccharides : cellobiose, maltose, saccharose.
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Des polysaccharides : raffinose (Trisaccharide), dextrine, méthyle mannoside.

I1.8. Analyse numérique

En vue d’étudier les relations phénotypiques entre les isolats étudiés une analyse numérique
a été effectuée sur la base d’'une matrice de données qui englobe les caractéristiques
suivantes : taille, couleur, production des EPS, temps de génération, effet alcalinisant
ou acidifiant, tolérance a l'acidité et a l'alcalinité, aux températures et a la salinité et
assimilation des différents sucres. Pour coder les données ; chaque caractéere est représenté
indépendamment de l'autre, soit par 1 (présent), soit par 0 (absent). Les caractéres pour
lesquels les isolats répondent de la méme maniére ne sont pas retenus.

Le dendrogramme est une représentation graphique établie a partir de la matrice
de similitude qui permet de regrouper les isolats en groupes ou clusters. L'évaluation de
la similitude entre les isolats est évaluée en déterminant le coefficient de similitude. De
nombreuses formules permettent de le calculer. La plus utilisée en microbiologie est celle
de Jaccard. Nous avons utilisé pour I'élaboration de ce dendrogramme, la méthode UPGMA
(Unweighted Pair Group with Arthmetic Mean). Le logiciel utilisé est le M.V.S.P. (Multi-Variate
Statistical Package) version 3.12 de kovach computing services.

1.9. Réponse de I'arachide a I'inoculation

L'essai a été réalisé en pots suivant un dispositif expérimental aléatoire complet avec trois
blocs et trois répétitions par traitement (Annexe 1.3) avec une population d’arachide locale
de type Spanish, a cycle court et non dormante dénommée K7Dafournie parBenmohamed

A. du département de phytotechnie. INA. El-Harrach.

Les isolats nodulaires sont (19 isolats) : SBHA1.1, SBHA1 .2, SBHA11, SBHA15,

SBHA8, SG1A1, SG1A2, SG1A3, SG1A5,SG3A2, SG3A3, SG3A4, SGRA4, SRGAT1,
SRGA3, SRGAG, SSA1, SSA2, SSKAG.

Conditions climatiques

Les relevés climatiques des températures et d'hygrométrie moyennes mensuelles
enregistrés durant la période de notre essai Mai/Septembre 2005montrent que les
températures moyennes mensuelles durant cette période sont comprises entre un minimum
de 19°C enregistré durant le mois de Mai et un maximum de 26°C durant le mois de Juillet,
ce qui semble favorable a un bon développement de la plante. Ces valeurs sont illustrées
par la figure 9.

En effet, les températures moyennes optimales se situent entre 20°C et 35°C, sont loin
des températures extrémes (10°C et 45°C). La température joue un réle trés important sur
la vitesse des processus physiologiques donc sur le cycle végétatif de I'arachide.

L’hygrométrie moyenne de 78% enregistrée durant cette période semble optimale pour
un bon développement de cette culture.
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Figure 9: Relevé des températures et d’hygrométrie
moyennes mensuelles de la période Mai/Septembre 2005.

Préparation de I'inoculum

L'inoculum est préparé a partir d’'une culture bactérienne obtenue aprés ensemencement
d’'une préculture de 24 heures, dans un milieu de culture YEMB réparti a raison de 100ml
dans des erlens de 500ml. Les erlens sont ensuite incubés sous agitation rotative a 200
tours/mn a 28°C jusqu’a une DO (a 620nm lue sur spectrophotométre) égale a 0.600

9

correspondant a une concentration cellulaire de 10 cellules/ml de culture pour les souches

a croissance rapide et 1010 pour les souches a croissance lente. Cette corrélation est
déterminée par mesure de DO et numération des bactéries vivantes sur YEMA.

Inoculation, semis et entretien de la culture

Les graines décortiquées deux jours avant sont inoculées avant le semis par immersion
pendant trois heures dans un mélange constitué de 200ml d’inoculum et 50g de tourbe
stérile. Elles sont semées dans des pots de six litres contenant du sol dépourvu de bactéries
nodulant 'arachide a raison de trois graines par pot et trois pots par traitement. Un témoin
non inoculé (T) ainsi qu'un témoin azoté (TN) pour lequel on a apporté 100U/ha ont été
realisés la source d’azote est sous forme de KNO3 fractionné en quatre apports comme suit :

premier apport : aprés la levée

deuxiéme apport : aprés 20 jours -stade végétatif
troisieme apport : début floraison

quatrieme apport : début formation des gousses

L'irrigation des plants a été effectuée régulierement tous les quatre jours. Un démariage
est effectué au stade levée (un plant par pot).

Les travaux d’entretien (désherbage, binage et buttage) sont effectués au cours du
cycle de développement de la culture lorsqu’ils sont nécessaires.

1.9.1. Mesure de I’activité réductrice d’acétylene
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Dans la relation symbiotique rhizobium-plante héte, deux critéres sont a prendre en compte ;
I'aptitude a noduler ou infectivité et I'aptitude a fixer 'azote atmosphérique en symbiose ou
effecience (Duhoux et Nicole, 2004).

La fixation de I'azote est estimée au stade pleine floraison, par la mesure de l'activité
réductrice d’acétyléne (A.R.A) directement dans le pot. Nous avons utilisé pour cette mesure
la méthode "in situ” mise au point par Balandreau et Dommergues (1971).

La réduction de l'acétylene (CoHp), analogue structural de I'azote moléculaire et

inhibiteur compétitif de la nitrogénase, a procuré depuis 1968 des possibilités remarquables
pour I'analyse de l'activité fixatrice ; c’est la méthode la plus utilisée au laboratoire ainsi
qu’au champ. L'éthyléne (CoHgy), produit de réduction de CoHo, peut étre facilement dosé

par chromatographie en phase gazeuse (CPG) (Bergersen, 1980).

Description du dispositif de mesure de 'ARA

Le compartiment racinaire est isolé de la partie aérienne de la plante, en couvrant le pot par
un sac plastique bien fermé au niveau du collet. Un volume de 5ml d’acétyléne est injecté
directement dans le pot, a travers le sac plastique en prenant bien soin de reboucher le trou
fait par I'aiguille avec du scotch. Aprés 15mn d’incubation, 5ml du mélange gazeux interne
est prélevé avec la méme seringue en prenant soin d’effectuer des va et vient successifs
du piston pour permettre un brassage de I'atmosphére interne, puis aussitét injectés et
stockés sous vide dans des tubes venoject de 13ml. Les échantillons sont analysés par
chromatographie en phase gazeuse.

La quantité d’éthyléne produite est calculée a partir de la concentration mesurée au
chromatographe par rapport a une valeur étalon. L'injection dans le chromatographe est
effectuée a I'aide d’'une seringue hypodermique de 1ml. Dans le tube venoject, 1ml de
contenu gazeux est prélevé et injecté a travers la pastille du chromatographe.

La hauteur du pic d’éthyléne permet de déduire le nombre de moles d’éthyléne contenu
dans 1mlinjecté. Les pics de sortie sont repérés sur le chromatographe dans I'ordre suivant :
air, CoHgy, CoHo.

La mesure de 'activité réductrice d’acétyléne est exprimée en py moles de CoHy /heure/
plant selon I'expression suivante :

AR A {pmoles de ChH, hewre/Plt) - Hechx V1 2 V2 2V x V5 260 x 10°

Hetlprxdd 500 V3 x VE 2 V2 xt

V1: volume éthyléne étalon.

V2: volume injection au chromatographe.
V3: Volume flacon étalon.

V4: Volume venoject.

V5: Volume du pot.

V6: volume prélévement de I'échantillon.
t : temps d’incubation.
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11.9.2. Mesure de l'infectivité

L’évaluation de l'infectivité des souches testées a consisté a déterminer le nombre, le poids
frais et le poids sec des nodules produits par la souche sur la racine de la plante héte.

11.9.3. Effet des souches sur la croissance de la plante et le rendement

L’évaluation de I'effet des souches sur la croissance et le rendement des plantes a porté
sur les caracteres suivants :

Hauteur des plants

La hauteur de la tige principale des plants est mesurée en centimétres a partir du collet
jusqu’a la derniére feuille pour chaque plant.

Rendement en matiére séche

Le poids sec des parties aériennes est mesuré pour chaque plant aprés passage a I'étuve
a 85°C pendant 48 heures.

Rendement en gousses par plant

Le poids moyen des gousses matures par plant est mesuré en gramme.
Rendement en graines par plant

Le poids moyen des graines matures par plant est mesuré en gramme.
Taux de fructification des gynophores

Le taux de fructification des gynophores est le pourcentage des gynophores donnant
naissance a des gousses matures. Ce paramétre est déterminé a I'aide de la formule
suivante :

TF Gyn % = (Nombre de gousses matures / Nombre de gynophores) x 100

Indice de récolte

L'indice de récolte permet d‘estimer la productivité. Il est calculé a partir du rapport poids
des gousses par poids de la matiére séche on utilisant la formule suivante :

IR = Poids des gousses/ poids de la matiére séche.

Taux de remplissage des gousses

Le taux de remplissage des gousses est le rapport poids des graines sur poids des gousses.
Il a été calculé a partir de la formule suivante :

R Gr/ Gs = Poids des graines / Poids des gousses.

Poids de cent gousses (PCG).
Poids de cent graines (PCGR).

Il .10. Stress hydrique
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En vue d’étudier le comportement des souches étudiées en réponse au stress hydrique
effectué, nous avons retenu sixisolats (SG1A1, SG1A3, SG3A3, SG3A4, SBHA1.2, SSKAG)
que nous avons testés vis-a-vis de la population d’arachide K7D2. Les graines sont
inoculées avant le semis par immersion pendant trois heures dans un mélange inoculum
liquide-tourbe stérile. Elles sont transférées dans des pots contenant du sol de la station
expérimentale de I'INA qui posséde un pouvoir nodulant nul envers I'arachide et suivant un
dispositif expérimental aléatoire complet avec trois blocs.

Le stress hydrique appliqué consiste a réduire la quantité d’eau d’arrosage de 75%
par rapport aux plants témoins (inoculés non stressés) conduits a 'lETM et arrosés tous les
quatre jours avec 500ml d’eau.

Le stress hydrique est appliqué a partir de la quatriéme semaine de culture jusqu’a la
neuviéme semaine.

Nous avons évalué l'effet du stress hydrique a la cinquiéme semaine de culture qui
coincide avec le stade début floraison (aprés une semaine de stress), et a la neuviéme
semaine de culture qui coincide avec le stade formation des gousses (cinquiéme semaine
de stress) sur les paramétres suivants :

activité nitrate réductase (A.N.R)
activité réductrice d’acétyléne (A.R.A)
nodulation

hauteur des plants

poids sec des parties aériennes

Description du dispositif de mesure de 'ANR

La mesure de 'activité nitrate réductase a été déterminée par la méthode “in-situ” de Robin
et al. (1983).

Cette méthode consiste a mesurer I'activité de la nitrate réductase en quantifiant les
nitrites produites dans la feuille. Le dosage se fait sur une feuille entierement formée, la plus
proche de l'apex, car elle représente le maximum d’ANR spécifique.

Sur une balance de précision, les feuilles sont pesées immédiatement aprés leur
prélévement puis, introduites dans des tubes venoject de 13ml, contenant 0.5ml de KNO3

~a 0.2N. Afin de rétablir le flux xylénique des nitrates stoppé par I'excision, le pétiole

de la feuille doit plonger dans la solution de KNO3 ". Pour établir 'anoxie deux aiguilles

creuses de seringues piquées dans les tubes bouchés hermétiquement, permettent le
balayage d’azote a partir d’'une bouteille d’azote gazeux. Le débit est réglé a l'aide d’'un
manomeétre a une pression de 1 bar. Le balayage de 30 secondes est suffisant pour assurer
I'anoxie, il est interrompu par le retrait simultané des deux aiguilles. L'obscurité est assurée
par une feuille d’aluminium entourant le tube. Aprés 30 minutes d’incubation, 4ml d’eau
bouillante sont ajoutés aux tubes qui sont mis immédiatement, dans un bain-marie pendant
10 minutes. Aprés refroidissement, 2ml de n-naphtyléthyléne-diamine-dichlorure (0.2g/1) et
2ml sulphanilamide a 10g/I dans du HCI a 1.5N, sont ajoutés.

Aprés 10 minutes de réaction, la densité optique est lue au spectrophotométre a 540nm.

L'activité nitrate réductase est exprimée en pmoles de NO> ~ produit par gramme de
poids frais et par heure. Elle se calcule par |la formule suivante :
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DV Al
LWE. =

PTE

DO : densité optique a 540nm.

3

V : volume d’extraction en litre = 8,5 x 10 L

P : poids frais du végétal.
T : temps d’'incubation 30 minutes.

E : coefficient d’extinction molaire = 47.8 x 10'3.

1.11. Traitements statistiques des données
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L'analyse statistique des résultats a été effectuée a l'aide du logiciel STATITCF. Ce
programme logiciel nous a permis de faire : 'analyse de la variance, le classement des
moyennes et le calcul des coefficients de corrélation.

L'analyse de la variance comporte deux aspects :

Analyse de la variance avec un seul facteur étudié qui est la souche.

Analyse de la variance avec deux facteurs étudiés qui sont le stress et le facteur
souche.

