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RESUME

Souvent qualifié de '"fixateur faible', trés peu de recherches ont
été menées sur la fixation biologique d'azote chez le haricot comparative-

ment aux autres légumineuses telles que la Juzerne et le soya.

Il a été montré cependant que cette |légumineuse pouvait bénéficier
largement sous certaines conditions,de 1a bactérisation au moyen de souches

efficaces de Rhizobium (Brakel et Manil, 1964, 1965).

La sélection de souches efficaces pour l'inoculation du haricot et
la vulgarisation de cette bioctechnologie dans le monde paysan permettront
d'économiser de 1'argent, en particulier dans les pays en voie de dévelop-
pement qui ne peuvent accéder aux engrais azotés artificiels 3 cause de

leurs prix trés élevés, et ol cette légumineuse est trés consommée.

Aussi, dans le cadre de la recherche en biotechnologie agricole,
nous avens mené ces expériences dans le but de développer un inoculum ef-

ficace pour le haricot {Phaseolus vulgaris). Toutes les expériences ont été

faites en serre.

Dans une premidre expérience, utilisant le cultivar Goldie, nous

avons testé 65 souches de Rhizobium phasegli isclées & partir de plusieurs

variétés de haricot cultivées dans différentes régions du Québec. Quaran-
te~deux jours aprés le semis, nous avons observé une forte corrélation en-

tre le poids sec des parties aériennes des plantes et leur contenu en azote.



Utilisant le critédre '"'rendement de matiére séche'' des parties
aériennes des plantes, quelgues souches a comportement fixateur allant de
non efficace 3 tras efficace ont été testées individuellement et en paires

sur le cultivar Goldie.

Cette deuxiéme expérience, conduite jusqu'd 1'obtention de gousses
a révélé l'existence de fortes corrélations entre certains facteufs de ren-
dement, et pouvant &tre utilisées dans des programmes de sélection de sou-
ches de Rhizobium, et la possibilitzé d'utiliser des souches individuelles

et des mélanges de souches pour |'inoculation du haricot,
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INTRODUCT I ON

La fixation symbiotique d'azote atmosphérique par |'association
Rhizobium - 1é&gumineuses est un phénoméne bicleogique rentable.

9

On estime que de 108 3 107 tonnes d'azote circulent annuellement
dans le cycle de 1'azote; la fixation biologique en constitue plus de 90%
et la fixation symbiotique Rhizobium - légumineuses est la forme de fixa-

tion biologique la plus importante quantitativement.

Nul doute que 1'intérét tiré d'un tel phé&énoméne sur le plan agricole

est immense:

- La scurce d'azote est bon marché ce qui constitue une économie
d'énergie et d'argent. En effet 1'utilisation intensive d'engrais azotés
présente maints problémes; |'augmentation sans cesse des prix des produits
pétroliers se répercute sur ceux des engrais azotés; il faut en moyenne une
tonne de pétrole pour produire une tonne d'ammoniac. (e dernier est trans-
formé en acide nitrique, puis en nitrate, opérations exigeant toutes beau-

coup d'énergie.

- L'azote est plus disponible aux légumineuses pour leur croissance:

il n'y a pas de lessivage et de perte par volatilisation.

- L'environnement &chappe & la pollution. Avec les engrais azotés,
une partie seulement de |'azote est utilisée par les plantes. A cause du

lessivage, 20 3 40% vont polluer les nappes phréatiques provoquant un phé-



noméne d'eutrophisation (désoxygénation des eaux profondes).

- Longue persistance dans le sol: ceci se traduit par le maintien

constant de la richesse du sol en azote.

Un autre grand intérdt est celui tiré par les utilisateurs des 1é&-
gumineuses ep particulier |'homme et les animaux; en effet il est univer-
sellement c¢onnu que ies légumineuses, ean bon état symbiotique, sont les
végétaux les plus riches en protéines de bonne qualité. On peut certes
constater des carences en acides aminés chez certaines espéces, mais il
sembie bien que chez les Phaseolinae notamment, si importantes en alimen-
tation humaine, une amélioration de 1'équilibre en acides aminés essentiels

peut &tre obtenue par sélection.

En plus des protéines, chez les légumineuses certains éléments mi-
néraux tels que le potassium et le phosphore et particulidrement le magné-
sium et le calcium sont en assez forte concentration.

Les légumineuses renferment les vitamines des groupes A et D.
Ainsi, 1'utilisation d'une bonne symbiose Rhizobium - l&gumineuses de fa-
gon suivie et contr&8lée permet d'amélicorer les rendements de ces cultures
et de 13 solutionner certaines carences protéiques. Concernant ce dernier
point, il est & noter que le c¢olit de production des protéines végétales 4
base de légumineuses est beaucoup moins élevé gue celui des protéipes ani-

males alors que leur qualité est de loin supérieure.

Le but de cette recherche est d'étudier la capacité de fixation de

1'azote atmosphérique par des souches de Rhizobium - phaseoli. La variété

de haricot 'Goldie''est la plante choisie pour la sélection des 'inoculants"

les plus efficaces pour cette culture.



I - REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE 1

GENERALITES SUR LE PHENOMENE SYMBIOTIQUE RHIZOBIUM - LEGUMINEUSES

A - Historique

Les proprié&tés améliorantes des légumineuses sont connues depuis

la plus haute antiquité; la Bible déja mentionne la luzerne.

L'utiltisation des légumineuses pour amélicorer la fertilité des sols
reposait sur !'observation empirique de faits qui ne furent expliqués scien-
tifiquement que bien des sidcles plus tard. Varron, par exemple qui vécut
avant |'adre chrétienne décrit minutieusement des méthodes de culture d'en-
grais verts. Dans son livre “De re rustica', Columelle consacre plusieurs
chapftres & la culture des légumineuses, comme la luzerne, le pois, le ha-
ricot, le lupin, la lentille... 11 faut attendre le XVlie sidcle pour que
les auteurs anglais reparlent du tréfle. Selon certains, le bé&né&fice que
le sol retire de cette culture est d2 & |'ombrage du scl et au maintien d'une

honne humidité.

Les débuts de la science agronomique datent seulement du XiXe sjé-
cle et ¢c'est & cette époque gque Boussingault en 1835 entreprend ses expé-
riences sur ia fixation de 1'azote atmosphérique. Pour le grand chimiste

que fut Liebig, qui ne croyait pas 2 t'utilité des microbes d'ailleurs, les



propriétés des légumineuses sont dues tout simpliement 3 leur plus grande
surface foliaire qui leur permet d'absorber une plus grande quantité d’am-

moniague atmosphérique,

Mais en 1857, Lawes et Gilbert 3 Rothamsted (Angleterre), entre-
prennent des expériences qui montrent que des parcelles de légumineuses sont
seules capables de maintenir leur fertilité sans apport extérieur d'azote.
Les premiers 3 &tablir un protocole d'essai rigoureux sont Hellriegel et
Wilfarth qui montrent en 1888 que des légumineuses croissant sur un sub-
strat stérilisé sont incapables de fixer 1'azote, contrairement 3 celles

qui croissent sur un substrat non stérile.

En 1888 enfin, Beijerinck isole des nodules la bactérie symbionte

qui sera appelée Bacillus radicicola d'abord, Rhizobium ensuite. Pendant

cette méme période, Schioesing et Laurent de la faculté d'agronomie de
Gembloux (Belgique} parvinrent avec les moyens de 1'&poque 3 faire le bi-

lan azoté complet de cultures de légumineuses.

Bref, tous ces défricheurs ont inauguré ainsi une période de re-

cherches extrémement active qui se poursuit de nos jours.

B - La fixation symbiotique d'azote atmosphérique

La régle qui veut que les végétaux forment leurs protéines a partir
de 1tazote combiné du sol souffre plusieurs exceptions dont une est d’'impor-
tance capitale: les espéces végétales de la vaste famille des légumineuses
peuvent se nourrir en fabriquant leurs protéines 3 partir de |'azote gazeux
inerte de |'atmosphére. Ce sont les légumineuses principalement qui pompent
dans !'atmosphére des millions de tomnes d'azote, qui le transforment en
azote combiné organique et alimentent ainsi |'énorme consommation des &tres

vivants.

Les légumineuses n'ont nul besoin d'ammoniaque ou de nitrate; elles
effectuent naturellement des opérations plus perfectionnées que |'industrie
des engrais azotés qui s'arréte elle au stade minéral. Les légumineuses

transforment directement dans certains de leurs tissus et grice a 1'inter-



vention d'une bactérie, 1'azote gazeux en acides aminés et en protéines.
Il s'agit quantitativement du phénoméne de fixation biologique le plus im-
portant; il en est d'autres mais dui agissent & une échelle beaucoup plus

réduite:

- Certaines bactéries du sol comme les Azotobacter, les Bejje-

rinckia, les Clostridium, forment leurs substances 3 partir de |'azote de

1tair.

- Des algues bleues {Cyanophycées) dont |'importance est grande

dans les riziéres par exemple fixent également )'azote atmosphé&rique.

- Enfin des végétaux supérieurs comme 1'aulne sans doute plus nom-
breux qu'on ne 1'imagime généralement, peuvent vivre également de 1'azote

contenu dans |'air par association avec des bactéries du genre Frankia.

Mais ces faits ne peuvent en aucune maniére rivaliser du point de

vue quantitatif avec la fixation d'azote atmosphérique par les légumineuses,

C - Description botanique du matériel v&gétal d'expé&rimentation

C'est une plante annuelle de 1a famille des légumineuses, sous-

famille des Papillionaceae et appartenant au genre Phaseolus, espéce vul-

garis. Elle comprend de nombreuses variétés cultivées. C'est une plante
originaire d'Amérique mais répandue partout dans le monde. Elle posséde une
tige anguleuse, rameuse, un peu pubescente. lLes feuilles sont tri-foliées
possédant des folioles ovales, accuminées, aigues, presque glabres de dix

3 douze centimdtres de long. De la base de chague foliole partent trois
nervures principales se ramifiant en trois ou guatre paires de nervures se-
condaires d'od évoluent des veinules en réseau dense. Les folioles prennent
naissance 3 partir de pétiolules de trois 3 quatre millimétres de long, sup-
portés par un pétiole commun d'environ douze centimétres et glabrescent.

Les fleurs sont en grappe avec un pédoncule de cing & huit centimétres,

florifadre dans sa moitié éupérieure; elles sont de coloration blanche, jaune



ou lilas et ont une symétrie zygomarphe:

- le calice est campanulé&, presque glabre, d'environ six milli-

métres;

- 1' étandard est presque carré de treize 3 quinze millimétres de
long:

- les ailes sont obovales;

- le caréne a un centimdtre environ de long et forme une spirale
au sommet,

Les étamines sont diadelphes, la vexillaire passédant une écaille
3 sa base. L'ovaire est pubérulent, posséde un style comprimé, barbu au
sommet et un stigmate obtus et obligue. Les fruits sont des gousses allon-
gées, comprimées, bosselées et terminées en bec aigu. Les graines sont réni-
formes, diversement colorées, & hile elliptique. Les fruits & 1'état jeune,

ainsi que les graines sont comestibles.

D - Les partenaires de la symbiase

D-1 La légumineuse-h&te

Quelque sait, parmi les plantes cultivées, la catégorie &conomique
considérée, les lé&gumineuses occupent une place de tout premier plan. S§i
1'on considére par exemple, en agriculture tropicale les guatre catégories

suivantes:

plantes de couverture ou de ''sidération'

- plantes cultivées pour la graine

plantes fourragéres

- plantes d'ombrage
on peut dire que les légumineuses y jouent un rdle essentiel. Le nombre
d'espdces que compte la familie varie de 10,000 2 12,000, groupées en trois
sous-familles:

- Papilionaceae

- Mimosaceae

- Cesalpinaceae




Une étude systématique portant sur 1200 espdces, a révélé la présence de
nodosités sur 90% de ces espéces examinées {(Allen et Baldwin, 1954). La
majorité des espéces nodulées se rencontre dans la sous-famille des Papi-

lionaceae (85 a 93%). Les Cesalpinaceae sont beaucoup plus souvent dé-

pourvues de nodules. Les Mimgsaceae occupent une position intermédiaire.

Une étude portant sur un petit nombre d'espdces en zone aride et
subaride {(Beadlie, 1964) confirme le pourcentage d'espéces nodulées établi
par Allen et Baldwin. |1 faut toutefois interpréter avec prudence de tel-
les statistiques car la mise en évidence de la nodulation chez une légumi-

neuse n'est pas aussi aisée qu'on peut le penser 3 priori; en effet:

- des conditions écologigques défavorables peuvent iocalement inter-
dire la nodulation chez une espéce qui, ailleurs, posséde des nodules trés
développés (Dommergues et Mangenot, 1970). Bonnier et Brakel (1969) ont
fait 1a méme constatation: ainsi une méme espéce de légumineuses qui dans
une station déterminée ne porte aucun nodule, peut &tre colonisée dans un
milieu totalement différent du précédent; ceci révéle 1’influence du mi-

lieu sur la nodulation.