L'analyse de la variance permet d’estimer le degré de signification entre les différents
traitements par rapport aux paramétres étudiés. Le test de Newman et Keuls au seuil 5%
permet de constituer des groupes homogeénes.

La matrice des corrélations permet de mettre en évidence I'existence de corrélation
entre les différents paramétres étudiés.



lll. RESULTATS ET DISCUSSION

lll. RESULTATS ET DISCUSSION

lll.1. Caractéristiques physico- chimiques des
échantillons de sols

Les caractéristiques physico-chimiques des échantillons de sols dans le tableau 6 montrent
que tous les sols des sites étudiés sont de texture sablonneuse a I'exception du sol de
Guelma (G2) (limono-sablonneuse), d’Adrar et de I'INA (limoneuse). lls sont pauvres en
azote, en phosphore, en potassium et en matiére organique, non calcaires, non salés et a
tendance légérement acide a neutre a I'exception du sol d’Adrar qui est peu calcaire, peu
salé et a pH alcalin.

Tableau 6: Caractéristiques physico-chimiques des échantillons de sols.

Station A% L% S% N% C% |C/IN |MO% CaCO3 CE pH P K
% mmoh/cm |[Eau ppm | meqg/100g
Berrihane 0,80 (17,57 81,63 0,017 0,53 /31,55 0,92 1,91 0,15 6,3 0,20 [0,49
Sebaa 0,80 |15,90 83,30 0,012 1,13 /189,68 1,94 1,91 0,08 6,4 0,10 |0,70
Réghia 0,80 (19,26 79,94 0,021 1,29 61,43 223 1,76 |0,16 6,8 0,10 |0,43
Gréat 0,80 (26,40 72,80 0,032 1,70 52,80 2,93 2,35 |0,19 71 0,15 10,41
El Kala 0,80 |14,63 84,57 0,035 0,80 22,86 1,38 1,61 0,12 6,0 0,09 0,41
Souarekh |5,80 |14,63 79,57 0,072 0,72 19,89 |1,24 1,61 0,10 6,2 0,75 /0,60
Guelma G1|4,13 |10,80 85,07 0,035 0,47 [13,43 |0,81 198 0,16 6,5 0,30 |0,49
Guelma G2|2,46 |35,07 62,47 0,024 0,51 (17,35 |0,88 1,91 0,11 56 0,10 |0,55
Guelma G3|0,80 |21,76 77,44 0,074 0,74 |19,97 |1,27 1,91 0,07 6,3 0,11 0,64
Adrar 8,30 |72,75 18,95 0,082 0,76 9,20 (1,31 7,63 1,80 8,0 0,20 0,53
INA 17,46 44,63 37,91 0,170 0,39 (2,28 |0,67 3,59 0,38 76 3,25 /0,75

lll.2. Evaluation du potentiel nodulant des sols

L'ensemble des sols testés de la région Nord-Est sont capables de noduler I'arachide. Les
taux de nodulation enregistrés varient entre un minimum de 4,66 nodules/plant obtenue sur
le sol d’El Kala et un maximum de 27,33 nodules/plant obtenue sur le sol de Berrihane, suivi
du sol de Gréat avec 26 nodules/plant, de Guelma avec 25 nodules/plant pour G3 et 15,33
nodules/plant pour G1.Des taux de nodulation de 10, 9, 8 et 6,33 nodules/plant, sont notés
respectivement pour les sols de Réghia, Sbeaa, Guelma G2,etSouarekh (Figure 10 et 11).
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Figure 10: (A) Piégeage en pots des souches de rhizobiums d’arachide sur des
échantillons de sols provenant de différentes localités. Nodosités sur plants d’arachide
issue de piégeage ((B) : sol de Guelma G3, (C) : sol de Réghia). (D) Absence de
nodules sur plant d’arachide obtenu sur sol de la station expérimentale de I'INA.
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Figure 11 : Nombre de nodules par plant en fonction des différents sols testés

Pour des sols d’Algérie, Alkama (2003) a rapporté des taux de nodulation allant de
0,33 a 3,67 nodules/plant pour l'arachide, 0,33 et 11,67 nodules/plant pour le cowpea et
I'absence de nodulation pour le soja. Des taux de nodulation allant de 0,67 & 22 et de 0,2 a
12,8 nodules/plant ont été signalés respectivement pour la lentille (Haddadj, 2002) et pour
le bersim (Sadiji, 2003). Ainsi, les taux de nodulation observés pour I'arachide dans notre
étude sont a rapprocher de ceux obtenus en Algérie avec des légumineuses des zones
tempérées. Ces résultats peuvent étre liés au choix des sites étudiés en I'occurrence des



lll. RESULTATS ET DISCUSSION

sols de régions ou 'arachide est bien établie. En effet, 'arachide a été introduite au début
de siécle dans la région d’El Tarf et dés lors a connu un essor non négligeable.

lll.3. Caractérisation phénotypique

lll.3. 1. Caractérisation morphologique

Pour notre étude nous avons retenu dix neuf isolats dont les caractéristiques
morphologiques sur milieu YEMA sont données dans le tableau 7.

Ces caractéristiques morphologiques permettent de distinguer trois principaux
groupes :

un groupe de bactéries dont la taille des colonies n’excéde pas 1mm; elles sont dites
punctiformes.

un groupe de grosses colonies dont la taille est de 4 a 6mm, qui sont trés mucoides.
et un groupe de taille intermédiaire de 2 a 4mm.

lzaolats Tzilla [mm] Cantour Relief Figment Opacité Mucoidité Consistance
48h F2h &

SBHa11 (- =1 =1 iCirculaire Réguliar Convesxe - Opaquea + Galatineuse
SBHAMZ - =1 21 C R C - Opaque + Gelatineuse
SHHAT 12022 C R L Translucide ++ elatneuse
SBHats 122 C R C Translucide ++ Galatineuse
SBHAR R e B C R C Translucide ++ Wisqueuse
Sz 1A R | =1 C F C Opaque + pelatineuse
SR - <1 =1 [ R L Translucide + izelaineuse
SG1AD - 21 21 C R C Opaque + Gelatineuse
SE100 1-2: 2.3 [ R C Translucide ++ Felatinause
{cicton, 1202 C [ C Translucide + Gelatineuse
SidAd - =1 =1 [ F C Opaque + zelaineuse
ey - =1 C [ C Opaque + Galatineuse
SGRAG C F [ Translucide ++ Fluide
SRGA1 C F C Transluzide ++ Wisquelse
SRGAZ 1-2 [ F C Tranzlucide + Trés visqueuse
SRGAG 23 A6 C [ C Translucide +++ Gelatineuse
5541 Z 3 C F [ Tranzlucide ++ Fluide
SSAZ 1-2: 2.3 C [ C Translucide ++ Fluide
SSKAE 121115 C R C Opaque + Gelatineuse

Tableau 7: Caractéristiques morphologiques des isolats.

111.3.2. Etude de la croissance

39



Etude de la symbiose a Rhizobium chez I’Arachide (Arachis hypogaea L.)

La détermination du temps de génération des isolats cultivés sur milieu YEMB a 28°C permet
de distinguer trois groupes (Tableau 8) :

un groupe des isolats dont le temps de génération est inférieur ou égale a 3 heures: il
s’agit des isolats SGRA4 et SSKAG. lIs sont dits a croissance rapide.

un groupe des isolats dont le temps de génération est compris entre 3 et 6 heures:
il s’agit des isolats SBHA11, SBHA15, SBHA8, SG1A5, SG3A2, SRGA1, SRGAS,
SRGAG, SSA1 et SSA2. lIs sont dits a croissance intermédiaire.

un groupe des isolats dont le temps de génération est supérieur a 6 heures : il s’agit
des isolats: SBHA1.1, SBHA1.2, SG1A1, SG1A2, SG1A3, SG3A3 et SG3A4. lIs sont
dits a croissance lente.

Figure 12: Aspect cultural des isolats sur milieu YEMA :
(A) et (B) isolats a croissance rapide.
(C) isolats a croissance lente (colonies opaques)
(D) isolats a croissance lente (colonies translucides)

Tableau 8: Temps de génération et pouvoir acidifiant ou alcalinisant des isolats.
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Isolats Temps de Génération |pH
(Heures)

SBHA1.1 | 14,64 Alcalinisante
SBHA1.2 9,27 Alcalinisante
SBHA11 3,92 Acidifiante
SBHA15 |3,75 Acidifiante
SBHA8 3,62 Acidifiante
SG1A1 7,80 Alcalinisante
SG1A2 8,32 Alcalinisante
SG1A3 8,90 Alcalinisante
SG1A5 3,61 Acidifiante
SG3A2 3,71 Acidifiante
SG3A3 12,04 Alcalinisante
SG3A4 8,04 Alcalinisante
SGRA4 2,46 Acidifiante
SRGA1 3,95 Acidifiante
SRGA3 3,92 Acidifiante
SRGA6 | 3,56 Acidifiante
SSA1 3,64 Acidifiante
SSA2 3,71 Acidifiante
SSKA6 2,62 Acidifiante

lll. RESULTATS ET DISCUSSION

La majorité des isolats présentent un temps de génération compris entre 3 et 6h, soit
une croissance intermédiaire(Figure 13).

Bien que l'arachide soit classée parmi les espéces nodulées par les souches de
rhizobium a croissance lente du genre Bradyrhizobium (Zhang et al., 1999), la présence de
souches a croissance rapide est également signalée (Zablotowicz et Focht, 1981; Sprent,
2001; Taurianet al., 2006).

La vitesse relative de la croissance de rhizobium dépend de plusieurs facteurs. En
effet, le temps de génération d’'une souche de rhizobium a croissance rapide, isolée des
nodosités des racines de Vigna Unguiculata, varie beaucoup en fonction de la nature du
substrat carboné du milieu de culture : sur xylose, son temps de génération est de 4,18h,
alors que sur mannitol, il passe a 31,54h (Zablotowicz et Focht, 1981). Toutefois, I'élévation
de la température de croissance de 29°C a 31°C raccourcit le temps de génération d’'une
souche de rhizobium du groupe Cowpea de 33ha 14,5h (Osa-Afiana et Alexander, 1982).

111.3.3. Pouvoir acidifiant ou alcalinisant des isolats

Les isolats SBHA1.1, SBHA1.2, SG3A3, SG1A1, SG1A2, SG1A3, SG3A3 et SG3A4
alcalinisent le milieu de culture, alors que les isolats SBHA11, SBHA15, SBHAS8, SG1A,
SG3A2, SGRA4, SRGA1, SRGA3, SRGAB, SSA1, SSA2 et SSKABsontacidifiants.

L'acidification des milieux de culture est due a lI'excrétion de protons et d’acides
organiques par les bactéries. Chez les rhizobiums, les polysaccharides peuvent contribuer
a cette acidification. En effet, les rhizobiums qui sont caractérisés par une forte production
de gomme extracellulaire trés souvent acidifient le milieu de culture, contrairement aux
rhizobiums qui produisent peu de gomme. Ces derniers ont tendance a alcaliniser le milieu
de culture (Ayanaba et al., 1983; Graham, 1992; Zakhia et de Lajudie, 2001).
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111.3.4. Photo-induction

Les résultats relatifs a la recherche de la synthése de pigment photosynthétique montrent
gu’aucun des isolats testés n’a présenté de pigmentation.

Au moment ou la disponibilité en photosynthétats devient un facteur limitant pour
la fixation d’azote, la photosynthése par les rhizobia peut constituer alors un systéme
qui soulagerait la plante (Fleischman et al., 1995). Cependant, en culture pure, méme
des Bradyrhizobium isolés de nodules d’Aeschynomene synthétisent des pigments
photosynthétiques qui leurs conférent une coloration. Le plus souvent il s’agit de
caroténoides. Cependant, selon Wade (1998) la bactériochlorophylle est synthétisée dans
le nodule caulinaire, alors qu’elle ne I'est pas dans le nodule racinaire.

11.3.5. Tolérance aux températures extrémes

Tous les isolats testés se sont révélés capables de croitre a des températures de 20 a 35°C
(Figure 14). Huit isolats ont toléré 40°C, il s’agit de SBHA11, SBHA15, SBHA8, SG1A2,
SG1A3, SG3A2, SG1A5 et SG3A3. Treize ont poussé a 15°C (SBHA11, SBHA15, SG1A1,
SG1A2, SG1A3, SG3A2, SG1A5, SG3A3, SG3A4, SRGA3, SRGAB, SSA2 et SSKAG),alors
que trois isolats ont toléré 10°C, il s’agit des isolats SBHA11, SG1A5, SG3A2. Seule lisolat
SBHA11 tolére 5°C (Annexe 2.1).

La température est un facteur déterminant pour la survie et la persistance des
rhizobiums dans les sols (Lowendorf, 1980; Pueppke, 1986; Hamdi, 1986). Pour la plupart
des rhizobiums, la gamme de température optimale pour leur croissance varie entre 28 et
31°C, et beaucoup ne peuvent pas se développer au-dela de 37°C (Graham, 1992; Goulffi
et al., 1999).

I11.3.6. Tolérance a ’acidité et a I’alcalinité
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En ce qui concerne la tolérance a I'acidité et a I'alcalinité du milieu de culture des isolats
testés, les résultats relatifs a ce test sont illustrés par la figure 15 et annexe 2.2.

L'ensemble des isolats testés ont toléré des pH compris entre 6 et 9. Dix-huit isolats
ont proliféré a pH5, dont neuf isolats ont toléré un pH égal a 4,5 et sept isolats ont toléré un
pH égal a 4. Alors que, onze isolats ont proliféré a pH 9,5et pH10.

La sensibilité aux pH acides (inférieurs a 5) est marquée pour les isolats a croissance
rapide comme SGRA4 et SSKAG. Alors, que les isolats SSA1et SSA2 a croissance
intermédiaire soit un temps de génération de 3 a 4h ont pu tolérer un pH égale a 4,5. En
revanche, 'ensemble des isolats a croissance lente (SBHA1.1, SBHA1.2, SG1A1, SG1A2,
SG1A3, SG3A3, SG3A4) tolérent aussi bien I'acidité que I'alcalinité de milieu de culture

(Annexe 2.2).

Berraho (1984) et Hamdi (1986), rapportent que la majorité des espéces de rhizobium
croissent a pH compris entre 5,5 et 7. La sensibilité aux pH acides est marquée pour la
plupart des espéces a croissance rapide, (Rhizobium trifolii et Rhizobium mililoti). Tandis
que les rhizobiums du groupe Cowpea sont beaucoup plus tolérants a ces pH (Graham et
al., 1994). Cependant, d’autres travaux montrent I'existence de souches a croissance rapide
de Vigna unguiculata tolérantes aux pH inférieurs a 4 (Mpepereki et al., 1997).



lll. RESULTATS ET DISCUSSION

l1.3.7. Tolérance a la salinité (NaCl)

Les résultats obtenus montrent que I'ensemble des isolats étudiés tolerent jusqu'a 400mM.
Quatorze isolats ont toléré jusqu’a 600mM, il s’agit des isolats SBHA1.1, SBHA1.2, SBHA11,
SBHA15, SBHAS8, SG1A3, SG1A5, SG3A2, SG3A4, SGRA4, SRGA1, SRGA3, SRGAG et
SSA1 (Figure 16).

Six isolats SBHA15, SBHA8, SGRA4, SRGA1, SRGA3 et SRGAG6 ont toléré jusqu’a
800mM.Etdeux isolats SBHA15 et SRGA6 ont montré un niveau de tolérance remarquable
égale a 1M de NaCl (Annexe 2.1).

Nous remarquons que les isolats tolérant des fortes concentrations en NaCl (800mM a
1M) sont mucoides, alors que ceux dont le niveau de tolérance n’excéde pas 600 mM sont
peu producteurs de polysaccharides.

Les isolats étudiés se sont montrés dans I'ensemble tolérants a la salinité, ce qui
offre un choix envers cette contrainte limitante qui pose un probléme dans les régions a
production arachidiere. Il est établi que les rhizobia sont relativement plus tolérantes a la
salinité que les plantes-hotes correspondantes (Singleton et al., 1982) et c’est précisément
la formation des nodules et la fixation d’azote qui sont les plus concernées (Singleton et
Bohlool, 1983; Serraj et Drevon, 1993).
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Figure 14 : Effet de la température sur la croissance des isolats.
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Figure 15 : Effet du pH sur la croissance des isolats

De méme, nos résultats rejoignent ceux de Upchurch et Elkan (1977) qui montrent une
relation directe entre la richesse en expolysaccharides des souches et leur tolérance au
sel. Singleton et al. (1982) et Yelton et al. (1983) rajoutent qu’il peut exister également une
relation entre la rapidité de croissance et la résistance au sel.

D’aprés Beunard (1995), l'alcalinisation du milieu de culture par la souche de
Bradyrhizobium japonicum et I'acidification par la souche de Rhizobium tropici, joue sans
doute un réle dans le comportement différent des deux types de souches vis-a-vis de la
salinité. De ce fait, les souches de Bradyrhizobium japonicum se sont montrées beaucoup
plus sensibles a la salinité que celles de Rhizobium (Tu, 1980; Beunard, 1995).

11.3.8. Assimilation des hydrates de carbone
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Les résultats relatifs a 'utilisation des hydrates de carbone par les isolats testés représentés
par la figure 17 montrent que :

a I'exception de l'isolat SBHA1.1 tous les isolats utilisent le cellobiose, dix-sept isolats
sur dix-neuf utilisent le galactose et seize sur dix-neuf utilisent le maltose.

quatorze isolats utilisent le saccharose et l'inositol, et douze isolats utilisent le dulcitol
et la dextrine.

Alors que, neuf isolats utilisent le sorbose, huit isolats utilisent le raffinose, et sept
isolats seulement utilisent le méthyle mannoside.

Selon Stowers (1985) et Van Rossum et al. (1995), les souches a croissance rapide
sont capables d’utiliser une large gamme d’hydrates de carbone, alors que les souches a
croissance lente exigent des sucres simples pour leur croissance (Vincent, 1981).

Notons, que les isolats SBHA8 et SRGAG a croissance intermédiaire ont dégradé tous
les sucres testés a I'exception de dulcitol pour SBHAS, le sorbose et méthyle mannoside
pour SRGA6(Annexe 2.3).

Toutefois, des exceptions sont notées, comme l'isolat a croissance lente SG3A4 qui a
dégradé tous les sucres testés a I'exception de méthyle mannoside, et I'isolat a croissance
rapide SGRA4 qui n’a dégradé que six sucres sur dix (Figure 18).



lll. RESULTATS ET DISCUSSION

La description de nouveaux genres de Rhizobium s’est accompagnée par la révélation
d’'une grande diversité des profils d’utilisation de sources de carbone (Stowers et Elkan,
1984; Zhang et al., 1991; de Lajudie et al., 1994; Odee et al.,1997).
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Figure18: Nombre de sucres dégradés par les isolates.

111.3.9. Analyse numérique
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L'analyse numérique des profils phénotypiques des isolats étudiés a permis la construction
d’'un dendrogramme qui résume graphiquement leur degré de similitude et leur homologie
phénotypique (Figure 19).
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Figure 19 : Dendrogramme montrant la distribution des isolats
en fonction du niveau de similitude de leurs profils phénotypiques.

Le dendrogramme a été établi sur la base des caractéres morphologiques et
physiologiques des isolats : Taille, couleur, production des EPS, temps de génération, effet
alcalinisant ou acidifiant, tolérance a l'acidité et a I'alcalinité, aux températures et a la salinité,
et assimilation des différents sucres.

L'analyse de ce dendrogramme, indique que les isolats analysés se subdivisent dés la
distance de similitude phénotypique 0,38 en deux grands groupes distincts I et Il (clusters),
cette ségrégation indique que ces isolats sont phénotypiquement bien différenciés :

Le groupe | : renferme tous les isolats a croissance lente : SG1A1, SG3A3, SG3A4,
SG1A3, SG1A2, SBHA1.2 et SBHA1.1 a I'exception de I'isolat RSKAG, qui se
caractérise par une croissance rapide. Ce groupe, se subdivise rapidement a la
distance de similitude phénotypique 0,41 pour détacher cet isolat (SSKAG) du reste
du groupe, constituant un subcluster a part. Les isolats du groupe | (SG1A1, SG3A3,
SG3A4, SG1A3, SG1A2, SBHA1.2 et SBHA1.1) sont liés par la taille, le temps de
génération, I'effet alcalinisant de milieu de culture. Ces caractéres les rapprochent du
genre Bradyrhizobium.

Le groupe Il : renferme tous les isolats a croissance rapide et intermédiaire: SG3A2,
SG1A5, SBHA11, SSA2, SSA1, SGRA4, SRGA6, SRGA3, SRGA1, SBHA15, et
SBHAS8. Les isolats de ce groupe sont liés aussi par leur effet acidifiant de milieu de
culture.

Au niveau de similitude de 53%, les isolats testés peuvent étre regroupés en six subclusters :

Le subcluster 1: regroupe tous les isolats du groupe | a I'exception de SSKAG. Les
membres de ce groupe se rapprochent par la sensibilité aux températures de 5°C et
10°C, la tolérance de 400mM de NaCl, et peuvent pousser sur milieu acide ou alcalin
(pH4 a 10).
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Ce subcluster a son tour se ramifie a la distance de similitude phénotypique de
72%pour rassembler les isolats SG1A1, SG3A3, SG3A4 et SG1A3 dans un groupe a
part et les isolats SG1A2, SBHA1.2, SBHA1.1 dans un autre groupe. Ces isolats se
séparent par la couleur des colonies et la gamme de sucres qui peuvent dégrader.

Le subcluster 2: constitué par le seul isolat de la région de Souarekh SSKA6 qui se
spécifie par leur croissance relativement rapide et un diamétre qui ne dépasse pas
1,5mm. Par ailleurs, il est sensible au sel, et incapable a pousser a 400mM de NaCl.
Le subcluster 3: regroupe les isolats de la région de Guelma (SG3A2, et SG1A5). Les
caractéres qui les relient sont I'incapacité a pousser a des températures de 5°C, mais
peuvent pousser a 10°C, et sur milieu acide (pH5). lls peuvent dégrader le cellobiose,
le maltose, l'inositol, et le galactose, mais ne peuvent pas dégrader le sorbose, le
dulcitol et le méthyle mannoside.

Le subcluster 4: constitué par le seul isolat de la région de Berrihane SBHA11 qui

se détache du reste du groupe par la tolérance a différentes températures basses et
hautes (5°C a 40°C).

Le subcluster 5: réunit les deux isolats de la région de Sebaa (SSA2 etSSA1), ces
deux isolats sont liés par la couleur, la production des EPS, l'inaptitude a pousser

a des températures de 10°C et 40°C, sur pH4 et supérieur a 9, et l'incapacité de
dégrader le raffinose et le sorbose.

Le subcluster 6: réunit les trois isolats de la région Réghia (SRGA6, SRGAS et
SRGAM1), un isolat de la région de Great (SGRA4) et deux isolats de la région de
Berrihane (SBHA15 et SBHAS8). Ces isolats se caractérisent par leur incapacité a
croitre a des températures inférieures ou égales a 10°C et sur milieu acide (pH 4 et
4,5), mais peuvent tolérer jusqu’ a 800mM de NaCl.

111.3.10. Conclusion

D’aprés les résultats de I'analyse des sols, il ressort que ces derniers sont généralement
sableux, peut fertiles, pauvres en éléments minéraux, notamment en azote et en matiere
organique. Ce faible niveau de fertilité est I'un des facteurs limitants des rendements de
cette culture exigeante en azote d’ou I'intérét de la symbiose fixatrice d’azote.

La caractérisation phénotypique des isolats obtenus a permis de mettre en évidence
une large diversité, sur la base de leur vitesse croissance, pouvoir acidifiant ou alcalinisant,
tolérance au NaCl, au pH et a la température ainsi que I'utilisation des différents sucres.

L'analyse numérique de ces caractéristiques phénotypiques a montré qu’a un niveau
de 38% de similarité, les isolats se repartissent en deux grands groupes, un premier groupe
qui rassemble les isolats a croissance rapide et intermédiaire et un deuxiéme groupe qui
rassemble les isolats a croissance lente.

lll.4.Réponse a I'inoculation

lll.4.1. Nodulation

La caractérisation symbiotique montre que sur le plan de la nodulation les souches SSA1,
SSKAB, SG3A4, et SSA2 se sont montrées les plus infectives avec respectivement 167,33,
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165, 127,67 et 101 nodules/plant suivie de SBHA1.2, SG3A3 et SRGA1 avec 89,67, 86,67
et 82,67 nodules/plant. La souche SBHA11 a donné le taux le plus faible soit 3,33 nodules/
plant. La moyenne générale de toutes les souches est de 62,24 nodules/plant (Figure
20, 21 et 22). Lanalyse de la variance pour ce parameétre montre une différence trés
hautement significative (Annexe 3.1), et le test de Newman et Keuls fait ressortir six groupes
homogénes (Annexe 3.2).

Ces résultats indiquent une variabilit¢ du taux de nodulation de l'arachide par
les souches testées. En effet chez toutes les légumineuses, l'infection et I'efficience
dépendent de l'interaction plante-souche-sol-environnement (Dommergues et Mangenot,
1970; Dommergues et al., 1999).

lll.4.2. Poids frais des nodules par plant

Le poids frais des nodules varie entre un maximum de 1,107 g chez les plantes nodulées
par la souche SSA1, et un minimum de 0,032 g chez les plantes nodulées par la souche
SBHA11 (Figure 23).

L'analyse de la variance montre une différence trés hautement significative entre les
souches (Annexe 3.3), leur classement selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%,
les réparties en six groupes homogeénes (Annexe 3.4).

l11.4.3. Poids sec des nodules par plant
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Le poids sec des nodules le plus élevé a été obtenu chez les plantes nodulées par la souche
SSA1 avec 254mg, alors que la limite inférieur est obtenue chez les plantes nodulées par
SBHA11, SG1A5 avec 10mg et 11mg respectivement (Figure 24).Toutefois, 'analyse de la
variance montre une différence trés hautement significative entre les souches (Annexe 3.5)
et la comparaison des moyennes permet de subdiviser la collection testée en cinq groupes
homogénes (Annexe 3.6).