~ Chez des espéces de légumineuses pérennes, les nodules peuvent
disparattre 3 certaines époques de |'année, de sorte gque 1'aptitude 3 no-
duler peut passer inapergue si 1'examen des racines a lieu & une épogue
défavorable {(Norris, 1956).

- Certaines légumineuses portent de fausses nodosités (différentes
des galles 2 nématodes) et gqui, lors d'un examen superficiel, peuvent pré-

ter 3 confusion.

A l'intérieur d'une méme espéce de légumineuse, il peut exister des
variations importantes dans l'aptitude 3 la symbiose rhizobienne; c'est
ainsi que la nodulation ou 1'efficience de la fixation d'azote moléculaire
dépend non seulement de déterminants génétigques propres 3 chaque souche de
Rhizobium infectant, mais aussi de déterminants génétigques propres a cha-

gue variété de légumineuse infectée {Dommergues et Mangenot, 1970).



D-2 La bactérie

Le Rhizobium appartient & la famille des Rhizobiacées qui comprend

un autre genre: Agrobacterium. C'est une bactérie non sporulante, aérobie

et chimiohétérotrophe. La famille des Rhizobiacées regroupe des bactéries

Gram négatives.

0-2.1 Morphologie et cytologie

On distingue deux formes de Rhizobijum:

1. La_forme_végétative vivant 3 1'état libre dans le sol, la rhizosphére,
le cordon d'infection ou sur les milieux de cuiture artificiels. Cette
forme produit une gomme hydrosoluble abondante dont la composition varie
avec la lignée et qui par hydrolyse, donne du glucose et, chez de nombreu-

ses souches, de |'acide galacturonique.

Les Rhizobium végétatifs se présentent sous la forme de b3tonnets
réguliers de 0,5 ym 2 0,8 um de large sur 1 3 4 um de long. Une micros-
copie électronique met en évidence:

- une membrane externe ou paroi cellulaire

- une membrane intermédiaire

- une membrane interne ou membrane cytoplasmique
Dans la celluie, il y a présence de granules de poly-f-hydroxybutyrate,
de corpuscules polaires {10-30 mu) et d'une zone centrale nuclécide fi-

brillaire.

bactérofdes. |l existe deux types de bactérofides en ce qui concerne

1'irrégularité morphologique:

- les bactérofdes trés irréguliers, en massue, en raquette, en X,

Y, T, que 1'on rencontre chez R. trifolit, R. meliloti, R. Teguminosarum;

- ies bactérofdes 3 formes plus réguliéres, qui sont la régle chez

les Rhizobium du groupe Vigna (cow pea) et lotus.



Lo

Ces deux types morphologiques de bactérofdes ont chacun un rédle

respectif (Bonnier et Brakel, 1969).

En plus des membranes décrites chez les formes végétatives, de nom-

breuses formes bactéroVdes (E. trifolii, R. leguminosarum) présentent des

membranes intracytopiasmiques qui sont des invaginations de la membrane
cytoplasmique comparables aux m&sosomes rencontrées dans d'autres bacté-
ries et pourraient avoir une fonction mitochondriale (Dommergues et Man-
genot, 1970). Ces membranes intracytoplasmiques sont absentes ou discrétes

chez les bactéries de certaines légumineuses (Vigna, Acacia, Medicaga).

l.es bactéro¥des ne sont pas libres dans le cytoplasme de la cellule héte.
L'observation au microscope &lectronique de coupes de nodules a révélé
qu'une membrane enveloppe un ou plusieurs bactérofides, selon |'espéce

hSte.

L'origine de la membrane enveloppante, tout comme celle entourant
le cordon d'infection dont nous parlerons ultérieurement, est attribuée
a la plante h&te. La membrane enveloppante est supposée jouer le réle
d'un sac & dialyse et séparerait certains composés du bactéroide de ceux
de 1'héte qui, sans elle, risqueraient de réagir immunologiquement

(Nutman, 1965; Kijne, 1974).

Les bactéroffdes 6nt leur structure interne qui différe parfois
considérablement de ceile des formes végétatives. Tel est le cas de R.
trifolii chez lequel on observe la disparition de granules de poly-8
hydroxybutyrate et des corpuscules polaires {Dommergues et Mangenot,1970)
et une désorganisation de la zone centrale nucléofde; il n'en est pas de

méme pour tows les Rhizobium (Vincent, 1966).

Les formes bactérofdes ne se multiplient pas & 1'intérieur du no-
dule; la fin de la fixation symbiotique d'azote entratne la désintégra-
tion du nodule et la libération des bactérofdes qui prennent alors la for-

me végétative.



D-2.2 Caractédres culturaux

De fagon caractéristique, les Rhizobium ne produisent pas de co-
loration; dans un milieu de culture convenable (tel qu'une gélose d'ex-
trait de levure et de mannitol}, les colonies obtenues sont blanches ou

crémeuses.

Les Rhizobium sont des microorganismes aérobies, mais ils peuvent
se contenter de faibles tensions d'oxygéne {0,001 atmosphére). La crois-
sance est optimale & BOOC. Le pH optimal de croissance se situe entre
6,5 et 7,2; les Rhizobium préférent donc généraiement la neutralité; mais
Certaines souches sont trés tolérantes & 1'acidité: on rencontre chez R.
japonicum des scuches capables de supporter des pH bas (4,0 ou méme 3,5}.
En culture pure, certains Rhizobium tendent & alcaliniser le milieu alors

que d'autres 1'acidifient.

En plus de ce critére d'acidification ou dfalcanisation, le critdre
vitesse de croissance permet aussi de caractériser les souches. Cependant,
i1l est 3 retenir que ces deux caractéres culturaux ne peuvent, 3 eux seuls,
servir de base 3 une classification taxonomique; néanmoins on peut admet-
tre en premidre approximation |'existence de deux groupes de Rhizobium

{Norris, 1962):

1) Les Rhizobium 3 croissance rapide ou ''fast growers'', représentés

par R. leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti. Leur temps de

génération varie de 2 3 4 heures et les colonies obtenues sur milieu solide
en 3 3 4 jours et A 28°C, ont une forme relativement large (2 23 & mm de

diamétre}. Ces Rhizobium acidifient le plus souvent le milieu de culture.

2) Les Rhizobium & croissante lente ou "'slow growers'' sont repré-
sentés par ie groupe R. japonicum, R. lupini, groupe du Cowpea. Leur temps
de génération est beaucoup plus long (6 & 8 h) et les colonies produites
ont des diamdtres inférieurs ou égaux 3 | mm, méme aprés une longue pério-
de d'incubation {7 & 10 jours). Ces Rhizobium, tréds répandus en zone

tropicale alcalinisent en général le milieu de culture.
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D-2.3 Exigences métaboliques

Les milieux de culture pour Rhizobium doivent renferner:
= une source de carbone
-~ de 1'azote combiné
- divers sels minéraux

- souvent une ou plusieurs vitamines

Les Rhizobium utilisent de tr&s nombreux hydrates de carbone:
monosaccharides, disaccharides et, accessoirement trisaccharides, alcools
et acides. Les souches de Rhizobium différent dans leur habilité 3 uti-
liser les hydrates de carbone {Graham et Parker, 1964); 1‘'habilité des
Rhizobium & utiliser les hydrates de carbone dépend dans une certaine me-
sure du milieu de cultufe, du potentiel!l d'oxydo-réduction, du volume de
1'inoculum, de 1a méthode de culture et probablement de bien d'autres fac-

teurs (Burton, 1979).

Beaucoup de souches de Rhizobium peuvent utiliser les nitrates et
1'ammonium comme scurce d'azote mais on observe généralemant une meilleure
croissance en ajoutant au milieu certains acides aminés; il a été constaté
au cours d'expériences qu'un équilibre des acides aminés était indispensa-
ble pour 1'cbtention de souches fixatrices d'azote {Holding et al., 1960 ;
Strijiddm, 1963; Badway, 1965; Hamdi, 1968, 1969).

Ainsi ‘des Rhizobium cultivés sur milieu enrichi en glycine, alanine
et certaines formes D d'acides aminés perdaient leur habilité 3 fixer 1'a-
zote, maintenue par contre lorsque le milieu de culture contenzit seule-
ment le complément d'extraits de levure consistant principalement en l'ap-

port d'isoméres L d'acides aminés {Burton, 1979).

Les Rhizobium exigent certains sels minéraux pour réaliser leur mé-
tabolisme. L'extrait de levures contient des concentrations importantes de
fer, calgium, magnésium, strontium, sodium, potassium, baryum, manganése
cuivre, aluminium, plomb et vanadium (Steinberg, 1938) mais il est généra-
lement admis que les Rhizobium ont besoin de petites quantités de fer

{pour la synthése de la léghémoglobine}, magnésium, potassium, manganése,



zinc, cobalt (Vincent, 1974).

Les besoins en vitamines varient considérablement d'une souche 3
1'autre; ils peuvent &tre inexistants Ou au contraire porter sur une ou
plusieurs vitamines: biotine, thiamine, acide panthoténique, riboflavine
{Ferry et al., 1969) . Certaines souches font la synthése de 1'un ou |'au-
tre de ces composés; beaucoup de souches produisent la vitamine BIZ
(Vincent, 1974).

E - Les nodules racinaires: sidge de la symbiose

E-1 Morphologie

La forme et les dimensions varient beaucoup avec !'espéce de légu-
mineuses {Bonnier et Brakel, 1969) et la qualité du Rhizobium symbionte
{Vincent, 1974). Les légumineuses 3 petites graines {type trafle ou lu-
zerne) ont des nodules petits (3 & 4 mm maximum), ovales et arrondis,
inserrés sur la racine. Les légumineu%es 3 grosses graines {haricot, pois,
arachide) ou 2 graines moyennes ont des nodules plus gros, plus arrondis,

3 surface ridée {(haricot) ou lisse {arachide).

Toutes les excroissances radiculaires des légumineuses ne sont pas
nécessairement des nodules (exemple: galles de nématodes...), Les vraies
nodesités sont nettement séparées des racines sur lesquelles elles pren-
nent naissance et s'en détachent facilement. Les faux nodules par contre

font partie intégrante de la racine et s'en détachent difficilement.
E-2 Couleur

Un nodule fonctionnant normalement possade une coloration rouge due
3 la léghémoglobine; cependant cette coloration peut étre masquée par les
pigments racinaires ou la pigmentation noire du tissu central nodulaire;
une coloration verte & la partie basale indique soit une medification de
la léghémoglobine en pigment biliaire due & la senescence du nodule ou

une réponse aux conditions défavorables & la photosynthése.



E-3. Structure

La structure des nodules ne différe pas essentiellement de celle
des radicelles tout au mcins en ce qui concerne les djfférents &léments
qui interviennent. Tous les caractdres culturaux présents dans un nodule
se trouvent dans une racine (Bonnier, 1962). Certains auteurs par contre
(Allen et Allen, 1954) affirment que les nodules ne peuvent &tre de sim-
ples racines latérales modifides et qualifient de complexe 1'orgaﬁisation
des nodosités. L'organisation est cependant simple {Figure 1); on y dis-

tingue:

- le cortex nodulaire: ¢'est la zone la plus externe, faite de plusieurs
{4-10) couches de cellules parenchymateuses dérivant du mérjstéme nodu-

laire, plus petites et plus compactes que celles du cortex racinaire;

- la zone méristématique: c'est la zone de croissance qui fournit les tis

sus nodulaires spéciaux (y compris le cortex nodulaire);

- le systéme vasculaire: il est relié a3 la racinme mdre et est constitué
de vaisseaux annelés., L'efficacité de la symbiose dépend de son exis-
tence et de ses connections avec les vaisseaux racinaires de la légumi-
neuse. Dans le nodule en général, il peut y avoir 2 & 4 faisceaux vas-
culaires mais les gros nodules sphériques ont un réseau de tissus con-
ducteurs entourant la zone bactériale, mais jamais en contact direct

avec les cellules infectées.

- la zone bactériale: cfest la zone interne du nodule formée de cellules
parenchymateuses infectées ou non, les proportions relatives dépendant
des espdces h&tes et de |'efficacité de 1'association {Vincent, 1974).
Cette zone contient les bactérofides et elle constitue la zone fixatrice
d'azote. Les nodules efficaces ont une zone bactériale beaucoup plus
volumineuse que celles des inefficaces et fonctionnent plus longtemps.
Les cellules parenchymateuses infectées montrent une nette hypertrophie
et peuvent atteindre des dimensions plusieurs fois supérieures 3 celles

des cellules sans bactérofdes {Bonnier et Brake!, 1969).



FIGURE L. Schéma d'une section longitudinale du nodule (type pois).
(CN: cortex nodulaire; |: zone méristématique, |1: zone
d'accroissement et d'invasion; Il1l: zone bactérienne fixa-
trice; IV: zone de dégénérescence}.