D’aprés Schultze et Kondorosi (1998), Duhoux et Nicole (2004) le nombre (ou le poids)
des nodules actifs sur le systéme racinaire est contr6lé par la plante héte (phénoméne
d’autorégulation).
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Figure 20: (A) Vue générale de l'essai.
(B)et (C) Nodosité sur plant d’arachide inoculé par la souche SSA1 (B) et SSA2 (C).
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Figure 21 : (A), (B) et (C) Nodosité sur plant d’arachide inoculé

par la souche

a croissance lente SG1A3 (A) et la souche a croissance

rapide SGRA4 (B) et (C). (Différentes dispositions des nodules).
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Figure 22 : Nombre de nodules par plant chez

l'arachide inoculée avec les différentes souches.
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Figure 23 : Poids frais des nodules chez
I'arachide inoculée avec les différentes souches
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Figure 24 : Poids sec des nodules chez
I'arachide inoculée avec les différentes souches
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l1l.4.4. Activité réductrice d’acétyléne

Tous les couples symbiotiques obtenus ont montré une activité fixatrice d’azote, avec
une divergence entre les différentes souches testées que I'analyse de la variance met en
évidence par une différence trés hautement significative (Annexe 3.7). Le test de Neuman
et Keuls au seuil de 5% fait ressortir neuf groupes homogénes (Annexe 3.8).

Les résultats obtenus montrent que les souches SSKAG, SG1A1, SG1A2, et SG3A4
se sont montrées les plus efficientes avec respectivement 59,67, 57,33, 52,67 uM CoHy/h/

plant et 52 yM CoHg/h/plant. Le niveau d’activité nitrogénasique le plus faible est enregistré
chez les plantes inoculées par la souche SBHA11 avec 8 uM CoHg/h/plant (Figure 25). La
moyenne générale de toutes les souches confondues est de 41,58uMCoHg/h/plant.

En effet, la capacité de fixation biologique de I'azote par les Iégumineuses dépend du
génotype de la plante, de la souche de rhizobium, et de l'interaction hote-souche (Sadiki,
1992). Toutefois, l'intensité de I'activité de la nitrogénase peut varier d’'une souche a une
autre (Hartwiget al., 1987). Par ailleurs, il parait que le niveau de fixation d’'un couple
symbiotique reflete un compromis entre son niveau d’infection et le niveau d’activité des
nodosités (Djordjevic et al., 1987). De ce fait, lorsque le nombre de nodules est faible, la
plante peut leur fournir plus de photosynthétats que lorsqu’ils sont plus nombreux permettant
ainsi aux bactéroides d’exprimer plus leur pouvoir de fixation d’azote (Gall et al., 1987).
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111.4.5. Hauteur des plants

L'analyse de la variance de la hauteur des plants montre une différence trés hautement
significative (Annexe 3.9). Le test de Newman et Keuls fait ressortir quatre groupes
homogénes (Annexe 3.10).

Les plantes inoculées par la souche SBHAS8 répond positivement avec une
augmentation de 6.33cm soit 29.21% par rapport aux plantes témoins (T). Une légére
augmentation marquée aussi chez les plantes inoculées par les souches SGRA4 et SSA2
avec 3.05% pour chacune par rapport aux plantes témoins (T). Le reste du souchier a un
effet négatif sur la croissance en hauteur des plants (Figure 26).

111.4.6. Rendement en matiére seche
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Une variabilité concernant 'accumulation de la matiére séche des parties aériennes en
fonction des souches est observée (Figure 27). L'analyse de la variance met en évidence
une différence hautement significative (Annexe 3.11).
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Figure 27 : Rendement en matiere séche des parties
aériennes chez l'arachide inoculée avec les différentes souches

Le témoin non inoculé azoté (TN) a permis d’obtenir la valeur la plus élevée.
L'inoculation a permis une augmentation importante de la matiére séche, et plus
particulierement chez les plantes inoculées par les souches SGRA4, SBHA15, et SBHAS,
ou cette augmentation était de plus de 30% par rapport au témoin non inoculé (T), et plus
de 20% chez les plantes inoculées par les souches SG1A5, SSA2, et SSA1. Toutefois, une
Iégére augmentation, est remarquée chez les plantes inoculées par les souches SG1A1,
SG3A2, et SRGA1.

Le reste de la collection des souches testées, ont réagi négativement avec des valeurs
plus faibles que le témoin non inoculé (T). C’est le cas de la majorité des souches a
croissance lente SBHA1.1, SBHA1.2, SG1A2, SG1A3, SG3A3 et SG3A4.

L’augmentation du poids de matiére séche des plantes d’arachide inoculées avec des
souches de rhizobium spécifiques a été soulignée par de nombreux chercheurs. Ainsi, Patel
et Thakur (1997), rapportent que 'inoculation permet I'obtention d’'un rendement en fanes
(parties aériennes et parties racinaires) supérieur au témoin.

Cette augmentation de rendement en matiére séche sous I'effet de l'inoculation a été
constatée également par Berraho (1984) et Maéatallah et al. (2002) chez le pois chiche.

lll.5. Rendement et ses composantes

lI1.5.1. Rendement en gousses

Les moyennes relatives au rendement en gousses déterminées a partir du poids moyen des
gousses par plant pour les différents traitements sont illustrées par la figure 28.

L'analyse de la variance ne montre aucune différence significative entre les souches
pour ce paramétre (Annexe 3.13). Toutefois, les observations suivantes sont notées :

les plantes inoculées par les souches SBHA15 et SSA1, avec un rendement
respectivement de 21,13 g/plant et 19,74 g/plant ont manifesté une supériorité par rapport
au témoin non inoculé (T), soit une augmentation de 20,08% et 20,59% respectivement, et
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une augmentation méme par rapport au témoin non inoculé azoté (TN) avec 10,40% pour
SBHA15 et 3,13% pour SSA1.

Les plantes inoculées par les souches SG3A2, SBHA1.1, SBHA8 et SBHA11 avec
respectivement un rendement de 18,27 g/plant, 18,16 g/plant, 17,53 g/plant et 17,21 g/
plant ont montré également une augmentation par rapport au témoin non inoculé (T)
soit respectivement 11,61%, 10,93%, 7,09% et 5,13%.

Un résultat similaire a été obtenu par Hiep et al. (2002) chez une culture d’arachide
qui s’est exprimée par une augmentation significative du rendement en gousses par rapport
au témoin non inoculé et par rapport a une culture recevant 100U d’azote. Patel et Thakur
(1998) ont également signalé une difféerence significative entre une culture d’arachide
inoculée et non inoculée. Cette différence est exprimée par une augmentation en gousses
de 8,20%.

Ainsi, 'augmentation du rendement en gousses chez I'arachide inoculée par différentes
souches de rhizobium a été observée par plusieurs auteurs Diatloff et Langford, (1975),
Joshi et Kulkarni (1983), Nambiar et al. (1984), Ndiaye, (1986),Pal et al. (2000), Rao et al.
(2004).

Une réponse positive observée chez le haricot inoculé, soit une augmentation de
rendement en gousses de +66% par rapport au témoin non inoculé (Guene et al., 2004),
Diouf et al. (1999) note aussi une augmentation significative du rendement du haricot
inoculé.

1l.5.2. Rendement en graines
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Une augmentation du poids moyen des graines par plant est observée chez les plantes
inoculées par les souches SSA1, SBHA15, SG3A2, SBHA1.1, et SBHA11 (Figure 29);
soit une augmentation de 71,79%, 59,92%, 45,91%, 32,49%, et 21,01% respectivement
par rapport au témoin non inoculé (T) et de 47,17%, 37%, 25%, 13,50% et 3,67%
respectivement par rapport au témoin azoté (TN).

Une augmentation du rendement en graines par rapport au témoin non inoculé (T)
est observée aussi chez les plantes inoculées par les souches SRGA3, SGRA4, SG1A3,
SG1A1, SBHAS8, SG3A3 et SG1A2.

De ce fait, nos résultats rejoignent ceux obtenus par Ngo The Dem et al. (2000) cités
parVan Toan (2002)qui signalent que la culture d’arachide inoculée présente un rendement
en graines supérieur par rapport a une culture non inoculée. De méme Boujghagh (1993)
sur le soja, constate une augmentation du rendement en grains de 37% dans un traitement
inoculé et sans azote par rapport au traitement non inoculé recevant 100kg N/ha.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les différents traitements
pour ce paramétre (Annexe 3.14).
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Figure 28 : Poids moyen des gousses par plant
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Figure 29 : Poids moyen des graines par plant
chez l'arachide inoculée avec les différentes souches

111.5.3. Poids de cent gousses

Les moyennes relatives au poids de cent gousses obtenus avec les différentes souches
(Figure 30) indiquent qu’elles sont supérieures a celles obtenus avec le témoin azoté (TN).
Ainsi, le poids de cent gousses le plus élevé est obtenu chez les plantes inoculées par
la souche SBHA11 avec 99,32g, soit une augmentation de 63,41% par rapport au témoin
azoté (TN). Cependant, I'analyse de la variance ne montre aucune différence significative
entre les différents traitements (Annexe 3.15).

111.5.4 Poids de cent graines

Le poids de cent graines le plus important est celui obtenu par les plantes inoculées par la
souche SG1A2 avec 28g. La limite inférieure est obtenue chez les plantes inoculées par la
souche SSKAG avec 12,149 (Figure 31).

Par ailleurs, nous remarquons une augmentation bien évidente pour la majorité des

traitements pour le poids de cent graines par rapport au témoin azoté (TN), a I'exception
des traitements SBHA8 et SSKAG ; les plantes inoculées par ces souches ont donné un
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poids de cent graines inférieur a celui obtenu par le témoin non inoculé (T), et méme a celui
obtenu par le témoin azoté (TN).

L'analyse de la variance met en évidence une différence hautement significative entre
les souches pour ce paramétre (Annexe 3.16)et le test de Neuman et Keuls permet de
subdiviser la collection testée en trois groupes (Annexe 3.17). L'analyse des corrélations
fait ressortir une corrélation positive hautement significative entre le poids de cent graines
et le rendement en graines (r= 0,54), et une corrélation significative avec le rendement en
gousses (r = 0,46).

111.5.5. Taux de fructification des gynophores
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L'ensemble des traitements a I'exception de SGRA4 et SSA2 ont montré un taux de
fructification des gynophores supérieur par rapport au témoin non inoculé (T) et par rapport
au témoin azoté (TN) (Figure 32).

Le taux le plus élevé est obtenu chez les plantes inoculées par la souche SBHA15 avec
67,76%, suivie par la souche SG1A3 avec 61,10%. L’analyse de la variance révéle une
différence trés hautement significative entre les traitements (Annexe 3.18). Il ressort du test
de Newman et Keuls cing groupes homogenes (Annexe 3.19).

Le taux de fructification des gynophores est corrélé positivement avec le rendement en
graines (r = 0,58**), et avec le rendement en gousses (r = 0,53%), ainsi qu’avec l'indice de
récolte (r =0.52%).

100 =

P

=

i ap

i _

2

2 &0

=

A 70

il

=

v &0

=

=]

- 50 kALl
T EE = ¥ OF O OE =l = W OF EZ
Ticsi3giid TR EEE =
ﬂgﬁgmﬂmmﬁﬁﬁﬁgﬁﬁﬁ“ i3

Souches ou t&moin .
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Figure 31 : Poids de cent graines chez
l'arachide inoculée avec les différentes souches.
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Figure 32 : Taux de fructification des gynophores
chez 'arachide inoculée avec les différentes souches

111.5.6. Indice de récolte

Le maximum pour l'indice de récolte est atteint par les plantes inoculées par la souche
SBHA1.1 soit 1,20, suivie par les souches SBHA1.2, SBHA11, SG1A2, SG1A3, et SG3A2

Tandis que, le minimum soit 0,50 est enregistré chez les plantes inoculées par la souche
SSA2 (Tableau 9).

L'analyse de la variance ne montre aucune différence significative entre les traitements
pour ce paramétre (Annexe 3.20). Par ailleurs, d’apres I'analyse des corrélations, il existe
une liaison positive hautement significative entre l'indice de récolte et le poids des graines,
ainsi qu’avec le poids des gousses (r=0,65).

11.5.7. Taux de remplissage des gousses

Le taux le plus élevé est obtenu chez les plantes inoculées par la souche SG3A3 avec 0,48,
suivie par SG3A2, SG3A4 avec 0,44 et SG1A3, SSA1 avec 0,43 (Tableau 9).

La limite inférieure pour ce paramétre est enregistrée chez les plantes inoculées par
la souche SSKA6 avec 0,27.

Tableau 9 : Indice de récolte et taux de remplissage des gousses pour les différents traitements.
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Traitements |Indice de Récolte | Taux de remplissage des
gousses
SBHA1.1 1,20 0,38
SBHA1.2 1,18 0,39
SBHA11 1,00 0,35
SBHA15 0,89 0,39
SBHAS8 0,76 0,30
SG1A1 0,79 0,36
SG1A2 1,05 0,32
SG1A3 1,01 0,43
SG1A5 0,55 0,33
SG3A2 1,01 0,44
SG3A3 0,79 0,48
SG3A4 0,83 0,44
SGRA4 0,56 0,34
SRGA1 0,59 0,30
SRGA3 0,93 0,39
SRGA6 0,73 0,39
SSA1 0,90 0,43
SSA2 0,50 0,29
SSKA6 0,95 0,27
T 0,92 0,30
TN 0,61 0,36

L'analyse de la variance révéle une différence significative (Annexe 3.21) et le
classement des moyennes fait ressortir un seul groupe homogéne (Annexe 3.22). Ce
paramétre est corrélé positivement au poids des graines (r = 0,49%).