Felix (1981)
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- une zone riche en cordons d'infection

- une zone de senescence

E-4 \nfection des racines et formation des nodules

L'infection des racines et la nodulation sont régies par des fac-
teurs extrinsdques gque nous examinerons plus loin, et par des facteurs

intrinséques contr8lés par le Rhizobium et la plante:

- Le Rhizobium doit &tre infectif ou virulent (Dommergues et Mangenot,
1970}, c'est-a-dire qu'il doit &tre capable de pénétrer dans les tissus
de 1'h&te et y induire la nodulation. Ce caractére d'infectivité que
nous évogquerons ultérieurement varie d'une souche 3 l'autre: il est méme

utilisé pour la classification des Rhizobium,

- La plante h&te contrdle elle aussi 1'infection et la nodulation. Il a
été mis en évidence |'existence de facteurs génétiques plus ou moins
complexes induisant chez la légumineuse une résistance 3 1'infection
bactérienne ou régissant le nombre et la taille des nodules {Nutman,

1965} .

L'infection et la farmation des nodules comprend quatre é&tapes

principales chez la plupart des légumineuses.

E-4.1 Préinfection

$i une graine de légumineuse germe dans un sol qui contient le
Rhizobium spécifique, la premiére action est celle du végétal sur la bac-
térie: par les excrétions radiculaires, la légumineuse favorise la multi-
plication des Rhizobium qui se situent dans son voisinage. Les racines,
par leurs sécrétions (acides aminés, enzymes, sucres, vitamines), sélec-

tionnent une population microbienne déterminée.

A cette action du végétal, succéde une réaction bactérienne qui

peut se manifester par une inflexicn des poils absorbants de la racine



{Waksman, 1952}; cette courbure des poils absorbants est probablement
provoquée par |'action localisée d'auxines vé&gétales, telles que 1'acide
3-indol acétique (A.1.A.) qui proviendrait de |'oxydation par les Rhizo-
bium du tryptophane exsudé par les racines des légumineuses. Cependant,
la cause de la déformation des poils racinaires n'est pas connue {Nutman,
1965; Gray et Williams, 1975). (Tableau 1).

On a2 également émis 1'hypothdse suivant laquelle les Rhizobium, par
I'intermédiaire des polysaccharides qu'ils synthétisent dans la rhizo-
sphére, induiraient chez la plante h6te la production de polygalacturona-
se {P.G.), enzyme qui faciliterait la pénétration du Rhizobium en modi-
flant la plasticité de la paroi cellulaire des poils absorbants (FYhreus

et Ljunggren, 1959; Nutman, 1963).

Cependant, Lillich et Elkman {1968) ont trouvé que les niveaux
d'activité de cet enzyme chez les légumineuses bactérisées et non bacté-
risées ne diffédrent pas significativement. Dart et Mercer {1964} ont sup-
posé que la fibre vasculaire de la parci du poil absorbant &tait suffisam-
ment ldche pour permettre le passade des Rhizobium sans induction par la

polyga]acturonasa.

TABLEAU 1. Chaine d'interaction entre les Rhizobium et ]es racines

{Nutman, 1965)

Bactéries Racines
Multiplication ﬂ’“,_,.EKSUdatiOﬂS racinaires
bactérienne & | (non spécifiques)
Oxydation en [ Exsudation de tryptophane

*—f— .
AlA {o-facteur inconnu
\—_
curbure des pcils absorbants

Polysaccharides

--.______
bactériens [ Induction de polygalacturonase

Infection = Exsudation de polygalacturonase




E-4.1.1 Hypothése des lectines

Il y a également 1'hypothése des lectines: des &tudes microscopi-
ques ont montré |'existence d'une spécificité dans 1'attachement des Rhi -
zobium & la surface des poils absorbants des racines des légumineuses
(Dazzo et al., 1975); les résultats de leurs travaux suggdrent qu'une
glycoprotéine de 1'h8te, une lectine, joue un r&le dans cette liaison

spécifique.

Dans ce mécanisme de reconnaissance, il y a une association entre
lectines et antigénes communs de la surface des poils racinaires et des
bactéries (Figure 2). En effet, les lectines pré&parées a partir de graines
ou de racines de s¢ja et rendues fluorescentes par un traitement 3 1'iso-
thiocyanate de fluorescéine se fixent sur la plupart des souches de Rhi-

zobium japonicum et nmon sur des souches appartenant 3 d'autres groupes

d'inoculation {Bohlool et al., 1974 ; Bauer, 1977). Cette association bac-
térie-lectine est {nhibée par 1'addition d'un hapténe comme le D-galactose

ou le N-acétyl-D-galactosamine (Bauer, 1977).

Une glycoprotéine possédant des propriétés analogues, la trifo-
liine a été isolée & partir du tréfle (Dazzo et al., 1978). Dans ce cas
encore, les lectines isolées des graines et des racines de trafle aggluti-
nent spécifiquement les souches virulentes de R. trifolii et cette agglu-

tination est inhib&e par un hapténe, le 2-désoxyqlucose.

E-4.2 Infection et genédse du nodule

Aprés pénétration dans les poils absorbants, les Rhizobium sont
entourés par un cordon d'infection; c'est un cordon mucoide, non cloisonné,
entouré& d'une gaine cellulosique synthétisée par |'hdte. Ce cordon d'in-
fection pénétre dans les cellules corticales (Dart, 1977). Des observations
cytalogiques chez le pois et chez la luzerne, ont montré que la présence
des cordons d'infection provoque une dédifférenciation des cellules cor-
ticales internes qui s’organisent alors en un méristéme originel (Libbenga

et Bogers, 1974%; Truchet, 1978). Le fonctionnement de ce méristdme déter-
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FIGURE II.Repré&sentation schématique du mécanisme de reconnaissance de |'héte
par le Rhizobium, selon |'hypothése de Dazzo et al., {1975).
La lectine assure la liaison formant le complexe antigéne~lectine-

antigane qui permet )'adhésion spécifique des bactéries & la paroi

des poils racinaires.



[

mine par la suite la mise en place successive des zones structurales du

nodule.

Selon les conclusions des travaux de Wipf et Cooper {1938) et
Wipf (1939), seules les cellules corticales disomatiques {infimes pro-
portions} sont infectées et donnent naissance & un nodule. Ces cellules
disomatiques se divisent activement 3 1'approche du cordon d'infection.
Cependant Bhaskaran et Swaminathan (1358), Truchet (1978) ont infirmé ces
conclusions de Wipf et Cooper; en effet par des mesures microspectro-
photométriques, ces auteurs ont trouvé que les cellules moncsomatiques
subissaient é&galement |'infection et donnaient naissance 3 des nodules

chez Medicago sativa et Pisum sativa.

E~4.3 Maturité nodulaire

Cette étape est marquée par !'invasion des cellules de 1a zone
centrale du méristame nodulaire par les bactéries |ibérées par la rupture
des vésicules qui apparaissent sur les cordons d'infection; les Rhizobium
prennent la forme bactéro¥de. Les bactéroltdes ne scnt pas libérés directe~
ment dans le cytoplasme mais sont enveloppés par une membrane isolément
ou par groupe. Au cours de cette é&tape de maturité nodulaire, .1a léghé-
moglobine se forme et colore en rouge la zone infectée et 1'azote molécu-

laire est fixé.

E-4.4 Dégénérescence nodulaire

La dégénérescence du nodule, qui se manifeste par la substitution
des pigments biliaires 3 la léghémoglobine et par la lyse des bactérofdes,
se propage du centre 3 la périphérie du nodule. Elle aboutit & la libéra-
tion des bactéries dans le sol. Généralement, chez certaines |é&gumineuses
tropicales, une partie des tissus bactériens dégénére 3 la fin de la sai-
son de végétation et la croissance nodulaire peut reprendre. De nombreuses
variations peuvent survenir dans le déroulement des processus d'infection

et de nodulation:
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- il peut y avoir absence de cordon d'infection

- 1'infection peut s'effectuer en dehors des poils absorbants: chez
1'arachide par exemple, 1'infection n'a pas lieu au niveau des poils
absorbants mais au point d'émergence des racines latérales (Allen et
Allen, 1958). Les Rhizobium pénétrent directement par les cellules é&pi-

dermiques chez MNeptunia oleracea, légumineuse aquatique dépourvue de

poils absorbants {Schaede, 1940).

- La formation du nodule peut se dérouler en dehors des tissus de 1'écor-

ce externe chez certaines espé&ces de |légumineuses.

E-5 La l1éghémoglobine

La léghémoglobine est une hémoprotéine qui n'a pu &tre détectée
dans des organes végétaux autres que les nodules des légumineuses {Apple-
by, 1974) et dans laquelle baignent les unités fixatrices d'azote atmos-
phérique constituées par les bactéroTdes {Bergersen, 1969). La léghémo-
globine se forme seulement dans le nodule, probablement sur la membrane
plasmique enveloppant les bactéro?des (Cutting et Schulman, 1969; Appleby,
1969). La période de synthése apras |'infection bactérienne varie selon
1'espéce hdte; chez le scja, elle est synthétisée huit jours aprés |'in-
fection. La léghémoglobine est constituée d'une molécule d'hdme (ferro
protoporphyrine comportant un atome de fer ferreux) et d'une protéine; la
molécule d'héme est produite par la bactérie (Cutting et Schulman, 1972;
Godfrey et al., 1975; Avissar et Nadrel, 1978), la protéine par la plante
héte (Dilworth, 1969; Cutting et Schulman, 1971).

Des recherches entreprises sur le code génétique responsable de la
syntha2se de la léghémoglobine ont révélé 1'intervention de plusieurs génes
végétaux (Verma, 1982). Cette série de génes vé&gétaux {20 3 40) intervient
dans la synthése de plus de 20 protéines de soja ou ''modulines'', apparem-

ment nécessaire 3 la symbiose.

Aussi longtemps que la molécule d'héme est retenue, il n'y a aucun
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changement dans le nodule, mais quand ce dernier vire au vert 3 cause de
l'apparition de ""biliverdine', les bactéries 3 1'intérieur du nodule sont

dans un état de régression et ce phénoméne est irréversible.

F - Influence des facteurs du milieu sur la fixation

Certains facteurs du milieu peuvent facilement influencer la fixa-
tion de 1'azote atmosphérique. Ce sont entre autres les facteurs é&daphi-
ques, la fumure azotée et les agents biologiques antagonistes des Rhizo-

bium.

F-1 Les facteurs du sol

F-1.1 Le pH, le calcium et le chélate de fer

La phase initiale de la nodulation est déprimée par un faible pH,

une carence en calcium et un excés du chélate de fer dans le milieu.

L'effet dépressif de 1'acidité du sol sur le systéme symbiotique
a été évoqué par plusieurs auteurs (Vincent, 1965; Mulder et al., 1966;
Holding et al., 1971; Schmidt, 1978). Dans les sols & pH inférieur &
5,5, le nombre de Rhizobium 2 croissance rapide est trd&s faible (Ander-
son, 1975). Un pH bas peut perturber la pénétration de la bactérie dans

la plante. Les racines de pois (Pisum sativum), cultivées dans un milieu

2 pH neutre produisent, aprés inoculation, une couche épaisse de mucus ol
sont logées les bactéries {Lie, 1974). L'acidité du milieu empéche la for-
mation du mucigel des racines des légumineuses. OQutre la réaction acide
elle-méme, d'autres effets sont responsables de |'inhibition. L'acidité
est accompagnée d'un excés d'aluminium et de manganése libres, tandis que
d'autres é&léments nutritifs essentiels pour la symbiose tels que le molyb-

déne et le calcium deviennent moins disponibles.

La toxicité alumino-manganique provogue un effet néfaste sur la
craissance racinaire, réduisant ainsi le nombre de sites de formation des

nodules {Kamprath et al., 1971).
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Il existe une relation entre le pH et la teneur en calcium du
sol: & pH faible, la formation des nodules exige plus de calcium; une
carence en cet &lément provoque chez les légumineuses une division cel-
lulaire anormale avec la formation de cellules ayant une séparation in-
compléte des chromosomes. C[es cellules sont anormalement vacuolées et
la vacuole peut occuper toute la cellule. Lie (1974) suggére que 1'effet
du calcium sur la nodulation est dd & l'action spécifique de cet &lément
sur la division cellulaire des poils absorbants nécessaires 3 la forma-
tion des nodosités. Cette hypothédse est en accord avec les observations
faites par Loneragan et al. (1970); i1s ont montré que I'initiation nodu-

laire exigeait plus de calcium que la croissance et |'activité du nodule.

L'action inhibitrice du fer chélaté sur la nodulation ressemble 3
l'effet d'une déficience en calcium et 3 celui de |'acidité du sol..
Elle se produit seulement si l'ion chélaté est en contact avec la racine
2 3 4 jours aprés 1'inoculation. Chaney et al. {1972) explique I'activité
du fer chélaté de la fagon suivante: le fer chélaté est fourni aux ra-
cines sous forme d'ion ferrique; il est absorbé, puis dissocié en ions
ferreux et chélate. Le dernier s'accumule dans les parois des cellules
corticales de la racine od le calcium peut &tre complexé, ce qui provoque

localement une carence en cet &lé&ment.