111.5.8. Conclusion

La réponse de l'arachide a l'inoculation par les différentes souches étudiées est positive
sur le plan de la nodulation. En effet, une nodulation importante a été notée pour 53 %
des souches et un potentiel fixateur intéressant pour 58% des souches. La corrélation est
significative (r=0,47) entre le poids sec des nodules par plant et I'activité fixatrice d’azote
(Figure 33), alors qu’il n’existe aucune corrélation significative entre le nombre de nodules
et le taux de fixation de chaque souche.
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Figure 33 : Relation entre le poids sec des nodules et I'A.R.A.
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Cette corrélation a été déja mise en évidence par Tricot (1993), chez le pois qui
a montré qu’il existe un parallélisme a I'échelle de la plante entre la masse de matiére
séche de nodosité et la quantité d’azote fixée. Chez d’autres espéces comme le Haricot
(Phaseolus Vulgaris L.), Rosas et Bliss (1986) indiquent également une corrélation
hautement significative avec le poids des nodules, aussi bien en serre qu’au champ.

En revanche, Benhalima (2006) sur pois chiche note une grande hétérogénéité entre
le nombre, le poids et I'efficience des nodules.

Pour le rendement en matiére seéche, les souches SG1A5, SSA2, et SSA1 ont permis
une amélioration de plus de 20% comparé au témoin non inoculé et non fertilisé alors que
les souches SGRA4, SBHA15, et SBHAS8 ont montré une réaction positive presque égale a
un apport d’azote de 100 unités. Des inoculums de ces souches conférent donc aux plants
d’arachide la couverture partielle ou presque totale de leur besoin en azote, ce qui limiterait
I'utilisation massive des engrais azotés.

Ainsi, I'apport d’azote par la fixation symbiotique chez I'arachide, contribuerait a faire
face aux besoins élevés de la plante en azote liés a la forte teneur de la plante en
protéines, tant dans les graines que dans les fanes. Des travaux de I'lCRISAT établissent
que l'arachide consomme un kilogramme d’azote pour produire 36 kg de biomasse contre
120kg pour le sorgho (Schilling et al., 1997).

Sur le plan du rendement et ses composantes, 63% des souches ont permis une
augmentation du rendement en graines par rapport au témoin non inoculé et non azoté et
plus de 26% des souches ont entrainé une augmentation par rapport au témoin recevant
100U d’azote. 32% des souches ont permis un rendement en gousses supérieur au témoin
non inoculé, et 1% des souches par rapport au témoin azoté. Ces deux composantes
du rendement sont hautement corrélées entre elles (r=0 ,90). Mais ne le sont pas
avec le potentiel fixateur des souches. Par ailleurs, les souches qui ont entrainé cette
supériorité sont classées parmi celles qui ont montré également des caractéristiques
symbiotiques supérieures (capacité fixatrice d’azote, nodulation et rendement en matiéere
seéche satisfaisant).

Concernant le poids de cent gousses et le poids de cent graines, 'ensemble des plantes
inoculées ont donné une augmentation de ces parameétres par rapport au témoin azoté. A
I'exception des plantes inoculées par les souches SSKAG et SBHAS, qui ont donné un poids
de cent graines inférieur a celui obtenu par le témoin azoté.

Quant au taux de fructification des gynophores, toutes les plantes ont montré un
accroissement de ce paramétre par rapport au témoin azoté a I'exception des souches
SSA2 et SGRA4.

Pour I'indice de récolte, toutes les plantes ont donné un indice de récolte supérieur a
celui obtenu par le témoin azoté (exception faite pour les plantes inoculées par les souches
SRGA1, SGRA4, SG1A5, et SSA2).

Enfin, pour le taux de remplissage des gousses, toutes les plantes a I'exception de
celles inoculées par les souches SSA2 et SSkKAG ont donné une réponse positive avec des
valeurs plus élevées que celles du témoin non inoculé non azoté. En outre, les plantes
inoculées par les souches SG3A3, SG3A4, SSA1, SG1A3, SG3A2, SRGA3, SBHA1.2,
SRGAG, SBHA15, et SBHA1.1 ont manifesté une augmentation méme par rapport au témoin
azote.

Ainsi, méme si toutes les composantes ne sont pas affectées de la méme manieére,
I'arachide répond mieux a l'inoculation par certaines souches, ce qui permet d’envisager
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d’intégrer cette pratique dans l'itinéraire technique de culture de I'arachide, afin de réduire
les dépenses occasionnées par l'utilisation des engrais chimiques azotés et la préservation
de 'environnement.

lll.6. Stress hydrique

111.6.1. Effet du stress hydrique sur la nodulation
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Le stress hydrique d’'une semaine n’induit pas de différence significative sur le nombre de
nodules des plants stressés par rapport aux plants non stressés; par contre une différence
trés significative est observée apres cing semaines de stress méme si une augmentation du
nombre de nodules chez les plants stressés est observée avec la durée du stress (Figure
34).

Aprés cing semaines de stress les souches SG3A4 et SBHA1.2 se sont montrées les
plus infectives dans les conditions normales avec respectivement 220 et 210 nodules/
plant. La souche SG3A3 est la plus infective en conditions de stress avec 89 nodules/plant,
suivie de la souche SG3A4 avec 69 nodules/plant. L’analyse de la variance révéle une
différence trés hautement significative pour les deux facteurs souche et stress hydrique, et
hautement significative pour l'interaction entre ces deux facteurs (Annexe 4.3).Le test de
Newman et Keuls fait ressortir deux groupes homogénes pour les deux facteurs ainsi que
pour l'interaction (Annexe 4.4).

Le stress hydrique a un effet négatif sur les populations de rhizobium introduites dans
le sol (Aurag et Brhada, 1994). Il induit une réduction de l'infection et de nodulation des
Iégumineuses (Zahran, 1999). Ainsi le desséchement progressif d’un sol sableux, cas des
sols des régions a production d’arachide, diminue ou élimine totalement les populations
bactériennes introduites dans ce sol.

Nos résultats relatifs a I'effet du stress hydrique sur la nodulation montrent que
ce dernier n’affecte pas la nodulation aprés une semaine de stress hydrique. En effet,
dans cette expérimentation, ce stress a été appliqué a la quatriéme semaine, alors que
I'inoculation a lieu au semis. Sachant que les nodules apparaissent chez I'arachide un mois
aprés l'inoculation, il est, donc, logique de penser que les rhizobium se sont déja multipliés,
adsorbés aux racines et enrdlés dans le développement des nodules lorsque le stress a été
appliqué. Toutefois, I'effet négatif du déficit hydrique prolongé et intense sur la nodulation
a été souligné par plusieurs auteurs (Bouniols et al., 1985; Sinclair et al., 1988, Atharet
Johnson, 1996; Boutraa et Sanders, 2001), ce qui rejoint nos résultas de nodulation aprés
cing semaines de stress. En effet, le nombre de nodosités formées est le résultat final de
toute une succession d’événements se produisant au cours des différentes étapes de la
formation des nodosités.

Ainsi, un environnement de rhizosphére favorable est essentiel a l'interaction de
Iégumineuse—rhizobium. Cependant, 'importance de l'effet inhibiteur du stress hydrique
sur la symbiose dépend du stade de développement de la plante et de son intensité
(Zahran, 1999). Selon les résultats de Pena-Cabrialeset Castellanos (1993), sur haricot le
stress hydrique durant le stade végétatif a diminué temporairement la nodulation, et aprés
réalimentation réguliére en eau la nodulation reprend mieux que chez le témoin non stressé.
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Figure 34: Nombre de nodules par plant chez I'arachide inoculée
avec des souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique

Tandis qu’'un stress hydrique durant le stade reproducteur diminue la nodulation et
aprés réalimentation réguliére en eau il n'y avait aucun rétablissement.

Chez le soja, I'effet d’un légerstress hydrique réduit seulement le nombre de nodules
formées, alors qu’un stress modéré et sévere réduit le nombre et la taille de nodules (
Williams et Mallorca, 1984).

111.6.2. Effet du stress hydrique sur ’A.R.A.

Les résultats présentés dans la figure 35 montrent un effet dépressif du stress hydrique
sur I'activité fixatrice d’azote. Aprés une semaine de stress cet effet est plus marqué chez
les traitements SG1A1, SG3A3, SG1A3 et SG3A4 avec respectivement une diminution de
31, 23,33, 21,67, et 16uMCoHg/h/plant par rapport aux témoins. L'analyse de la variance

montre un effet trés hautement significatif pour le facteur souche et le facteur stress hydrique

61



Etude de la symbiose a Rhizobium chez I’Arachide (Arachis hypogaea L.)

62

et significatif pour l'interaction (Annexe 4.5). Le test de Newman et Keuls fait ressortir
deux groupes homogeénes pour le facteur souche et le facteur stress et quatre groupes
homogeénes pour l'interaction (Annexe 4.6).

Aprés cing semaines de stress les traitements SG1A1, SSKA6 et SG3A3 avec
respectivement une diminution de 44, 36 et 24,67uMCoHg/h/plant par rapport aux témoins

se sont montrés les plus affectés par le stress. L'analyse de la variance révéle une différence
trés hautement significative pour le facteur stress, non significative pour le facteur souche et
significative pour l'interaction (Annexe 4.7). Le test de Newman et Keuls fait ressortir deux
groupes homogénes pour le facteur stress et deux groupes homogeénes pour l'interaction
(Annexe 4.8).

La sensibilité de la fixation de I'azote au déficit hydrique a été montrée par plusieurs
auteurs, notamment chez I'arachide (Nambiar et Dart, 1980; Simpson et Daft, 1991), le
cowpea (Zablotowicz et Focht, 1981; Venkateswarlu et al ., 1989 ), le soja (Obaton et
al., 1982; Kirda et al., 1989; Sinclairet al .,2007), laféeve (Guerinet al ., 1990
) et chez le pois-chiche (Wery et al., 1988; Ounane, 1998; Ounane et al., 2003).

Il est cependant admis que le facteur majeur qui induit des changements dans l'activité
nitrogénase est la concentration d’oxygéne libre a l'intérieur du nodule (Ounane et al., 2005).
En effet, 'augmentation de la teneur en oxygéne de I'atmosphére entourant les nodosités
sous l'effet du stress hydrique peut s’expliquer par le fait que la privation d’eau provoque
la plasmolyse des cellules corticales et leur tassement, augmentant ainsi la résistance
a la diffusion de l'oxygene vers les bactéroides fixateurs (Guérin et al., 1990). De ce
fait, la capacité des nodules pour réaliser la phosphorylation oxydative, indispensable au
fonctionnement de la nitrogénase se trouve limitée (Drevon et al., 1994).
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Figure 35: Activité réductrice d'acétylene (ARA) chez I'arachide inoculée
avec des souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique.

D’autres travaux montrent que chez les plantes exposées a un stress hydrique modére,
les nodules ne sont pas limitées uniquement par O mais également par une limitation

métabolique (Diaz Del Castillo et al., 1994). Une explication alternative pour la diminution
de la fixation d’azote sous la sécheresse est une offre réduite de carbone aux bactéroides
(Arrese-lgor et al., 1999; Serraj et al., 2004; Ladrera et al., 2007).

111.6.3. Effet du stress hydrique sur I’A.N.R.

La figure 36 montre bien un effet dépressif du stress hydrique sur I'activité nitrate réductase.
Cet effet ne s’observe pas de la méme fagon aprés une semaine qu’aprés cinq semaines de
stress. Ainsi, aprés une semaine de stress hydrique, 'ANR diminue de fagon significative
chez tous les traitements (SG1A1, SSKAG6, SG3A3, SG3A4, SBHA1.2 et SG1A3). L'analyse
de la variance montre une différence trés hautement significative pour le facteur stress, non
significative pour le facteur souche et l'interaction entre ces deux facteurs (Annexe 4.9).
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Le test de Newman et Keuls fait ressortir deux groupes homogénes pour le facteur stress
(Annexe 4.10).

Tandis qu’aprés cinq semaines de stress hydrique, la diminution est plus importante
chez les plantes inoculées avec les souches SSKAG, SG3A3, SBHA1.2 et SG1A3. L'analyse
de la variance montre un effet significatif pour le facteur souche et hautement significatif
pour le facteur stress. L'interaction entre les deux facteurs ne montre aucune différence
significative (Annexe 4.11). Le test de Newman et Keuls fait ressortir deux groupes
homogénes pour les facteurs ; souche et stress hydrique (Annexe 4.12).

Nos résultats relatifs a la sensibilité de I'activité nitrate réductase au déficit hydrique
rejoignent ceux obtenus par plusieurs chercheurs, notamment chez le haricot (Boutraa et
Sanders, 2001), le cowpea (Silveira et al., 2001), le soja (Obaton et al., 1982; Bouniols et
al., 1985) et chez le pois-chiche (Deschamps et Wery 1987; Ounane, 2004).

En effet, la réduction du nitrate est dépendante d’autres métabolismes, tels la
respiration et la photosynthése, pour la fourniture d’énergie, de pouvoir réducteur et de
chaines carbonées (Faure et al., 1997).