F-1.2 La température du sol

L'effet de la température du sol sur le systéme symbiotique est
complexe; presque tous les stades de formation et du fonctionnement des
nodules sont plus ou moins affectés. La survie des Rhizobium dans le sol
en dépend; la sensibilité aux températures é&levées varie considérablement
suivant les espéces et souches de Rhizobium: R. meliloti est plus tolérant
(40,5 - hZ,SDC) que R. leguminosarum, R. lupini et R. phaseoli (36,5 -
k2,5°C). Les Rhizobium du groupe Vigna simensis, ont une sensibilité trés

variable: les valeurs maximales de température oscilleraient entre 30 -
bZ,SOC. Bonnier {1960) considére que les températures en dega de 50°¢ sont
souvent létales. La température maximum tolérée pour la croissance de la
légumineuse est supérieure 3 celle permettant la fixation d'azote. Les

résultats d'une &tude faite par Pankhurst et al. {1973} suggérent une dé-
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générescence rapide du tissu bactérien 3 température &levée, entratnant

une diminution de la période d'activité fixatrice du nodule,

Les basses températures peuvent aussi limiter la fixation d'azote;
la température minimale pour la symbiose dépend de la iégumineuse h&te
mais peut 8tre medifiée par }a souche de Rhizobium utilisée (Roughley,
1970} . L'initiation de la nodulation est particulidrement sensible aux
basses températures; le tissu bactérien peut également 8tre réduit

{Lie, 1974).

F-1.3 Les contraintes hydrigues

Un excés ou un manque d'eau dans le sol peuvent nuire aux Rhizo-
bium, & la fixation d'azote et & la croissance de la plante h&te. Un sol
gorgé ¢'eau empéche la diffusion d'oxygéne nécessaire au ben fonctionne-
ment des racines. Un film d'eau autour du nodule inhibe l'activité de ce
dernier en provoguant une baisse dans l'apport d'oxygéne aux nodules
(Sprent, 1969; Schwinghamer et al., 1970).

te déficit hydrique peut influencer la fixation d'azote 3 des de-
grés plus ou moins importants (Sprent, 1969); 1'activité nitrogénasique
peut &tre inhibée de fagon réversible par une dessication modérée; par
contre yne carence en eau, provoguant une perte de 20% du poids frais du
nodule, cause un dommage irréversible. D'aprés Sprent, ces effets sont
attribuables en partie aux dommages causés aux systdmes de connections
symplasmiques entre les cellules du nodule. La rupture des plasmodesmes
des cellules corticales provoguent une réduction de la protection des bac-
térofdes contre | 'oxygéne et limite |'arrivée des substrats aux tissus

fixant 1'azote.

La dessication du sol provoque non seulement une perte d'activité
fixatrice du nodule mais aussi une baisse de la photosynthése nette et de
la transpiration chez la plante h6te, ce gui entratne une baisse d'acti-
vité fixatrice. 11 s'ensuit gu'un manque d'eau dans le sol peut affecter
directement la fixation au niveau de |'activité de la nitrogénase et que
son effet peut &tre accentuéd par une baisse de 1'activité photosynthétique

de 1a plante (Sprent, 1972).



24

F-1.4 Les &léments nutritifs du sol

La carence en éléments nutritifs tels que le phosphore, le molyb-
déne, le cobalt, le bore, perturbe la fixation d'azote. Les besoins en
phosphore sont plus importants pour la nodulation et la fixation que pour
la croissance de la légumineuse hite (Mooy et al., 1973). Le phosphore
est nécessaire pendant la dernidre phase de la formation du nodule; une
carence 3 ce stade entrafne une forte dépression de la nedulation. Son
réle dans le fonctionnement du nodule s'explique par le bescin d'ATP né-
cassaire & la réduction de la molécule d'azote (NZ) en ammoniac (2NH3)
{environ 24 ATP).

La fixation de 1'azote ne peut s'établir dans les sols carencés en
malybdéne: en effet, ce métal entre dans la composition de la nitrogénase
et en son absence la fixation d'azote ne peut se produire (Mulder et al.,
1974) . Le cobalt est indispensable 3 1a croissance des plantes en général,
au développement des Rhizobium et & la fixation symbiotique., Les bescins
en cet &lément sont plus importants que ceux de la plante; 1'intensité de
la fixation est fonction de la teneur des nodules en vitamine 612 (vita-
mine cobaltifare) et en léghémoglobine pigment dont la synthdse exige du

cobalt.
Les carences en bore perturbent le fonctionnement du nodule, mais
cet effet est parfois difficiie 3 distinguer de celui de la carence sur

la plante elle-méme.

F-2 L'azote disponible

$i la présence de faibles quantités dfazote minéral est, en géné-
ral favorable, des doses é&levées, potamment s'il s'agit d'azote nitrique,
exercent une action inhibitrice trds nette sur la nodulation (Van Schreven,
1959; Vincent, 1965; Gibson, 1973; Alexander, 1977). Deux hypoth&ses sont

émises concernant cette inhibition:
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| = Hypothése faisant intervenir une modification du ¢/N interne de la
plante. Si 1'on admet que 13 nodulation est régie par le C/N interne,
logiquement, une diminution de ce rapport par suite d'application d'a-
zote induit un ralentissement de 1a nodulation.Cette hypoth&se s'appuie

sur les faits suivants:

a) La réduction de 1'inhibition observée 3 la suite de 1'accroissement
dans la plante de carbohydrates obtenu soit par activation de la
photosynthése, soit par adjonction d'hydrates de carbone exogénes
{Stewart, 1966).

b) Inhibition partielle de la nodulation par applications foliaires
d'urée 2 0,5 ou 1% (Cartwright et Snow, 1962).

Il - Hypothése d'une inhibition d'origine externe: les nitrates pourraient
étre transformés en nitrites dans la rhizosphére; ces derniers détrui-
ratent catalytiquement 1'A.l.A. synthétisé par le Rhizobium & partir
du tryptophane {Tanner et al., 1964); le réle de ['A.l1.A. dans la no-
dulation se traouverait ainsi inhibé&, mais cette inhibition varie avec
1'espece ou la variété de légumineuse héte et avec la souche de Rhi-

zobium en présence (Gilbson et al., 1977).

Cette deuxiéme hypotheése est confirmée par les expériences de Raggio
et ses collaborateurs (1965): aucune inhibition de la nodulation n'est ob-
servée si les nitrates sont injectés directement dans les racines; 1'inhi-
bition n'apparaTt seulement que si les nitrates sont appliqués dans le Ti-

quide nutritif baignant les racines.

F-3 Facteurs biologiques

i1s constituent une série importante: les végétaux supérieurs, par
leurs exsudats racinaires peuvent inhiber 1'action ou méme détruire les
Rhizobium; la légumineuse h8te contrsle &galement dans une certaine mesure
la densité microbienne par |1'intermédiaire de sa spermatosphére ou de sa

rhizosphére. .
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Certains microorganismes telluriques ainsi que des formes ultra-
microscopiques retrouvées au voisinage des Rhizobium synthé&tisent des
antibiotiques toxiques pour ces derniers (Holland et Parker, 1966); on

peut citer dans ce cadre les Streptomycdtes et les moisissures,

Les Rhizobium sont plus ou moins sensibles 3 1'action lytique des
phages (Allen et Allen, 1958). A c6té des microorganismes antagonistes ou
sans effet, le s0l renferme des microorganismes qui peuvent stimuler 1'ac-

tivité des Rhizobium; ainsi 1'association Rhizobium - Azotobacter h&terait

1'apparition des nodules pour les légumineuses cultivées aseptiquement,

G - Le phénoméne symbiotique

G-1 La spécificité

Si des Rhizobium sont présents dans tous les sols (exception des
sols toxiques ou anormaux), il ne s'ensuit pas nécessairement que n’im-
perte quelle légumineuse formera des nodules sur un sol quelconque, toutes

autres conditions &cologiques étant favorables & la nodulation.

Ce fait maintes fois observé, implique par lui-mé&me qu'une certaine
spécificité vis-a-vis de 1'hSte existe chez le Rhizobium {Bonnier et Bra-
kel, 1969). Une souche de Rhizobium est dite spécifique ou infective
d'un genre ou d'une espéce de l&gumineuse, si elle est apte 3 pénétver dans
les tissus racinaires et 3 y induire la nodulation (Dommergues et Mangenat,
1970}, mé&me si les nodules ne sont pas fixateurs (Obaton, 1974). En zone
tempérée, le probléme est relativement simpie car la spécificité des sou-

ches est souvent trds stricte pour la plupart des lé&gumineuses concernées.

Par contre, les légumineuses tropicales au sens large, aont des be-
soins peu spécifiques quant 3 la souche de Rhizobium capable de former des
nodosités sur ces plantes; c'est-3-dire que les mémes souches de Rhizobium
appelées Rhizobium tropicaux ou groupe Vigna, sont en général capables de
noduler des genres tré&s nombreux et différents tels: Vigna, Arachis,

Stylosanthes...mais du fait de 'a trés grande différence entre les genres
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nodulés par ces mémes Rhizobium, la correspondance génétique entre la plan-
te et la bactérie est rarement suffisante pour que la fixation sf&tablisse
et méme parfois, les nodules ne se forment pas du tout. La spécificité
des Rhizobium vis-3-vis des légumineuses est souvent utilisée comme cri-

tére de classification des Rhizobium (Tableau 2).

TABLEAU 2. Les différentes espéces de Rhizobium et leurs h&tes {(Rawsthorne

et al., 1980)
Espéces H&tes préférés

1. *# Rhizobium leguminosarum Pisum, Vicia, Lathyrus, lens
2. Rhizobium trifolii Trifolium
3. Rhizobium phaseoli Phaseolus
4,  Rhizobium meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella
5. Rhizobium lupini Lupinus, Ornithopus
6. Rhizobium japonicum Glycine max
7. "Type Vigna" Vigna, Macrqptilium et autres

légumineuses tropicales

* | 3 4 sont & croissance rapide et 5, 6 et 7 sont généralement des Rhi-

Zobium 3 croissance lente

G-2 L'efficacité

Toutes les souches de Rhizobium capables de former des nodules sur
les racines d'une légumineuse ne fixent pas nécessairement |'azote atmos-
phérique. Certains nodules formés peuvent se comporter en parasites sans

aucun profit pour 1'h&8te: nodules "inefficaces' (Bonnier et Brakel, 1969).

I1 y a des degrés dans 1'efficacité, depuis 1'inefficacité totale
caractérisant des souches dénuées de tout pouvoir fixateur, jusqu'a 1'ef-
ficacité trads &levée de souches particulidrement recherchées pour 1'inocu-

lation artificielie.

Si le degré d'efficacité d'une souche constitue une propriété rela-
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tivement stable qui se transmet sur les milieux de culture classiques au
laboratoire, des variations sont possibles, soit au contact de la plante,
soit par des traitements spéciaux. Ainsi, une souche spécifique isolée
de Medicago mais totalement inefficace est devenue brusquement fixatrice
sans traitement particulier au sixidme passage sur la plante héte {Bon-
nier et Brakel, 1969). lnversément, la culture de souches efficaces sur
des milieux contenant certains acides aminés comme la lysine, la méthio-

nine ou |'histidine a donné des souches inefficaces.

Concernant la forme et les dimensions des nodules, les souches peu
efficaces de Rhizobium donnent des nodules petits, ronds, de coloration
blanche et dispersés sur le systéme racinaire entier; les nodules obtenus
de souches efficaces sont trés peu nombreux, gros, allongés, de coloration

pourpre et localisés sur les racines latérales.

G-3 Relations entre la spécificité et 1'efficacité

Ces deux notions ont été séparées par certains auteurs {Allen et
Baldwin, 1939). Une souche déterminée est capable de provoquer la forma-
tion de nodules sur telle ou telle espéce de légumineuse: elle est spéci-

fique pour cette ou ces légumineuses.

Les nodosités formées par |'une ou 1'autre souche sont efficaces
ou inefficaces: une souche efficace provoque au sein du nodule la fixation
de l'azote atmosphérique tandis qu'une souche inefficace forme des nodules
au sein desquels la fixation d'azote ne peut s'effectuer; ces derniédres

sont plutdt parasites que symbiontes.

Ces deux qualités, la spécificité et 1'efficacité, valent pour une
souche déterminée de Rhizobium vis-3-vis de telle ou telle légumineuse;
ces deux qualités sont indispensables pour que la symbiose se réalise dans

des conditions profitables au végétal.

Des essais sur Medicago sativa ont montré que 1'efficacité et la

spécificité sont liées; ainsi une souche efficace sur Medicago sativa se
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caractérise par une spécificité plus stricte, plus étroite, qu'une sou-

che inefficace pour la méme jégumineuse.
Donc, contrairement aux affirmations de certains auteurs, il existe
une relation nette entre |'efficacité des souchas de Rhizobium et leur

spécificité,

G-4 La compétition

Puisque dans un méme sol, peuvent caexister plusieurs souches de
Rhizobium spécifiques dfune légumineuse donnée, la question qui se pose
est de savoir quelle souche va coloniser les racines, de préférence aux
autres. En principe, celle dont le Y'pouvoir compétitif' est le plus élevé
(Bonnier et Brakel, 1969).

La compétition d'une souche de Rhizabium, selon Burton (1979}, impli-
que 1'agressivité et 1'habilité & produire des nodules sur les racines
d'une légumineuse hdte particuliére poussant dans un sol qui contient

d'autres souches hautement infectives.

Une souche de Rhizohium est considérée compétitive quand elle pro-
duit une grande proportion des nodules {au moins 80% selon Girard et
Rougieux, 1967) d'une légumineuse particuliére poussant dans un sol ou

substrat hautement infesté avec d'autres souches infectieuses.