La nitrate réductase est 'une des enzymes les plus sensibles au stress hydrique
(Ferrario-Méry et al., 1998; Foyer et al., 1998). C’est une enzyme inductible par son substrat,
de ce fait elle est réglée par plusieurs métabolites, et son mécanisme de contrble sous
stress hydrique semble complexe di a la participation des facteurs directs et indirects
(Foyer et al., 1998). Ainsi, le manque d’eau en diminuant I'activit¢ photosynthétique
handicape la réduction du nitrate par un manque de pouvoir réducteur a '’ANR. Les besoins
énergétiques seraient diminués par une fermeture des stomates ou une baisse du transport
des photosynthétats (Sall, 1987).
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Figure 36: Activité nitrate réductase (ANR) chez I'arachide inoculée
avec des souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique.

De nombreux auteurs ont montré que le nitrate aussi bien que I'azote total par plant,
augmentent au fur et & mesure que le déficit hydrique s’accentue, tandis qu’une forte
diminution de I'activité enzymatique est observée (Sinha et Nicolas, 1981).

Toutefois, la diminution rapide de l'activité nitrate réductase observée a été tres
probablement provoquée par dénaturation/inactivation de I'enzyme ou dégradation induite
par le stress hydrique (Ferrario-Méry et al., 1998; Foyer et al., 1998), en dépit de la
présence du NO3 ~ dans les tissus des feuilles. Ainsi, cette enzyme dépend de l'intensité de

I'approvisionnement en ions nitriques directement disponibles et non des nitrates présents
dans les tissus qui seraient localisés en des sites de moindre accessibilité.

111.6.4. Effet du stress hydrique sur la hauteur des plants
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Le stress hydrique d’'une semaine n’induit pas d’effet significatif sur la hauteur des plants,
de ce fait 'analyse de la variance ne révéle aucune différence significative pour les deux
facteurs souche et stress hydrique ainsi que pour l'interaction (Annexe 4.13). Toutefois, une
diminution de la hauteur des plants est observée chez les plantes inoculées par les souches
SG1A3, SG1A1 et SG3A3 (Figure 37).

Aprés cing semaines de stress, I'effet du stress est plus marqué. Il se traduit par une
diminution plus au moins importante chez tous les traitements. Ainsi, les plantes inoculées
par les souches SG1A3, SG1A1 et SBHA1.2 se sont montré les plus sensibles (Figure 33).

L'analyse de la variance montre une différence hautement significative pour le facteur
stress hydrique (Annexe 4.14). Le test de Newman et Keuls fait ressortir deux groupes
homogénes (Annexe 4.15).

La réduction de la hauteur de la tige chez I'arachide suite a un stress hydrique a été
constatée également par Malki et Boussaha (1998). En revanche, Bacha (2002) sur pois
chiche, montre que la réduction de la hauteur des plants est observée seulement lorsque
le stress est appliqué au stade végétatif.

111.6.5. Effet du stress hydrique sur la production de biomasse
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D’aprés la figure 38, nous remarquons que le stress d’'une semaine ne semble pas
avoir d’'impact sur le poids sec des parties aériennes pour 'ensemble des traitements, a
I’'exception des plantes inoculées par la souche SG1A3 qui présentent une diminution de ce
parametre par rapport aux témoins. Ceci est confirmé par I'analyse de la variance, qui ne
montre aucune différence significative entre les traitements (Annexe 4.16).

Aprés cinqg semaines de stress, l'effet du stress est plus marqué chez tous les
traitements. Les plantes inoculées par les souches SG3A4 et SG3A3 se sont montrées les
plus sensibles, tandis que les plantes inoculées par la souche SG1A3 se sont révélées les
plus tolérantes.
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Figure 37: Hauteur des plants chez I'arachide inoculée avec
des souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique.

L'analyse de la variance montre une différence trés hautement significative pour le
facteur stress hydrique, et significative pour I'interaction entre les deux facteurs (Annexe
4.17). Le test de Newman et Keuls fait ressortir deux groupes homogénes pour le facteur
stress et trois groupes homogenes pour l'interaction (Annexe 4.18).

La production de matiére séche est differemment affectée par les contraintes hydriques
selon les rhizobia (Saxena et al., 1993) et le stade phénologique de la plante (Roy et al.,
1995). Elle se traduit par une baisse quand la contrainte hydrique est appliquée au stades
végeétatif et floraison (Ounane et al., 2003). Ainsi, Bacha (2002) sur pois chiche et Hamidou
et al. (2005) sur niébé montrent que le poids de matiere séche des plants témoins est plus
important que celui des plants stressés, ceci concorde avec nos résultats obtenus apres
cing semaines de stress.
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Pucell et al. (1997) sur soja montre q’'une bonne production de matiére séche
en condition de déficit hydrique a eu comme conséquence Iattribution continue des
photosynthétats aux nodules qui ont prolongé I'activité de la nitrogénase.

Par ailleurs, le stress réduit la taille finale des feuilles par réduction de la surface et la
vitesse moyenne de croissance ; ainsi la taille finale des feuilles est fortement corrélée avec
le potentiel hydrique des plantes (Karamanos et al., 1982).

Selon Vidal et al. (1981) c’est le poids de matiére séche et non la hauteur qui est la plus
sensible aux contraintes hydriques. La sécheresse provoque une diminution importante de
la croissance de 'ensemble de I'appareil végétatif.

111.6.6. Conclusion
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Le stress hydrique est un facteur environnemental important qui peut affecter la fixation
symbiotique de I'azote; cette derniére serait sensible méme a un stress hydrique modéré
( Sinclair et al ., 2007). Selon Purcell et al. (1997), elle serait plus sensible au
déficit hydrique que beaucoup d’autres processus physiologiques et pourrait donc limiter
le rendement dans ces conditions. A I'opposé, le rble bénéfique de la fixation symbiotique
dans le maintien d’'une bonne productivité en condition de déficit hydrique a été rapporté
par Purcell et King (1996).

Les résultats obtenus montrent que lestress hydrique se manifeste par une baisse
rapide des deux activités enzymatiques ARA et ANR, ainsi q’'une diminution de la nodulation,
de la hauteur et du poids sec des plants. Toutefois, les souches SG3A4, SBHA1.2, SG1A3
confirment leur supériorité pour la fixation symbiotique de I'azote sous stress hydrique. Eten
se référant a la production de matiére séche, les plantes inoculées par les souches SG1A3,
SG3A3, SBHA1.2 se sont révélées les plus tolérantes au stress hydrique.
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Figure 38: Poids sec des plants chez I'arachide inoculée avec
des souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique.
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Dans ce travail qui a porté sur I'étude de la symbiose rhizobium-arachide, nous avons
cherché a évaluer la variabilité symbiotique et phénotypique des rhizobiums nodulant cette
espéce, en vue d’une amélioration des rendements au moindre co(t de production, tout en
préservant les ressources naturelles.

L’évaluation du potentiel rhizobien des sols des régions arachidiéres en Algérie (El
Tarf ;Berrihane, Sebaa, Réghia, Gréat, El Kala, Souarekh, et Guelma), atteste la présence
de souches bactériennes capables d’établir une symbiose avec cette Iégumineuse.

Une collection de 19 isolats bactériens a été retenue. Leur caractérisation phénotypique
sur la base de leur tolérance a la salinité (NaCl), aux pH acides et alcalins, aux températures
extrémes, ainsi qu’a l'utilisation des différents hydrates de carbone, a permis de mettre
en évidence une gamme diversifiée de souches nodulant I'arachide. En effet, 'analyse
numérique montre deux grands groupes au niveau de similarité de 38% qui different
essentiellement par leur vitesse de croissance ; un groupe qui réunit les isolats a croissance
rapide et intermédiaire et un autre groupe qui réunit les isolats a croissance lente qui
appartiendraient probablement au genre Bradyrhizobium. Ces deux groupes se ramifient a
53% de similarité pour former six groupes phénotypiques distincts.

Par ailleurs, certaines souches se distinguent par des caractéres intéressants : les
souches SBHAS8, SBHA15, SGRA4, SRGA1, SRGA3 et SRGAG6 par leur osmotolérance
(tolérent jusqu’a 800mM de NaCl), les souches SBHA11, SBHA15, SBHA8, SG1A2, SG1A3,
SG3A2, SG1A5, et SG3A3 par une adaptation particuliére aux hautes températures (40°C),
et les souches a croissance lente SBHA1.1, SBHA1.2, SG1A2, SG1A1, SG3A3, SG1A3 et
SG3A4 par leur tolérance aux milieux trés acides ou trés basiques (pH 4 a 10).

L'étude de la réponse de la population d’arachide K7D2 a I'inoculation par ces souches,

fait ressortir des souches intéressantes. En effet, sur la base du potentiel de fixation
de l'azote, les souches SSKAG6, SG1A1, SG1A2, SG3A4, SBHA15, SBHA1.2, SRGAS3,
SG3A2, SG1A3, SSA1 et SG3A3 sont les plus efficientes avec une meilleure performance
symbiotique, nodulation et capacité fixatrice d’azote, des souches SBHA1.2, SG3A4 et
SSKAG.

Pour le rendement en matiére séche, un gain de plus de 20% comparé au témoin non
inoculé est obtenu avec les souches SGRA4, SBHA15, SBHA8, SG1A5, SSA2, et SSA1.

La majorité des souches (plus de 63%) ont entrainé une augmentation du rendement
en graines, avec un maximum de plus de 71% comparé au témoin non inoculé et de plus
de 47% comparé au témoin azoté. Un gain moins important est enregistré également pour
le rendement en gousses.

Une supériorité particuliére est enregistrée chez les plantes inoculées par les souches
a croissance intermédiaire SSA1, SBHA15 et SBHA8 pour les paramétres étudiés ;
rendement en graines, gousses, matiére séche, capacité fixatrice d’azote et nodulation.
De ce fait, ces souches peuvent présenter un intérét incontestable pour inoculer I'arachide
et contribuer a 'amélioration du rendement chez cette espéce. Cependant, il s’avere
nécessaire de confirmer les performances symbiotiques de ces souches par des essais
d’inoculation au champ et avec d’autres variétés ou encore d’autres espéces comme le
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cowpea afin de sélectionner les meilleurs couples symbiotiques, capables de s’adapter a
nos conditions climatiques dont, la principale contrainte climatique se traduit par un déficit
hydrique.

Dans notre étude portant sur l'effet du stress hydrique sur la nodulation, l'activité
réductrice d’acétyléne et I'activité nitrate réductase, la hauteur des plants et la production de
matiére séche, les résultats obtenus montrent que les deux activités enzymatiques (ARA et
ANR) sont rapidement affectées par le stress, ainsi une diminution trés marquée est notée
aprés une semaine de stress hydrique seulement, tandis que la nodulation, la hauteur des
plants et la production de matiére séche ne sont affectées qu’aprés un stress prolongé (cinq
semaines de stress).

L'effet de la contrainte hydrique se manifeste différemment en fonction de son intensité,
de la souche de rhizobium et du stade phénologique de la plante (Ounane et al., 2003).

En se référant a la production de matiére séche, les plantes inoculées par les souches
SG1A3, SG3A3 et SBHA1.2 se sont révélées les plus tolérantes en conditions de stress
hydrique. Tandis que la nodulation est moins affectée chez les plantes inoculées par les
souches SG3A3, SG3A4 et SG1A3.

Toutefois, les souches SG3A4, SBHA1.2 et SG1A3 confirment leur supériorité pour la
fixation de l'azote et les souches SG1A1 et SG3A4 pour I'assimilation de I'azote pendant
une contrainte hydrique. Ces deux voies de la nutrition azotée chez les légumineuses sont
souvent complémentaires et se succédent dans le temps (Obaton et Kimou, 1987; Serraj
et al., 1993), mais peuvent étre concurrentielles. Ainsi, en condition de stress hydrique une
compensation s’établit pour assurer une alimentation réguliere en azote de la plante (Wery
et al., 1986; Patriarca et al., 2002).

Ainsi ces souches sélectionnées pour leur tolérance au stress hydrique peuvent étre
utilisées pour inoculer I'arachide susceptible d’étre cultivé dans les régions ou la contrainte
hydrique constitue un facteur limitant de la production. Cependant, 'amélioration de cette
symbiose passe obligatoirement par une sélection du partenaire végétal sur le plan de la
réponse a l'inoculation et de leur tolérance aux contraintes pédoclimatiques.
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Annexes

Annexe 1 : Composition des milieux de culture.

A.1.1. Milieu YEMA minimum

Mannitol KoHPO4 MgS0Oy,2g 0,59 0,2g 0,1g 0,1g 1000ml 15g
7H20O Extrait de

levure NaCl Eau
distillée Agar-agar

A.1.2. Milieu utilisé pour la dégradation des sucres

Source de carbone 10g 0,5¢g 0,2g/0,1g 0,1g 1000ml
KoHPO4 MgSOy,

7H20O Extrait de

levure NaCl Eau distillée

Annexe 2 : Résultas de la caractérisation
phénotypique.