Le pouvoir de compétition est une donnée complexe qui dépend de

plusieurs caractéristiques de la souche ( Obaton, 1374) telles que:

- le pouvoir de survie et de multiplication dans le sol, dans la rhizo~
sphére de la plante
- la vitesse de pénétration dans la racine

- la rapiditédansia formation des nodules

Certaines de ces caractéristiques sont susceptibles d'&tre influen-

cées par la plante et par tous les autres facteurs du milieu.
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H -~ Principales enzymes impligquées dans le phénoméne symbiotique

H-1 Nitrogénase

Le complexe enzymatique nitrogénase a &té isolé pour la premiére

fois sur Clostridium pasteurianum par Carnahan et al. {1960). C'est 1'en-

zyme réductrice de l‘'azote atmosphérique (Nz) et est constituée de deux
protéines distinctes {Bergersen, 1971; Postgate, 1976) inactives isolément.
L'une, une Fe-protéine ou composante || est un dimére, plus petit, conte-
nant seulement du fer et 1'autre, la Mo-Fe protéine ou molybdoferrodoxine
ou composante | est une grosse molécule tétramérique (Postgate, 1976; Bur-
ris et Ljones, 1977; Burton, 1979).

Cette enzyme est particuliére, trés complexe et caractérisée par:
a) sa trds grande sensibilité 3 1'oxygéne
b) sa trés grande sensibilité aux basses températures

¢) sa tras forte exigence en énergie (ATP).

En présence d'une source d'azote telle que ['ion ammonium (NHA+)’
nitrates et acides aminés, la synthese de la nitrogénase dans le bacté-
rofde est réprimée. La nitrogénase ré&duit &galement les molécules a liai-

son triple telles que ( et cette réduction de C_ H_ en CZHI+ est utilisée

) )

pour détecter |'action de 1'enzyme.

Elle catalyse la ré&action de réduction de fa molécule d'azote N2
en deux molécules d"ammoniac NH3 et cette réduction demande une trés forte
quantité d'énergie, soit 24 moles d'ATP, un apport en magnésium (Mg2*), un
substrat réductible tel que ie dithionite (Nazszo“) et un environnement ana-
srobique {Bergersen, 1969; Eady, 1980).

Enzyme+N2 zﬂ—J:ig—e:-EnZyme-Nsz Eﬂ:igg: Enzyme-Nsz EE:IZE: ZNH3

Liassociation symbiotique ié&égumineuses-Rhizobium tire son énergie
de la photosynthése et de la glycolyse. La fixation d'azote moléculaire est
trds coGteuse en 8snergie, et les systdmes trés efficaces assurent un cou-

plage de cette réaction avec la photosynthése (Shanmugan et al., 1978} .
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Chez les microorganismes fixant asymbiotiquement |'azote, 1'enzyme
est toujours la nitrogénase; il existe cependant des variations dans les
composantes et plusieurs combinaisons ont &té essayées avec des résultats

variables (Biggins et al., 1971).

H-2 Nitrate réductase

Cette enzyme a été pour la premiére fois étudiée sur la bactérie

Escherichia coli (Green et collaborateurs) et a été& purifiée 3 partir de

Neuraspora crassa grice aux travaux de Nicolas, Nasson etc...Ces auteurs

ont trouvé que l'enzyme est scluble. L'enzyme a é&té é&tudiée par la suite
sur des extraits de végétaux supérieurs, le soja notamment {Evans et al.,

1953} et récemment purifide 3 partir de plantes supérieures (Garret et al.,

1967) .

La nitrate réductase est une flavo-molybdoprotéine dont le substrat

naturel est le nitrate NOE.

Les Rhizobium dans le nodule possédent une nitrate réductase
(Evans, 1954). Chemiae et Evans (1957) ont démontré que la capacité a fixer
1'azote moléculaire et 1'activité de la nitrate réductase du nodule, de
méme gque son contenu en léghémoglobine sont positivement en corrélation

chez la fave soja,



CHAPITRE 2

CRITERES UTILISES PQUR LA SELECTION BE SOUCHES DE RHIZOBIUM
SELON LEUR EFFICACITE A FIXER L'AZOTE ATMDSPHERIQUE

Plusieurs critéres sont utilisés dans la sé&lection des souches de
Rhizobium selon leur efficacité 3 fixer 1'azote de |'air en association
avec les légumineuses; ces critéres sont détaillés dans plusieurs publica-

tions (Roughley, 1970: Date, 1975; Norris et Date, 1976).
Certains critdres se basent sur |‘'association plantes-bactéries et
d'autres sur le comportement des bactéries en cultures pures; nous examine-

rons les premiers critéres dont certains sont utilisés dans nos expériences.

A - Critéres basés sur |'association plantes-bactéries

Ce sont les critdres morphalogiques, le rendement, le pourcentage

d'azote et 1'azote total dans la plante.

A-1 Critédres morphoiogiques

Pour comparer les souches de Rhizobium d'aprés leur efficacité sym-

biotique, on peut utiliser les critédres visuels suivants:
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-~ la couleur de la plante

- la hauteur moyenne des plantes

la présence cu |‘fabsence des nodules

~ la couleur du sein des nodules

Une souche de Rhizobium introduite par |'inoculation est considé&-
rée comme efficace si elle donne des plantes nodulées, d'une couleur vert
foncé, ayant ume hauteur moyenne plus élevée que celle d'un témein non ino-
culé et d'apparence saine; ces plantes ont un feuillage abondant et une pous
se luxuriante (Bordeleau, 1978}, Les nodules obtenus sont peu nombreux, gros
regroupés pras de la racine principale et ont une coloration interne allant

du rose au rouge foncé.

Les ncdules inefficaces sont petits, nombreux, blancs, et éparpil-
[és sur tout le systéme radiculaire; les plantes sont généralement de cou-
leur jaune (Date, 1970}, ou vert pdle, un feuillage éclairci et une crois-

sance plutét lente (Bordeleau, 1978).
A-2 Rendement

En fonction du but de la culture de légumineuse, on peut exprimer
le rendement en poids vert ou en poids sec de fourrage ocu en poids sec de

graines,

L'efficacité est mesurée directement en déterminant la quantité
d'azote fixé ou indirectement en mesurant le poids sec (Date, 1976); ces

deux paramétres sont hautement correlés {Erdman et Means, 1952).

Gibson (1964) trouve que le poids vert est un meilleur indice pour
|'efficacité que le poids sec, & cause de la grande proportion de feuilles
sdches dans le cas des plantes 3 nodulation inefficace cu partiellement ef-

ficace.

Dans les essais en tubes, ol les racines poussent en milieu sté-
rile, et la partie aérienne de la plante exposée & |‘extérieur, on peut

déterminer le taux relatif de croissance, qui est une mesure précise pouvant
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servir de base de sé&lection:

]Og Wo - 109 W1

tz'tI

Rw =

ol Rw = taux de croissance relatif

W, et W, = poids sec au temps t, et t

2 1 )

L'amélioration due & |'inoculation peut s'exprimer &galement par
log Xi -~ log C ol
Xi
C

rendement avec la souche |

rendement du témoin sans azote

La forme logarithmique a 1'avantage de mettre les données dans une
meilleure forme pour 1'analyse statistique en &liminant la relation pouvant

exister entre la variance et la moyenne (Vincent, 1970}.

En utilisant le logarithme du poids vert, Vincent (1954} et Baird

{1955) classent les souches de Rhizobium selon leur efficacité comme suit:

Une souche efficace aura: log X » log C + log 1,5

ol X

poids vert d'une plante inoculée

3
H

poids vert du témoin sans azote

Une souche est inefficace si log X ¢ log C. Certaines souches peuvent étre

classées entre ces deux limites.

Gibson {1962) mesure 1'efficacité (E} de 1a nodulation comme

suit:

Poids sec de la partie aérienne des plantes nodulées X 100
Poids sec de la partie aérienne du témoin azoté ]

Un niveau arbitraire de 75% fut sé&lectionné pour indiquer une nodulation
efficace; un traitement donnant une valeur de E = 15% ou moins est considé-

ré comme ayant une nodulation inefficace.
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En pratique, il est plus commode d'utiliser le poids sec si on a
un grand nombre de traitements 3 comparer, car le poids vert doit &tre
pris immédiatement aprés la coupe, alors que le poids sec, malgré le tra-
vail supplémentaire qu'i) nécessite peut &tre pris 3 différents interval-

les de temps (Vincent, 1970).

L'efficacité mesurée en termes de production de grains est plus
difficile & &valuer puisque la fixation d'azote peut &tre sévé@rement ré-
duite aux stades floraison et remplissage des gousses {Date, 1976). Des
facteurs tels que le gel, 1'humidité et la température affectent la produc-

tion de graines plus qu'un apport restreint d'azote & ces stades.

A-3 Pourcentage d'azote et azote total dans la plante

Le pourcentage d'azote, comme base de comparaison entre les sou-
ches de Rhizobium doit &tre utilisé avec prudence car la relation entre le
rendement et le pourcentage d'azote peut parfois changer, selon que la
plante regoit de l'azote fix& symbiotiquement ou de |'azote minéral (Hay-
dock et Norris, 1967).

L'azote total dans la plante est un bon critére utilisé pour com-
parer l'efficacité des souches de Rhizobium, si 1'air est la seule source
d'azote car la quantité totale d'azote fixée par des lé&gumineuses nodulées
par des souches efficaces de Rhizobium est beaucoup affectée par le niveau

de 1'azote du sol (Roughley, 1976).

Les estimations de granmdes gquantités d'azote pouvant &tre fixées
par des légumineuses poussant dans un milieu sans azote ont renforcé le
concept selon lequel les légumineuses fixent touwjours suffisamment ou au
moins la majeure partie de 1'azote qui leur est nécessaire; ceci peut &tre
loin de la réalité quand les niveaux d'azote du scl sont élevés ou quand

|'azote est fourni pendant la période de croissance.



t1 = METHCDOLOGIE EXPERIMENTALE

CHAPITRE |

DETERMINATION DE L'EFFICACITE DES SOUCHES DE RHIZQBIUM
PHASEOLI EN FONCTIiON DU POIDS SEC ET DE L'AZOTE TOTAL
DES PLANTES

Dans cette premiére expérience, 65 souches de Rhizobium phaseoli

sont testées. L'cbjectif est de sélectionner des souches efficaces en uti-
lisant comme critére de sélection le poids sec des plantules {parties aé-

riennes) et l1'azote total fixé.

A - Crigine des souches

te nom, la source et la variété de haricot sur laquelle fut isolée
chaque souche de Rhizobium phaseoli utilisée sont décrits au tableau 3.

ATCC 14482 et RCR 35610 sont des souches originaires des USA.

B - Variété de Phaseolus vulgaris

La variété "Goldie" (graines jaunes) est utiiisée au cours de 1'ex-
périence. Les semences proviennent de la compagnie semencidre R. Rogers
Brother Seed Company, idaho Falls, ldaho {USA) et possddent les caractéris-

tiques suivantes:
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TABLEAU 3. Origine des souches de Rhizobium phaseoli utilisées

Nom de la Région d'isolation Variété de haricot sur laquelle
souche ou source fut isolée la souche

P1 Ile d'Orléans Sun Geld

P4 " " Strike

PS5 " " Sun Gold

P6 St-Augustin

P15 St-Lésaire Gold Rush

P29-1 Ste-Martine Wax-252

P29-2 z I noon

P31 " " Gold Rush

P35 Howick Bush Blue Lake BBL6T4

P36 " Gold Rush

PE6 St-Jean Lancer

P67 H Midas

P68 " Vitagreen

P73 St-Paul lle aux Noix Lancer

P74 St-Grégoire Gold Rush

P75 Carignan Golden Rod

P76 " 0k4-22

P77 Acadie Gold Rush

P78-1 " 08-50

P78-2 " "

P79 " Golden Rod

P80 St-Charles Moon Goid

P81 Rougemont Goldie

P82 St-Damase Peak

PB4 Ste-Madeleine Gold Rush

P8S St-Damase Eagle

P86 " Legazy

P87 " Raider

P88 St-Pie Goldie

P89 z Gold Rush
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TABLEAU 3 (suite)

F50 St-Pie Spendergold
P91 St-Césaire BBL-112

P98 Howick Wax 252

P99 ' eoon
P100D " BBL-614
P102 St-Stanislas toon
P103 Ste-Martine Vitagreen
P104 " ' BBL 274
PI105 I1es Dupras Berthier BBL 92

P1D6 " o " Golden Rod
P107 ' " " BBL 47

P108 " " " BBL 94

P113 Ville d'Auteuil Lacal Horticole frangaise
P14 " " " Butter Wax
P115 b " " Speculator
P115 " " " Honey Gold
P117 " " " Butter Wax
P118 Ste-Dorothée St-Sacrement
P119 " " Fave romaine
P121 lle Bizard Sungold
P122 " " a

F125 St-Philippe Gold Rush
P126 Napierville " "
P129 St-Césaire Eagle

P128 " Legacy

P130 St-Pie G.P-76017
P131 " Lancer

F132 St-Césaire Flo

P133 st-Jean-Chrysostome Brittle Wax
P134 i . Strike

P135 Québec Brittle Wax
P136 " " "
P83 St-Jean-Baptiste Peak

ATCC 14482 USA

RCR 3610
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- 90% de garmination
- 99,5% de pureté
Ces semences ont été traitées par du Captane et du Thirame (fongicides)

et comme traitement vermicide, du Lorsban.

C - Conditions de croissance des bactéries

Le milieu de culture liquide utilisé pour la croissance des Rhi-
zobium est un bouwillon & 1'extrait de levures contenant du manmitol
(YEMB} comme source de carbone, cette dernidre &tant universelle pour les
Rhizobium {vincent, 1970){1a composition du milieu est décrite 2

1'annexe B}.La collection des souches de Rhizobium phaseoli est maintenue

par repiquage des souches sur des pentes du milieu YEMB solidifié avec

15 g/litre de gélose.

C-1. Stérilisation du milieu de croissance

Dans les fioles Erlenmeyer de 250 mL, on introduit 100 mL du mi-
lieu de culture liquide YEMB. Les fioles sont bouchées et mises a4 1'auto-
clave pendant 15 minutes 3 une température de 1219C et 101 kPa de pres-

sion.

C-2 Inoculation et incubation des bactéries

Le milieu de culture refroidi est inoculé avec les souches de

Rhizobium phasecli (une souche par ficle). L'inoculation se fait dans des

conditions d'asepsie totale 3 1'aide d'une aiguille d'inoculation flambée,

prés d'une flamme, 1'opération se déroulant sous une hotte stérile.
L'incubation des bactéries est faite sur un agitateur mécanique 3
une vitesse moyenne de 160 rpm dans une chambre d'incubation od la tempé-

rature ambjante est maintenue 3 26°C.

D - Stérilisation
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D-1 Graines

Les graines sont stérilisées en les lavant durant 15 minutes dans
de 1'eau de javel {5,25% d'hypochlorite de sodium) (NaCID,SHZO). suivi
d'un ringage durant 5 minutes dans de 1'eau de robinet stérile, suivi
d'un ringage de 5 minutes dans de 1'éthanol 95% et pour achever la stéri-
lisation on effectue & ringages consécutifs de S minutes chacun dans de

]'eau de robinet stérile.

Les graines ainsi débarrassées des produits de conservation et de

tous les germes sont prétes pour le semis.

D-2 Mélange synthétique

Un mé&lange volumétrique de 1 silice No 24 pour 2 vermiculites est
utilisé. Le mélange est stérilisé 3 |'autoclave 3 121% pendant 2 heures
et § 101 kPa de pression. Ce mélange procure une bonne aération et une ca-

pacité satisfaisante de rétention d'eau.
D-3 Pots

Les pots de 11,43 cm de diamétre sont lavés 3 1'eau distillée con-
tenart 0,5% d'une solution désinfectante appelée '"Oakite Sanitizer No 1"
(produit actif = Trisodium phosphate (Na3P0h,12 HZO)) (Dakite Products of

Canada Limited, Bramalea, Ontario). Chaque pot regoit & peu prés le méme

volume de mélange synthétique.

E - Solution nutritive

Une solution nutritive {Annexe A) contenant 30 ppm par mL de
N-NO3 est utilisée pour arroser les plantes 3 raison d'un arrosage hebdo-
madaire. Cette faible concentration de nitrate est ajoutée pour refléter
les conditions au champ (Gibson, 1980). Cette solution a la composition

finale suivante par litre d'eau distillée:
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Acide borique (HBBOB} 2,86 mg
MnC1,.4H, 0 1,81 mg
ZnSOh.7H20 0,22 mg
EuSUh-SHZO 0,08 mg
Acide molybdique (85% de H003)(H2H00h) 0,09 mg
CoCI2 0,04 mg
Mgs0, 7H,0 246,48 mqg
KZHPE}Ll 174,18 mg
KHzPoh 136,09 mg
CaCl,2H,0 147,00 mg
KN03 108,33 mg
Citrate de fer 5,0 mg

Le pH varie de 6,8 a 7,2.

F - Semis

Les pots contenant le mélange synthétique regoivent chacun 120 mL
de solution nutritive. Le semis se fait & raison de 4 graines par pot 2
l'aide de pinces stériles. Les graines sont recouvertes par la suite avec

du mélange synthé&tique.
Chaque pot est ensuite recouvert d'un plastique en polyéthylane
transparent que ['on fixe 3 |'aide d'un élastique pour é&viter la contami-

nation croisée durant 1a premiére période critique.

G ~ Dispositif expérimental

Blocs randomisés, avec 4 répétitions et 70 traitements (65 souches
+ 5§ témoins non inoculés). Les blocs sont distribués sur deux tables dans

la serre de propagation. Le plan d'expérience est illustré & |'annexe C.

H - Sélection des plantules

La sélection des plantules s'est faite 7 jours aprés le semis au
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stade 3 feuilies. Les pots sont découverts et la plantule la moins vigou-

reuse est enlevée pour conserver 3 plantules par pot.

| = Inoculation des plantules

Sept jours aprés le semis, on procdde & |'inoculation. A part
les témoins, on distribue de fagon homogéne 3 la surface des pots 20 mlL
de 1'inoculum &gé de 7 jours, dilué dans la solution nutritive stérile et

contenant plus de 108 cellules par mlL,

Jd - Arrosage

En plus de 1'arrosage hebdomadaire avec la solution nutritive, les
plantes regoivent de |'eau déminéralisée en fonction du degré de sécheresse
constatée; de fagon globale, la fréguence d'arrosage est de 1 fois & tous

les deux jours,

K - Eclairage

L'éclairage des plantes dans la serre est assuré par 30 lampes
3 néon de 1,80 métres de long, réglé 3 une intensité de 300 micro-einstein.

La durée d'éclairage est de |2 heures par jour,

L - Température de croissance

La température imposée dans la serre est de lBOC; lorsqu'elle est
sujette 3 des variations, un systéme d'aération automatique permet de la

rameper 3 la normale,

M - Récolte et pesée

La coupe des plantes a lieu 42 jours aprés le semis. Les plantes
(3 par pot) sont aussit&St ensachées pour la mise dans la sécheuse en vue
de déterminer le poids sec. Les plantes sont séchées 3 une température de
75° - 80°% pendant 48 heures. Le poids sec est exprimé en grammes par pot

(Annexe E). Les plantes s&ches sont ensuite moulues pour la détermination



43

du pourcentage d'azote par gramme de matidre sdche (Annexe E) et la quan-

tité d'azote total {Annexe E).

N - Bétermination du pourcentage d'azote et de |’azote total

L‘azote total est déterminé sur um appareil Kjel Foss automatic
16200 (A/S N. Foss electric Denmark). Le principe de cet appareil est la
digestion de 0,3 g d'échantillon avec du HZSOh en présence de H202 et de
l'oxyde de mercure, utilisé comme catalyseur. La digestion est suivie
d'une neutralisation avec du NaOH en présence de Na25203 (pour précipiter

le mercure}. Le N-NHh est ensuite distillé & la vapeur et titré.

Pour chaque é&chantillon le processus entier est fait en trois
minutes. Le pourcentage d'azote {Annexe E) s'obtient en divisant le titre
obtenu par 0,3 g. L'azote total (Annexe E) est obtenu en multipliant e

pourcentage d'azote par le poids sec.

Q0 - Apalyse statistique des résultats

Ces analyses sont faites sur ordinateur.

0-1 Analyse de la variance

L'analyse de la variance est faite sur les rendements exprimés en

poids de matidre séche at en guantité d'azote total fixée.

0-2 Corrélation entre le rendement exprimé en poids de matié&re séche

et le contenu en azote total

Une analyse de régression linédaire est faite pour déterminer s'j]
existe une corrélation entre le contenu en azote total et le rendement total
de matidre sadche. Les constantes statistiques déterminées sont décrites par

Fireman et Wadleigh (1951) comme suit:
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r = coefficient de corrélation, qui mesure la proportion de variation
dans une variable qui est associée avec la variation dans 1'autre variable

lorsque la relation entre elles est linéaire.

2 C . . . . v
r’= coefficient de détermination, qui mesure le pourcentage de variation

dans une variable qui est associée 3 la variation dans 1'autre variable.

byx = coefficient de régression, qui est le nombre moyen de hausse ou de
baisse des unités dans la variable dépendante (y) associé& avec |'augmenta-

tion des unités de la variable indépendante (X).

esbyx = erreur standard du coefficient de régression, qui fournit une
mesure de signification des valeurs de byx et qui est un moyen de comparer

ces valeurs entre elles,
syx = erreur standard de |'estimation qui indique 1'accord existant en-
tre les valeurs estimées par la ligne de régression et les valeurs observées

pour la variable (y).

Les constantes sont déterminées sur les moyennes de quatre répéti-

tions par traitement.

P - Classement des souches suivant leur comportement symbiotique

Un classement arbitraire des souches de R. phaseoli suivant leur
efficacité symbiotique est utilisé (Bordeleau et coll., 1977); ce classe~

ment est basé sur la moyenne.

- Une souche est classée non-effiface (N.E) lorsque le rendement (poids
sec et azote total) obtenu est plus petit que celui de la moyenne moins

la valeur de |'écart type de la moyenne.

- Une souche est classée efficace (E) lorsgue la rendement obtenu est

compris entre celui de la moyenne plus ou moins la valeur de 1'écart-

type.
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~ Les souches donnant des rendements supérieurs A celui de la moyenne pius
la valeur de 1'écart-type de la moyenne sont classées trés efficaces
(T.E).



CHAPITRE 2

SELECTION DES SQUCHES DBE RHIZOBIUM PHASEOLL EN FONCTION
DU RENDEMENT EN GOUSSES

Neuf (9) souches de Rhizobium testées dans la premidre expériepce
sont retenues pour cette deuxiéme expérience. Une nouvelle souche, Goldie
est également testée. Des inoculants mixtes (I1Q) sont testés et les résul-
tats nous renseigneront si ces souches qui se sont révélées tras efficaces
dans la premidre expérience conservent cette qualité en association bi-
naire. Cet essai indiquera aussi s'il existe une corrélation entre le ren-
dement en matidre séche du feuillage aprés 6 semaines et le rendement en

gousses.,

A - Matériel bactérien

Le tableau 4 indique les traitements de cette deuxiéme expérience.
Le milieu utilisé pour la croissance de ces souches est le méme milieu 1i-
quide YEMB utilisé dans la premiére partie de la recherche; la stérilisa-
tion s'effectue dans les mémes conditions de mé&me que 1'inoculation et

1'incubation des bactéries.

B - Variété de Phaseolus vulgaris




TABLEAU 4. Souches de Rhizobium phaseoli testées

Nom de la souche ou de I'inoculant mixte Degré d'efficacité

P79

P134

P131

ATCC 14482
PI1Q7

P136

P84

P68

P121

P107 + PI136
P107 + P84
P1O4 + P68
PIQ7 + PI121
P136 + P84
P136 + P&S
Pi36 + P12)
P84+ P68
P84 + P121
P63 + P12l

m m

m m M m M m M M mMmMm mMm M M M m
+

+

ELor

- 4 4 4 4 4 4 =4 4 4 4 A4 A4 =4 =4 m m Z =z

+
- =4 -t 4 A4 A4 4 = -4 —
m m m MM m MM m m m m

Goldie inconnue

Légende: N.E.: non efficace
E : afficace
T.E.: trés efficace
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La méme variété ""Goldie'" est utilisée comme matériel végétal dans
cette expérience. La stérilisation des semences est faite suivant le méme

protocole utilisé dans 1'expérience précédente.
£ - Pots

Des pots de 17,78 ¢m de diamétre stérilisés 3 }'Oakite sont utili~
sés dans cette expérience; beaucoup plus grands que ceux utilisés dans la
premiére expérience, ils permettent de cultiver les plantes jusqu'a |'ob-

tention des gousses sans beaucoup de risques de verse.

D - Mélange synthétique

Le m&lange est constitué de deux volumes de vermiculite pour un

de silice No 24 comme précédemment. Chaque pat en regoit la méme quantité.
E - Semis

Chaque pat regoit six graines de haricot. Les graines sont recou-
vertes par la suite avec du mélange synthétique et arrosées avec 400 mL

de solution nutritive.

F - Dispositif expérimental

Cing blocs randomisés de vingt traitements et six témoins non ino-

zulés (Annexe D).

G - Inoculation des plantules

L'inoculation a lieu seize jours aprés le semis; 20 mL d'incculum
§gé de ¢cing jours sont distribués de fagon homogéne a la surface des pots
traités. L'inoculum est dilué avec de la solution nutritive stérile pour
donner un ncmbre de cellules supérieur 2 lOsme. La sé&lection des plantules

se fait en gardant les quatre plantules les plus vigoureuses par pot.
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H - Arrosage

La solution nutritive utilisée pour 1'arrosage a la méme compo-
sition gue celle de la premidre expérience (J) et la frégquence d'arrosage

est hebdomadaire. L'arrosage & )1'eau distillée s’'effectue au besoin.