Annexes
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HaCl {mil} Temperatures *C

Isolats 200 400 600 300 1 000|3 1m0 15 20-30 35 40
SBEHA1

1 + + + - - - - - + + -
=BHA1

2 + + + - - - - - + + -
SBEHAN

1 + + + - - + + + + + +
SBEHAN

5 + + + + + - - + + + +
SBHAS + + + + - - - - + + +
SE1AT o+ + - - - - - + + + ;
SE1AZ o+ + - - - - - + + + -
SE1AST + + + - - - - + + + +
DA+ + + - - - + + + + +
SEEAZ O+ + + - - - + + + + +
SE3AT o+ + - - - - - + + + +
SGEEAd + + + - - - - + + + .
SGRAD + + + + - - - - + + -
SRGAT + + + + - - - - + + -
SRGAT + + + + - - - + + + .
SRGAE + + + + + - - + + + -
SSA1 + + + - - - - - + + -
s5A + + - - - - - + + + -
SSHAE + - - - - - R + + + .

A.2.1. Tolérance a la salinité (NaCl) et aux températures des isolats.

A.2.2. Tolérance aux pH des isolats.

84



Isolats

1
~
o

o

SBHA1.1

SBHA1.2

+ +|»
+
+| +| o

SBHA11

SBHA15

SBHAS8

SG1A1

SG1A2

SG1A3

+ 4+ +]+]| +] +]| +]O

+ 4+
N

R I ) ) e e e

SG1AS5

SG3A2

SG3A3

SG3A4

++|+|

++| +|

SGRA4

SRGA1

SRGA3

SRGA6

SSA1

SSA2

1
+| 4
) ) [ s [ [ s e ) ) e e e e

) [ (S [ [ e e [ ) e e R
) ) S S [ s s e ) e e e e )

+| 4|
+| 4|
o o e I I I A S A S I e oy sy R

SSKAG

A.2.3. Utilisation des hydrates de carbone par les isolats.
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Isolats

Cellobiose MaltoseRaffinoselnositol Saccharosésalactos
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>Dulcito

[Dextrine

2Méthyle
mannoside

SBHA1.1

+
1
+
1

SBHA1.2

1
+

+| +

+ 1

+

SBHA11

+| 4|+

SBHA15

+ 1

SBHAS8

+ 4 | |+

+ 1

+ +)

+ 1

SG1A1

+ 4 ]+
+ 4+
4 |+

+ +)

SG1A2

+ 1

SG1A3

+ +)

+ +)

SG1A5

SG3A2

++)

SG3A3

SG3A4

+
| ] ]
v+

] ] ]

+ +)

+ 1

SGRA4

++| +|

SRGA1

SRGA3

SRGA6

4 ] ] ]

SSA1

4 ]+

SSA2

| | | ] ] ] ] ]
1
]

+

+ +)

SSKAG

S B B B e e N e A AR A

1
4 |+
I o o I I I S I
] ] ]

1
+

+

A.1.3. Dispositif expérimental (Bloc aléatoire complet)
T : témoin non inoculé, TN : témoin azoté.
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Annexe 3 : Analyse de la variance
Réponse a I'inoculation
A.3.1. Analyse de la variance du nombre de nodules par plant.
S.C.E. DDL CARRES TEST F PROBA E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 178 939.27 62 2 886.12
VAR.FACTEUR1 [155747.94 |20 7 787.40 14.10 0.0000
VAR.RESIDUELLE23 191.33 42 552.17 23.50 |41.7%
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A.3.2. Classement des isolats par rapport au nombre de nodules selon le test de Newman et Keuls au

seuil de 5%.

Isolats moyennes Groupes homogenes
SSA1 167.33 A
SSKA6 165.00 A
SG3A4 127.67 AB
SSA2 101.00 BC
SBHA1.2 89.67 BCD
SG3A3 86.67 BCD
SRGA1 82.67 BCDE
SBHA1.1 54.33 CDEF
SRGA3 54.33 CDEF
SG1A2 52.00 CDEF
SBHAS8 40.33 CDEF
SG1A1 36.00 DEF
SGRA4 35.33 DEF
SG1A3 21.33 EF
SBRA15 20.33 EF
SG3A2 20.00 EF
SRGA6 13.33 F
SG1A5 11.67 F
SBHA11 3.33 F

TN 0.00 F

T 0.00 F

A.3.3. Analyse de la variance du poids frais des nodules.

S.C.E. DDL CARRES TESTF |[PROBA E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 5.95 62 0.10
VAR.FACTEUR1 4.80 20 0.24 8.79 0.0000
VAR.RESIDUELLE 1.15 42 0.03 0.17 41.7%

A.3.4. Classement des isolats par rapport au poids frais des nodules selon le test de Newman et Keuls

au seuil de 5%.
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Isolats moyennes Groupes homogeénes
SSA1 1,11 A
SSA2 0.91 AB
SSKAG6 0.79 ABC
SBHAS8 0.60 BCD
SGRA4 0.56 BCD
SRGA1 0.49 CDE
SG1A2 0.44 CDEF
SG3A4 0.42 CDEF
SRGA3 0.40 CDEF
SBHA1.1 0.40 CDEF
SG3A2 0.39 CDEF
SBHA1.2 0.36 CDEF
SG1A1 0.32 DEF
SG3A3 0.26 DEF
SG1A5 0.24 DEF
SBHA15 0.23 DEF
SRGA6 0.21 DEF
SG1A3 0.18 DEF
SBHA11 0.03 EF

TN 0.00 F

T 0.00 F

A.3.5. Analyse de la variance du poids sec des nodules.

S.C.E. DDL | CARRES |TESTF PROBA E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 0.22 62 0.00
VAR.FACTEUR1 0.20 20 0.01 17.70 [0.0000
VAR.RESIDUELLE 0.02 42 0.00 0.02 31.9%

A.3.6. Classement des isolats par rapport au poids sec des nodules selon le test de Newman et Keuls au
seuil de 5%.
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Isolats moyennes Groupes homogenes
SSA1 0.26 A
SG3A4 0.13 B
SGRA4 0.13 B
SBHA1.2 0.11 BC
RG3A3 0.11 BC
SBHAS8 0.10 BCD
SSA2 0.10 BCD
SSKA6 0.10 BCD
SG1A1 0.08 BCD
SG1A2 0.07 BCDE
SBHA1.1 0.07 BCDE
SRGA3 0.07 BCDE
SG1A3 0.06 BCDE
SBHA15 0.05 CDE
SRGA1 0.05 CDE
SRGA6 0.04 DE
SG3A2 0.03 DE
SBHA11 0.01 E
SG1A5 0.01 E

TN 0.00 E

T 0.00 E

A.3.7. Analyse de la variance de ’'A.R.A

S.C.E. DDL CARRES |TESTF PROBA |E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 19680.85 |62 317.43
VAR.FACTEUR1 19 060.19 |20 953.01 64.49 0.0000
VAR.RESIDUELLE  620.67 42 14.78 3.84 10.2%

A.3.8. Classement des isolats par rapport a I’A.R.A selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.
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Isolats moyennes Groupes homogeénes
SSKA6 59.67 A
SG1A1 57.33 AB
SG1A2 52.67 ABC
SG3A4 52.00 ABCD
SBHA15 51.67 ABCD
SBHA1.2 51.33 ABCD
SRGA3 51.00 ABCD
SG3A2 48.00 BCD
SG1A3 44.67 CDE
SSA1 43.33 CDE
SG3A3 42.00 DEF
SBHA1.1 38.33 EF
SSA2 38.00 EF
SGRA4 35.67 EF
SBHAS8 35.33 EF
SG1A5 33.00 F
SRGA6 33.00 F
SRGA1 15.00 G
SBHA11 01/08/00 H

TN 0.00 I

T 0.00 I

A.3.9. Analyse de la variance de la hauteur des plants.

S.C.E. DDL CARRES TESTF PROBA E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 989.27 62 15.96
VAR.FACTEUR1 838.60 20 41.93 11.69  0.0000
VAR.RESIDUELLE 150.67 42 3.59 1.89 10.9%

A.3.10. Classement des isolats par rapport a la hauteur des plants selon le test de Newman et Keuls au

seuil de 5%.
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Isolats moyennes Groupes homogenes
SBHAS8 28.00 A
SGRA4 22.33 B
SSA2 22.33 B

T 21.67 BC
TN 21.33 BC
SBHA15 17.67 CD
SG1A5 17.67 CD
SSA 17.33 CD
SBHA1.1 17.00 CD
SRGA1 17.00 CD
SRGA3 16.33 D
SRGA6 16.33 D
SBHA1.2 16.00 D
SG3A4 15.67 D
SBHA11 15.33 D
SG3A3 14.67 D
SG1A3 14.33 D
SSKA6 14.00 D
SG1A1 13.67 D
SG1A2 13.67 D
SG3A2 13.33 D

A.3.11. Analyse de la variance du rendement en matiére séche

S.C.E. DDL CARRES [ TESTF PROBA E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 2284.57 62 36.85
VAR.FACTEUR1 1319.38 20 65.97 2.87 0.0020
VAR.RESIDUELLE  965.18 42 22.98 4.79 26.7%

A.3.12. Classement des isolats par rapport au rendement en matiére séche selon le test de Newman et
Keuls au seuil de 5%.
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Isolats moyennes Groupes homogeénes
TN 26.40 A
SGRA4 24.42 AB
SBHA15 23.68 AB
SBHAS8 23.23 AB
SG1A5 22.82 AB
SSA2 22.70 AB
SSA1 21.83 AB
SG1A1 19.27 AB
SRGA1 19,04 AB
SG3A2 17.91 AB
T 17.76 AB
SBHA11 17,03 AB
SRGAG6 16.49 AB
SBHA1.1 15.95 AB
SRGA3 14.43 AB
SG1A2 14,02 AB
SG3A3 13.97 AB
SG1A3 13.27 AB
SG3A4 13.24 AB
SBHA1.2 13,43 B
SSKAG 9,86 B
A.3.13. Analyse de la variance de poids moyen des gousses par plant.
S.C.E. DDL | CARRES TESTF PROBA |E.T. C.V.
MOYENS
VAR.TOTALE 257588 62 41.55
VAR.FACTEUR1 671.58 20 33.58 0.74 0.7629
VAR.RESIDUELLE 1904.30 42 45.34 6.73 45.3%
A.3.14. Analyse de la variance de poids des graines par plant.
S.C.E. DDL CARRES |TESTF PROBA |E.T. C.V.
MOYENS
VAR.TOTALE 437.02 62 7.05
VAR.FACTEUR1 143.30 20 717 1.02 0.4569
VAR.RESIDUELLE 293.72 42 6.99 2.64 48.3%
A.3.15. Analyse de la variance de poids de cent gousses.
S.C.E. DDL CARRES TESTF |PROBA E.T. C.V.
MOYENS
VAR.TOTALE 1242149 62 200.35
VAR.FACTEUR1 467237 20 233.62 1.27 0.2536
VAR.RESIDUELLE 7 749.11 42 184.50 13.58 |18.5%

A.3.16. Analyse de la variance de poids de cent graines.

92




Annexes

S.C.E. DDL |CARRES |TESTF PROBA E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 102130 62 16.47
VAR.FACTEUR1 582.10 20 29.11 2.78 0.0026
VAR.RESIDUELLE  439.20 42 10.46 3.23 |16.1%

A.3.17. Classement des isolats par rapport au poids de cent graines selon le test de Newman et Keuls

au seuil de 5%.

Isolats moyennes Groupes homogénes
SG1A2 28.00 A
SG1A3 22.77 AB
SG3A3 22.73 AB
SBHA1.1 22.70 AB
SBHA11 22.30 AB
SG3A2 21.90 AB
SSA2 21.53 ABC
SGRA4 21.20 ABC
SG1A1 20.73 ABC
SG3A4 20,1 ABC
SRGA3 19.77 ABC
SBHA15 19.20 ABC
SRGA1 19.13 ABC
SSA2 19/07/08 ABC
SRGA6 19,07 ABC
SBHA1.2 19.00 ABC
T 18.57 ABC
SG1A5 18,1 BC
TN 17.37 BC
SBHAS8 16,03 BC
SSKA6 12,13 C

A.3.18. Analyse de la variance du taux de fructification des gynophores.

S.C.E. DDL |CARRES |TESTF PROBA |E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 9546.64 62 153.98
VAR.FACTEUR1 6383.18 20 319.16 4.24 0.0000
VAR.RESIDUELLE 3163.45 42 75.32 8.68 18.8%

A.3.19. Classement des isolats par rapport au taux de fructification des gynophores selon le test de
Newman et Keuls au seuil de 5%.
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Isolats moyennes Groupes homogeénes
SBHA15 67.77 A
SG1A3 61.10 AB
SBHA11 59.67 ABC
SSA1 57.43 ABCD
SG3A2 56.97 ABCD
SBHA1.1 51.73 ABCDE
SG1A1 48.90 ABCDE
SBHAS8 47.80 ABCDE
SG1A2 46.50 ABCDE
SRGA3 45.23 ABCDE
SRGAG6 45.03 ABCDE
SRGA1 44.20 ABCDE
SG3A4 43.03 ABCDE
SG3A3 41.87 BCDE
SG1A5 41.77 BCDE
SBHA1.2 41.60 BCDE
SSKAG6 39.83 BCDE
T 33.90 CDE
TN 33.53 DE
SSA2 30.37 E
SGRA4 28.93 E
A.3.20. Analyse de la variance de I'indice de récolte
S.C.E. DDL CARRES TESTF PROBA E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 5.61 62 0.09
VAR.FACTEUR1 2.44 20 0.12 1.62 0.0923
VAR.RESIDUELLE 3.16 42 0.08 0.27 32.5%
A.3.21 Analyse de la variance du taux de remplissage des gousses.
S.C.E. DDL CARRES |TESTF |[PROBA E.T. C.V.
MOYENS
VAR.TOTALE 0.42 62 0.01
VAR.FACTEUR1 0.21 20 0.01 2.04 0.0257
VAR.RESIDUELLE 0.21 42 0.01 0.07 19.6%

A.3.22. Classement des isolats par rapport au taux de remplissage des gousses selon le test de
Newman et Keuls au seuil de 5%.
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Isolats moyennes Groupes homogeénes
SG3A3 0.48 A
SG3A4 0.44 A
SSA1 0.44 A
SG1A3 0.43 A
SG3A2 0.43 A
SRGA3 0.39 A
SBHA1.2 0.39 A
SRGA6 0.39 A
SBHA15 0.39 A
SBHA1.1 0.37 A
TN 0.36 A
SG1A1 0.36 A
SBHA11 0.35 A
SGRA4 0.34 A
SG1A5 0.33 A
SG1A2 0.32 A
SBHAS8 0.30 A
SRGA1 0.30 A
T 0.29 A
SSA2 0.28 A
SSKA6 0.27 A

Annexe 4 : Analyse de la variance

Stress hydrique

A.4.1. Analyse de la variance du nombre de nodules par plant chez I'arachide inoculée avec des
souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique d’une semaine.

S.C.E. DDL |CARRES |TESTF PROBA |E.T. C.v.
MOYENS

VAR.TOTALE 8318.22 |35 237.66

VAR.FACTEUR1 5215.56 |5 1043.11 8.23 0.0002

VAR.FACTEUR2 32.11 1 32.11 0.25 0.6250

VAR.INTER F1x2 60.56 5 12.11 0.10 0.9900

VAR.BLOCS 221.55 2 110.78 0.87 0.4341
VAR.RESIDUELLE 1 |2788.45 |22 126.75 11.26 |44.6%

A.4.2. Classement des traitements par rapport au nombre de nodules par plant aprés
une semaine de stress selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.

Facteur 1 : Souche
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Traitements moyennes Groupes homogeénes
SG3A3 46.17 A

SBHA1.2 29.00 B

SG1A1 2717 B

SG3A4 26.83 B

SG1A3 13.33 BC

SSKA6 0,83 C

A.4.3. Analyse de la variance du nombre de nodules par plant chez I'arachide inoculée avec des
souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique de cing semaines.

S.C.E. DDL |CARRES |TESTF |PROBA |E.T. C.v.
MOYENS

VAR.TOTALE 207298.75 35 5922.82

VAR.FACTEUR1 89473.91 5 17894.78 | 11.33 0.0000

VAR.FACTEUR2 37056.23 1 37056.23 | 23.46 0.0001

VAR.INTER F1x2 45262.60 5 9052.52 5.73 0.0016

VAR.BLOCS 758.00 2 379.00 0.24 0.7912
VAR.RESIDUELLE 1 |34748.00 22 1579.45 39.74  |53.9%

A.4.4. Classement des traitements par rapport au nombre de nodules par plant aprés
cing semaines de stress selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.

Facteur 1 : Souche

Traitements moyennes Groupes homogeénes
SG3A4 144.83 A
SBHA1.2 123.17 A
SG3A3 93.83 A
SG1A1 38.50 B
SG1A3 31.67 B
SSKAG6 10,5 B
Facteur 2 : Stress
Traitements moyennes Groupes homogeénes
Témoin 105.83 A
Stressé 41.67 B

Interaction: Souche-Stress
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Traitements moyennes Groupes homogeénes
SG3A4 220.33 A
SBHA1.2 210.00 A
SG3A3 98.33 B
SG3A3S 89.33 B
SG3A4S 69.33 B
SG1A1 59.67 B
SBHA1.2S 36.33 B
SG1A3 34.67 B
SG1A3S 28.67 B
SG1A1S 17.33 B
SSKA6 12 B
SSKA6S 9 B

A.4.5. Analyse de la variance de I'activité réductrice d'acétyléne chez I'arachide inoculée avec des
souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique d’une semaine.

S.C.E. DDL |CARRES |TESTF PROBA E.T. C.v.
MOYENS

VAR.TOTALE 5874.00 |35 167.83

VAR.FACTEUR1 1275.00 255.00 01/06/46  0.0008

VAR.FACTEUR2 2844 .45 1 2844.45 72.08 0.0000

VAR.INTER F1x2 771.22 154.24 01/03/91  0.0110

VAR.BLOCS 115.17 2 57.58 01/01/46  0.2534

VAR.RESIDUELLE 1 868.17 22 39.46 01/06/28 19.0%

A.4.6. Classement des traitements par rapport a I'activité réductrice d'acétyléne aprés
une semaine de stress selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.

Facteur 1: Souche

Traitements moyennes Groupes homogeénes
SG3A4 44.00 A
SBHA1.2 34.67 B
SG1A3 34.50 B
SG1A1 30.17 B
SSKAG6 30.00 B
SG3A3 24.67 B
Facteur 2: Stress
Traitements moyennes Groupes homogeénes
Témoin 41.89 A
Stressé 24/11/08 B

Interaction: Souche-Stress

97




Etude de la symbiose a Rhizobium chez I’Arachide (Arachis hypogaea L.)

Traitements moyennes Groupes homogeénes
SG3A4 52.00 A
SG1A1 45.67 AB
SG1A3 45.33 AB
SSKA6 36.67 BC
SG3A3 36.33 BC
SG3A4S 36.00 BC
SBHA1.2 35.33 BC
SBHA1.2S 34.00 BC
SG1A3S 23.67 CD
SSKA6S 23.33 CD
SG1A1S 14.67 D
SG3A3S 13.00 D

A.4.7. Analyse de la variance de I’activité réductrice d'acétyléne chez I'arachide inoculée avec des

souches rhizobiennes et sous condition de stress hydrique de cing semaines.

S.C.E. DDL CARRES |TESTF PROBA E.T. C.v.
MOYENS
VAR.TOTALE 9468.00 35 |270.51
VAR.FACTEUR1 605.67 5 121.13 01/01/20  0.3404
VAR.FACTEUR2 5088.44 1 5088.44 50.54 0.0000
VAR.INTER F1x2 145256 5 290.51 01/02/89  0.0375
VAR.BLOCS 106.17 2 53.08 0.53 0.6026
VAR.RESIDUELLE 2215.17 22 100.69 10/03/08 30.4%
1

A.4.8. Classement des traitements par rapport a l'activité réductrice d'acétyléne aprés
cing semaines de stress selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.

Facteur 2 : Stress

Traitements moyennes Groupes homogeénes
Témoin 44.89 A
Stressé 21,11 B

Interaction: Souche-Stress
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Traitements moyennes Groupes homogeénes
SG1A1 59.67 A
SSKA6 57.33 A
SG3A3 40.33 AB
SBHA1.2 39.33 AB
SG1A3 38.33 AB
SG3A3 34.33 AB
SG3A4S 26.67 B
SBHA1.2S 25.00 B
SG1A3S 22.33 B
SSKA6S 21.33 B
SG3A3S 15.67 B
SG1A1S 15.67 B

A.4.9. Analyse de la variance de I’activité nitrate réductase chez I'arachide inoculée avec des souches
rhizobiennes et sous condition de stress hydrique d’une semaine.

S.CE DDL |CARRES TESTF PROBA |E.T. C.v.
MOYENS

VAR.TOTALE 0.61 35 0.02

VAR.FACTEUR1 0.01 5 0.00 0.32 0.8949

VAR.FACTEUR2 0.38 1 0.38 50.63 0.0000

VAR.INTER F1x2 0.03 0.01 0.76 0.5918

VAR.BLOCS 0.03 2 0.01 01/01/98 | 0.1604

VAR.RESIDUELLE 1 |0.16 22 0.01 0.09 46.7%

A.4.10. Classement des traitements par rapport a I'activité nitrate réductase aprés une
semaine de stress selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.

Facteur 2: Stress

Traitements moyennes Groupes homogeénes
Témoin 0.29 A
Stressé 0.08 B

A.4.11. Analyse de la variance de I'activité nitrate réductase chez I'arachide inoculée avec des souches
rhizobiennes et sous condition de stress hydrique de cing semaines.

S.C.E. DDL |CARRES TESTF PROBA E.T. C.V.
MOYENS
VAR.TOTALE 6,04 35 0.17
VAR.FACTEUR1 1,71 5 0.34 01/03/52  0.0173
VAR.FACTEUR2 1,14 1 01/01/14 01/11/71 0.0025
VAR.INTER F1x2 1,04 5 0.21 01/02/13 1 0.0998
VAR.BLOCS 0.01 2 0.00 0.05 0.9533
VAR.RESIDUELLE (2,14 22 0.10 0.31 82.0%
1
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A.4.12. Classement des traitements par rapport a I'activité nitrate réductase apres cinq

semaines de stress selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.

Facteur 1: Souche

Traitements moyennes Groupes homogeénes
SSKA6 0.85 A
SG1A1 0.38 B
SG3A3 0.32 B
SG1A3 0.28 B
SG3A4 0.24 B
SBHA1.2 0.21 B

Facteur 2: Stress

Traitements moyennes Groupes homogénes
Témoin 0.56 A
Stressé 0.20 B

A.4.13. Analyse de la variance de la hauteur des plants chez I'arachide inoculée avec des souches
rhizobiennes et sous condition de stress hydrique d’une semaine.

S.C.E. DDL |CARRES TESTF PROBA |E.T. Cc.Vv.
MOYENS

VAR.TOTALE 48.81 35 1.39

VAR.FACTEUR1 8,29 5 1,66 1.31 0.2945

VAR.FACTEUR2 3.80 1 3.80 3.01 0.0933

VAR.INTER F1x2 3.49 5 0.70 0.55 0.7363

VAR.BLOCS 5.43 2 2.71 2.15 0.1387

VAR.RESIDUELLE 1 |27.79 22 1.26 1.12 20.3%

A.4.14. Analyse de la variance de la hauteur des plants chez I'arachide inoculée avec des souches
rhizobiennes et sous condition de stress hydrique de cingq semaines.

S.C.E. DDL |CARRES TESTF PROBA |E.T. |C.V.
MOYENS

VAR.TOTALE 61.00 35 1.74

VAR.FACTEUR1 6.00 5 01/01/20  0.90 0.5005

VAR.FACTEUR2 16.00 1 16.00 11.98 0.0023

VAR.INTER F1x2 8.33 5 1.67 1.25 0.3208

VAR.BLOCS 1.29 2 0.65 0.48 0.6280
VAR.RESIDUELLE 1 |29.37 22 1.34 1.16  19.8%

A.4. 15. Classement des traitementspar rapport a la hauteur des plants cing semaines
de stress selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.

Facteur 2 : Stress
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Traitements moyennes Groupes homogeénes
Témoin 6,5 A
Stressé 517 B

A.4.16. Analyse de la variance de poids sec des plants chez I'arachide inoculée avec des souches
rhizobiennes et sous condition de stress hydrique d’'une semaine

S.C.E. DDL CARRES TESTF PROBA E.T. C.V.
MOYENS

VAR.TOTALE 01/03/40 |35 0.10

VAR.FACTEUR1 0.63 0.13 1.66 0.1850

VAR.FACTEUR2 0.00 1 0.00 0.00 0.9458

VAR.INTER F1x2 0.62 5 0.12 1.63 0.1936

VAR.BLOCS 0.48 2 0.24 3.18 0.0602

VAR.RESIDUELLE 1 1,67 22 0.08 0.28 30.0%

A.4.17. Analyse de la variance de poids sec des plants chez I'arachide inoculée avec des souches
rhizobiennes et sous condition de stress hydrique de cinq semaines.

VAR.TOTALE
VAR.FACTEUR1
VAR.FACTEUR2
VAR.INTER F1x2
VAR.BLOCS
VAR.RESIDUELLE 1

S.C.E.

18.44
0.44
15.92
0.73
0.17
1,18

DDL CARRES
MOYENS

35 0.53

5 0.09

1 15.92

5 0.15

2 0.09

22 0.05

TESTF

01/01/64
296.83
2.71

1.63

PROBA

0.1903
0.0000
0.0468
0.2183

E.T.

0.23

C.v.

13.4%

A.4. 18. Classement des traitementspar rapport au poids sec des plants aprés cinq
semaines de stress selon le test de Newman et Keuls au seuil de 5%.

Facteur 2 : Stress

Traitements moyennes Groupes homogeénes
Témoin 2,39 A
Stressé 1,06 B

Interaction: Souche-Stress
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Traitements moyennes | Groupes homogénes
SG3A4 2,79 A
SG1A1 2,47 AB
SSKAG6 2,46 AB
SBHA1.2 2,39 AB
SG1A3 2,25 AB
SG3A3 1,08 B
SG1A3S 1.24 C
SBHA1.2S 11,08

SSKA6S 6,08 C
SG1A1S 5,08 C
SG3A3S 0.99 C
SG3A4S 0.94 C
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