[ - Ec]airage

Les lampes, i'intensité, la durée d'éclairage journalier est la

méme que dans la premidre expérience {K)}.

J - Température de croissance

La température dans la serre est de 18°C comme dans 1a premiére

expérience (L).

K ~ Récolte et pesée

La récolte (gousses et plantes) a lieu 70 jours aprés le semis;
les gousses ont une coloration jaune en cette période et c'est dans cet

dtat qu'elles sont consommées chez la variété Goldie,

Les gousses sont ensuite pesées pour la détermination du poids
frais (Annexe G). On procdde ensuite & 1'ensachage des plantes et gousses
pour le séchage au four & 80°C et 101 kPa de pression pendant 48 heures
pour la détermination des poids secs (gousses: Annexe H; plantes: Annexe
). Seuls deux pots témoins par répétition sont pris en considération pour
{es analyses ultérieures, les autres avant é€té contaminés au cours de |'ex-

périence.

L - Détermination du pourcentage d'azote et de [|'azote total

La détermination du pourcentage d'azote et de |'azote total des
gousses (Annexe H) et de la partie aérienne des plants (Annexe 1) est

faite comme dans 1a premidre expérience,
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M - Analyses statistiques

Ces analyses sont faites sur ordinateur.

M-1 Analyse de la variance

L'analyse de variance est faite sur les rendements en poids frais
des gousses, poids sec des gousses et des plantes et sur les quantités d'a~

zote total des gousses et des plantes.

M=2 Corrélations

Des analyses de régression linéaire sont faites pour déterminer

s'il existe une corrélation entre:

- le poids frais des gousses et le poids sec des gousses

- le poids frais des gousses et le poids de matidre séche des plantes
de la deuxiéme expérience

- le poids sec des gousses et le poids de matiére séche des plantes de la
deuxiéme expérience

- le poids frais des gousses et le poids de matiére séche des plantes de
la premiére expérience

- le poids sec des gousses et le poids de matiédre séche des plantes de la
premiédre expérience

- les poids de matiédre sédche des plantes des deux expériences

- le contenu en azote des gousses et leurs poids secs de la deuxiédme expé-
rience

- le contenu en azote des plantes et leurs poids secs de la deuxiéme expé-
rience

- le contenu en azote des plantes et des gousses dans la deuxiéme expérien-

ce.



J11 = RESULTATS ET DISCUSSION

CHAPITRE 1

PREMIERE EXPERIENCE

A - Résultats

Ltanalyse de variance du rendement exprimé en gramres de matiére

sé&che est représentée dans le Tableau G.

F est significatif & un niveau de confiance de | pour cent. Cette
signification du F montre qu'il existe entre les 65 souches de R. phaseoli,
une différence dans leur participation & 1'élaboration de la matiére sé-

che des plantes.

Nous obtenons également un coefficient de variation de 9 pour cent
trés acceptable pour une expérience en serre (Brockwell, 1980). Dans le
Tableau 6, sont classés par ordre croissant les rendements moyens de ma-

tidre séche obtenus avec les 65 souches de R. phaseali et le témoin non

inoculé mais recevant 30 ug de N-NO3

par mL A chaque arrosage, soit guatre

arrosages.

Le Tableau 7 indique le comportement fixateur des différentes

souches en fonction du poids de la matidre séche,

Ce classement arbitraire, comme expliqué auparavant, est basé sur



TABLEAU 5. Analyse de variance du rendement exprimé en grammes de

poids sec/pot de haricot {premidre expérience)

SourFes.de Degré de Somme des carrés Carré moyen F
variation liberté

Répétitions 3 G,333 0,111 3,00
Souches 69 5,936 0,086 2,32%%
Erreur 207 7,668 0,037

Total 279 13,938

*¥* Significatif & un niveau de confiance de 1%

52
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TABLEAU 6. Rendements moyens exprimés en grammes de matiére séche par

pot (premidre expérience)

Rang ascendant No traitement Souches Rendements moyens (g/pot)
| 21 P79 1,56
2 65 RCR 3610 1,70
3 60 P134 1,78
b 2 Ph 1,79
5 58 P132 1,79
6 65-70 Témoin non incculé 1,80
7 49 P119 1,80
8 9 P35 1,80
9 28 P87 1,84

10 30 P89 1,86
11 1 Pl 1,88
12 57 P131 1,89
13 24 P82 1,90
14 7 P29-2 1,91
15 64 ATCC 14482 1,91
16 20 P78-1 1,92
17 Lo P106 1,92
18 37 P10Q3 1,96
19 59 P133 1,97
20 16 P75 1,98
21 12 P67 1,99
22 26 P85 1,99
23 34 P99 1,99
24 36 P102 1,99
25 38 P104 1,99
26 43 P113 1,99
27 3 PS5 2,00
28 29 P88 2,00
29 31 P90 2,00
30 5 P15 2,0]
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4]
42
43
Ly
45
16
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

ke

17
32
48
15
22
23
35
51
18
56
10
54
61
14

42
33

25
45

27
il
39
63
53
by
19
k7
52
13
50

Pl16
Pé
P76
PgI
P118
P74
P8C
P8I
P100
P122
P77
P130
P36
P129
P135
P73
P29-1
P18
P98
P129
P115
P31
P86
P66
P105
P83
P126
Pilh
P78-1
P17
P25
P68
P121

2,01
2,02
2,02
2,04
2,04
2,05
2,05
2,05
2,05
2,03
2,06
2,06
2,07
2,07
2,07
2,08
2,09
2,10
2,11
2,12
2,13

2,14

2,14
2,15
2,15
2,15
2,16
2,17
2,20
2,20
2,20
2,22
2,22
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b4
65
66

25 PBY4
L1 P107
62 P36

2,23
2,23
2,24

Moyenne générale: 2,004 +
LsD 0,05: 0,27

LSD 0,01: 0,35

C.V.: 9%

0,147
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TABLEAU 7. Comportement fixateur des différentes souches de Rhizobium

phaseoli en fonction du poids de la matidre sdche (premidre

expérience)

Rang ascendant Souches
1 P79 N.E
2 RCR 3610 N.E
3 P134 N.E
4 Pl NLE
5 P132 N.E
6 PI1S N.E
7 P35 N.E
8 P87 N.E
9 P89 E
10 Pl E
R P13 E
12 P82 E
13 p29-2 E
14 ATCC 14482 E
15 P78-1 E
16 P106 E
17 P103 E
18 P133 E
19 P75 E
20 P67 E
21 P85 E
22 P99 E
23 P102 E
24 P104 E
25 P113 E
26 P5 E
27 P88 E
28 Pago E
29 P15 E
30 P116 E
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3]
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
Ll
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

P6
P76
P91
P118
P74
P80
P8I
P100
P122
P77
P130
P36
P129
P135
P73
P29-1
pP108
P98
P129
P15
P31
P86
P66
P105
P83
Pl126
PI14
P78-1
PI117
P125
P68
P121

-+ 4 4 4 4 4 4 m m m M ™M M m MM D T M M m ™" M MM M M M M M M M M M

m m mMm mMm ™M m M



TABLEAU 7 (suite)

63 P84
64 P107
65 P136

- m =

: non afficace
: efficace

: trés efficace

58
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la moyenne générale du rendement en poids de matidre sd@che. Ainsi:

- Une souche faisant obtenir un rendement en matidre séche jnfé-

rieur & 1,85 grammes est non efficace {N.E).

- Une souche dont le rendement est supérieur ou &gail 3 1,85 gram-
mes et inférieur ou égal & 2,15 grammes est considérée comme é&tant efficace

{E).

= Une souche dont le rendement est supérieur & 2,15 grammes est

considérée treés efficace {T.E).
En fonction de ce classement:

Huit souches, soit 12,31 pour cent sont non efficaces (N.E) en ce

gui concerne leur participation 3 1'élaboration de la matiére séche.

Cing des 8 souches non efficaces (N.E) donnent un rendement infé-

rieur au témoin non inoculé, recevant 30 ppm d'azote.

Deux souches parmi les 8 ont un rendement &gal 3 celui du témoin

tandis gue la souche PB7 a un rendement légérement supérieur.

La classe des efficaces (E) regroupe 47 souches soit 72,30 pour

cent de la population de R. phaseoli testée.

Dix souches, soit 15,39 pour cent du total sont trés efficaces
(T.E); parmi celles-ci, la souche P136 est celle gqui donne le meilleur
rendement de mati&re séche (2,24 gramhes) soit 111,75 pour cent du rende-
ment moyen de toutes les souches y compris le témoin et 124,44 pour cent

du rendement du témoin ayant regu 30 ppm d'azote.

Le Tableau 8 représente 1'analyse de variance de la guantité tota-

le d'azote dosée dans les plantes.

F est significatif 3 un niveau de confiance de 1 pour cent. Les
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TABLEAU 8. Analyse de variance de la quantité d'azote total des plantes

(premiére expérience)

Sources de

Degré de

variation | iberté Somme des carrés Carré moyen F
Répétitions 3 6,446 2,149 2,67
Souches 69 298,709 i, 329 5,38%%
Erreur 207 166,651 0,8051

Total 279 471,807

#% Significatif & un niveau de confiance de 1%
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poids moyens d'azote total figurent dans le Tableau 9. Le Tableau 10 re-
présente le comportement fixateur des 65 souches en fonction du poids d'a=~

zote total.

11 faut noter que 1'azote total mesuré comprend |'azote initial
contenu dans les graines et les 30 ppm de N-NO:z fournis aux plantes avec la

3

solution nutritive.

L'azote des graines n'a pas &té quantifié et les 30 ppm de N-NOE
apportés pour refléter les conditions du champ (Gibson, 1980) sont négli-
geables; ceci est carroboré par la faible quantité d'azote dosée chimique-

ment chez le témoin.

Les souches faisant obtenir une quantité d'azote inférieure 3 5,93

grammes sont non efficaces {N.E).

Celles donnant une quantité d'azote comprise entre 5,93 et 8,01

grammes sont efficaces (E).

Celles faisant obtenir une quantité d'azote supérieure 3 8,01

grammes sont tras efficaces (T.E).
Ainsi:

Cing souches, sait 7,70 pour cent sont non efficaces (N.E) dans la
fixation d'azote en association avec la variété de haricot Goldie, 4 sou-
ches parmi les § expriment ce méme comportement dans 1'é&laboration de la ma-

tiére séche.

La souche ATCC 14482, classée efficace (E) pour 1'é&laboration de
la matidre séche est non efficace {(N.E) dans la fixation d'azote et donne

moins d'azote que le témoin non inoculé.

Cinquante-cing souches, soit 86,15 pour cent sont efficaces (E).

On retrauve dans ce groupe des souches efficaces, 4 souches non efficaces
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TABLEAU 9. Poids movens d'azote total exprimés en grammes par pot

(premiére expérience}

Rang ascendant No traitement Souches Poids moyens d'azote total
' {g/pot)
1 65 ' RCR 3610 3,73
2 b4 ATCC 14482 4,04
3 58 P132 4,56
4 21 P79 4,80
5 65-70 Témoin non inoculé 5,02
6 9 P35 5,27
7 2 P4 5,94
8 4q P119 6,46
9 60 P134 6,51
10 12 P67 6,64
1 57 P131 6,65
12 28 P81 6,69

13 1 P1 6,76
14 34 P99 6,80
15 7 P29-1 6,82
16 17 P79 6,82
17 59 P133 6,82
18 24 P82 6,96
19 33 P98 6,97
20 15 P74 7,06
21 30 P89 7,07
22 51 P122 7,08
23 37 P03 7,10
24 4o P106 7,12
25 56 P130 7,13
26 55 P128 7,20
27 16 P75 7,24
28 48 P118 7,27
29 31 P90 7,28

s
o



TABLEAU 9 (suite)
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
4o
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

10
19

6l
29
63
18
39
26
32
22
43
54
25
14
36
38
23
42
53
35
46
Ly
41
27

L7
50
45
11
62

P31
Pé
P36
P78-1
P5
P135
P88
P83
P77
P105
P85
P91
P80
F113
P129
P84
P73
P102
P104
P8I
P108
P26
P100
P116
PI14
P107
P86
P15
P17
P121
P115
P66
P136

7,30
7,31
7,31
7,31
7,32
7,33
7,35
7.36
7,40
7, bk
7,45
7,46
7.47
7,57
7,57
7,61
7,62
7,62
7,62
7,65
7.65
7,66
7,67
7,70
7.7}
7,74
7,76
7,80
7,81
7,86
7,92
7,98
8,04
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TABLEAU 9 (suite)

64 P29-1 8,06
65 P125 8,22
66 P68 8,37

Moyenne générale: 6,974 + 1,039
LSD 0,05: 1,24

LSD 0,01: 1,64

CV: 13%
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TABLEAU 10, Comportement fixateur des différentes souches de Rhizobium

phaseoli en fonction du poids d'azote total {(premiire expé-

rience)

Rang ascendant Souches

1 RCR 3610 N.E
2 ATCC 14482 N.E
3 Pi32 N.E
4 P79 N.E
5 P35 N.E
6 Py E

7 P11g E

8 P134 E

9 P67 E
10 P13 E
11 P87 E
12 P1 E
13 P99 E
14 P29-1 E
15 P79 E
16 P133 E
17 P82 £
18 P98 E
19 P74 E
20 P89 E
21 P22 E
22 P103 E
23 P106 £
24 P130 E
25 P28 E
26 P75 E
27 PI18 E
28 P90 E
29 P78-2 E
30 P31 E



TABLEAU 10 (suite)
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
Lk
L5
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

Pé
P36
P78-1
P5
P135
P&s
P83
P77
P1QS
P8s
P91
P80
P113
P129
P84
P73
P102
Plok
P81
P108
P126
P1CO
Pilé
PlL14
P107
P86
P15
P17
P12)
P115
P66
P136
P29-1
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TABLEAU 10 (suite)

6k P12§
65 P68
N.E: non efficace
E efficace
T.E: tras efficace

&7
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dans 1'&labaration de 1a matidre sdche.

Il en est de méme pour 6 souches trés efficaces (T.E) dans la pro-
duction de matiére séche mais se révélant efficaces (E) dans la fixation

d'azote.

Quatre souches soit 6,15 pour cent se révélent tras efficaces
(T.E); 1a souche P68 est celle qui fixe la plus grande quantité d'azote
(8,37 grammes), soit 120 pour cent du taux moyen d'azote fixé par toutes

les souches.

La souche P29-1 se classe parmi les souches trés efficaces (T.E)

alors qu'elle est efficace dans le rendement en matidre séche,.

Nous avans par J'analyse de régression linéaire &tudié la corré-
lation qui existe entre le rendement en matiére séche et le contenu en azo-
te total des plantes (partie aérienne). Les résultats obtenus sont présehtés

dans le Tableau 11.



TABLEAU 11. Constantes statistiques reliant les moyennes du poids sec et delateneur en azote

total de la variété de haricot Goldie (premidre expérience)

Poids sec  Azote total r r byx ESbyx ESyx t F

2,004 6,97 0,805 0,648% 5,70 0,51 1,02 11,2045 125, bgas

r = coefficient de corrélation

r2 = coefficient de détermination

byx = coefficient de régression

ESbyx = écart type du coefficient de régression

ESyx = écart type de l'estimation

69
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B - Discussion

Le coefficient de corrélation (r) obtenu est trés &levé (0,805)

et significatif 3 un niveau de confiance de ) pour cent.

De méme le coefficient de dé&termination (rz} est tras élevé

(0,648} .

Le coefficient de régression (byx) montre le changement du contenu
en azote an grammes associé & un gramme de changement dans le poids sec

du haricot.

Les tests de t et de F, &tant trés significatifs & un niveau de
confiance de | pour cent, nous pouvons conclure gqu'il existe une régres-
sion positive et une corrélation trés élevée entre le rendement en matiére

séche et la quantité d'azote total des plantes de haricot,

La droite de régression linfaire obtenue figure & ['Annexe F.

L'équation de régression obtenue est la suivante:
Y = 5,70X - 4,44

Une telle équation permet de prédire le contenu en azote des plan-
tes de haricot aprés & semaines de croissance connaissant le poids de ma-

tidre sache, et ceux d'autres expériences similaires.

Des résultats similaires ont &été obtenus par Erdman et Means (1§52)
Antoun (1973), Bordeleau et al. (1977).

Kremer et Peterson (1983) ont trouvé que 1'inoculation augmentait
4 la fois le poids sec et 1'azote total des plantes de haricot récoltées

au stade pleine floraison.

Ces conclusions nous permettent de suggérer que le poids sec peut
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€tre utilisé comme critére de sélection des souches de Rhizobium phaseoli

vivant en symhiose avec la variété de haricot Goldie sous les conditions

expérimentales décrites dans cette premidre expérience.

Une sélection des souches basée sur le poids sec des plantes cons-

titue un gain de temps et évite de faire des anmalyses chimiques d'azote.

Certaines souches de R. phaseoli donnent un rendement en matiére
séche et un contenu en azote inférieurs a.ceux du témoin; ceci peut
résulter d'un mangue de spécificité entre ces souches et la variété de
haricot utilisée ou du caractére parasite de ces souches; ainsi ces souches
utiliseraient les photosynthats de la plante sans contre partie pour celie-

ci.

Nous remarquons dans les Tableaux 7 et 10 que les comportements
des souches sont sensiblement les mémes aussi bien dans 1'é&laboration de
la matiére séche que dans la fixation d'azote; ceci est parfaitement en
accord avec la régression positive obtenue entre la quantité d'azote obtenue

et de matiére sadche &laborée.

Les quelques variations observées dans le comportement de certai-
nes souches telles que ATCC 14482 peuvent s'expliquer par les hypothdses

suivantes:

- lenteur de 1a souche 3 s'exprimer, car il faut retenir gue |'expérience
n'a duré que 42 jours; certaines souches mettent un certain temps pour
donner des résultats performants dans la fixation d'azote (Erdman et Means,
1953) ;

-~ nombre de bactéries variable dans 1'inoculum guoique nous ayons pris tou-
tes les précautions pour assurer 108 cellules par mL pour chaque traite-
ment;

- perte du caractére responsable de la fixation dfazote: ATCC 14482 est

une scuche isolée depuis 1960 3 cause de son efficacité; il est actuelle-

ment connu que les g&nes responsables de la spécificité et de la nedulation
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(Higashi, 1967; Zurkowski et Lorkiewicz, 1979; Brewin et al., 1980) et les
génes de la fixation (g&nes nif )(Dunican et Tierny, 1974; Nuti et al.,
1979}, comme d'autres génes affectant 1'efficacité symbiotique (Brewin

et al., 1980) ou 1'habileté a induire la polygalacturonase dans les cel-

lules racinaires sont situés sur les plasmides, ADN extrachromosomal,

Sous J'action d'agents mutagénes il peut y avoir perte des génes
responsables de |‘'infectivité (Higashi, 1967) ou de la fixation, ocu aprés

une longue conservation des souches en laboratoire (Rennie et Kemp, 1983).

Nous pensons gu'un tel phénoméne se serait produit chez ATCC 14482

conduisant 3 la perte d'efficacité.

Cette dernidre hypothése nous améne 3 conclure que 1'efficacité
symbiotique peut &tre perdue avec le temps méme si les milieux de culture

et les conditions de croissance sont idéales pour les souches.

Dans le Tableau 6, nous remarquons que les rendements obtenus dans
le groupe des souches efficaces {E} varient entre 1,86 gra-mes et 2,15
grammes, équivalent i une variation de 0,29 grammes, valeur plus petite que
le Lsd 0,01, permettant d'affirmer que ces souches forment un groupe homo-
géne en ce qui concerne leur participation 3 1'élaboration de la matiére

sdche. Il en est de méme pour le groupe des souches trés efficaces.

La sélection en fonction du poids sec de la plante et de gon con-
tenu en azote peut 8tre trés utile dans le cas ol plusieurs souches de

Rhizobium phaseoli sont testées; elle permet en peu de temps d'éliminer

certaines souches et de poursuivre 1'expérience jusqu'ad l‘'obtention de

souches recommandables pour 1'inoculation du haricot.



CHAPITRE 2

DEUXIEME EXPER!ENCE

A - Résultats

Les analyses de variance des poids frais et sec des gousses et du
pcids sec des plantes sont présentées respectivement dans les Tableaux 12,
13 et 14, Les F sont significatifs & un niveau de confiance de 1 pour cent

montrant ainsi une différence entre les souches de Rhizobium phasecli tes-

tées dans cette deuxidme expérience.

Dans les Tableaux 15, 16 et 17 sont classés par ordre croissant les
rendements moyens respectivement du poids frais, du poids sec des gousses
et du poids sec des plantes. Dans ces trois tableaux, les souches indivi-
duellement et en assaciation donnent des rendements supérieurs 3 ceux du
témoin recevant 30 ppm de N-NO: par mL de solution nutritive & chaque ar-

3

rosage.

La souche Goidie est celle qui donne le pius faible rendement en
poids frais des gousses (Tableau 15}; la souche P136 donne le rendement
le plus élevé, représentant 278,5% de celui du témoin et 116% de celui de

tous les autres traitements {y compris le témoin}.
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TABLEAU 12, Analyse de variance du rendement exprimé en grammes de

poids frais des gousses/pot de haricot (deuxidme expé-

rience)
Sources de Degré de Somme des C é F
variation liberté carrés arre mayen
Répétitions 4 597,99 149,50 5,44
Souches 21 5789,37 275,68 10,03%=
Erreur 84 2307,56 27,47
Total 109 8694 ,92

e,

* Significatif 3 un niveau de confiance de 1%
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TABLEAU 13. Analyse de variance du rendement exprimé en grammes de poids

sec des gousses/pot de haricot (deuxiéme expérience)

SourFes.de Degrés de Somme des Carrés moyens F
variation liberté carrés

Répétitions 4 26,90 6,73 3,2
Souches 2} 339,96 16,19 7,725
Erreur 84 176,29 2,099

Total 109 543,15

*% Significatif 2 un niveau de confiance de 1%



TABLEAY 14,
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Analyse de variance du rendement exprimé en grammes de poids

sec des plants/pot de haricot (deuxiéme expérience)

Sources de

Degrés de

Somme des

variation liberté carrés Carrés moyens F
Répétitiaons 4 14,98 3,74 3,44
Souches 21 72,23 3,49 3,21%*
Erreur 84 91,27 1,087

Total 109 179,48

#% Significatif 3 un niveau de confiance de 1%
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15 . Rendements moyens exprimés en grammes de poids frais des

gousses/pot de haricot (deuxi&me expérience)

Rang ascendant

Ne traitement

ndements movens
Souches Rende 3 Y

{g/pot)}

] 22 -~ 24 Témoin 13,64

2 10 Geldie 22,05

3 7 P8Y 24,56

4 4 ATCC 14482 27,81

5 ] P79 28,00

6 2 P134 29,17

7 15 PI36+P84 31,57

8 20 P68+P121 32,31

9 3 P131 33,71

10 18 P84+PE8 34,20
11 9 P121 34,75
12 8 P68 35,20
13 P107 36,08
14 11 PI107+P136 36,76
15 13 P107+P68B 36,77
16 12 P1C7+P84 36,89
17 14 P107+P121 37,00
18 16 P136+P68 37,57
19 6 P136 37,69
20 17 P136+P12] 37,99
21 19 P84+P12] 38,74

Moyenne générale = 32,5C%6,21

Lsd 0,05

Lsd 0.01

= 6,60
= 8,75
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1& Rendements moyens exprimés en grammes de paids sec des

gousses/pot de haricot (deuxiéme expérience)}

Rang ascendant

No traitement

Souches

Rendements moyens

(g/pot)
1 22 - 2k Témoin 2,10
2 10 Goldie L,12
3 P84 4,72
4 ATCC 14482 4,87
5 1 P79 5,11
6 2 P134 5,30
7 15 P136+P84 6,04
8 5 P107 6,34
9 P121 6,68
10 20 P68+P121 7,03
1 3 P131 7,12
12 8 P68 7,19
13 13 P107+P68 7,24
14 18 PBL4+PES 7,34
15 12 P107+P84 7,50
16 11 P107+P136 7,8
17 14 P107+P121 7,81
18 16 P136+P68 7,83
19 6 P136 7,86
20 19 P84+PI12] 7,92
21 17 P136+P121 8,09

Moyenne générale = 6,48+1,53

= 1,82



TABLEAU 17 .

plantes/pot de haricot {deuxiéme expérience)

Rendements moyens exprimés em grammes de poids sec des

79

Rang ascendant

No traitement

Souches

Rendements moyens

{g/pot)
] 22 - 24 Témoin 2,33
2 4 ATCC 14482 2,93
3 10 Goldie 3,19
4 15 P136+P84 3,38
5 7 P84 3,41
6 1 P79 3,56
7 13 P1Q7+P68 3,71
8 11 P1O7+P136 3,75
9 17 P136+P)21 4,06
10 12 P1G7+PBY 4,15
11 16 Pl36+P68 4,16
12 6 P136 4,17
13 18 P84+P68 4,22
14 19 PE4+PI2] 4,46
15 20 P68+PI121 4 46
16 14 P107+P121 4,50
17 8 P68 4,73
18 3 P131 4,83
19 5 P1O7 4,93
20 2 P134 4,98
21 9 F121 5,52

Moyenne générale = 4,07+:0,75

Ls.do’05
Lf.cic"01

1,31

= 1,74



80

De toutes les associations de souches, le mélange P136+P84 donne
le rendement moyen en gousses frais le plus bas tandis que P84+P121 don-

ne le rendement le plus &levé,

Tous les inoculants mixtes comportant la souche P107 donnent des

rendements &chelonnés entre 36,76 et 37,00 grammes.

Dans le Tableau 17, on remarque que la souche ATCC 14482 donne le
plus faible rendement de matidre séche des plantes; parmi les souches
individuelles, celles qui donnent les rendements de matidre séche de
plantes les plus élevés, sont respectivement par ordre décroissant les
souches P121, P134, PI107, PI31 et P&B; leurs rendements sont supérieurs

a ceux de toutes les associations de souches.

La souche PI136, qui dans le Tableau 15 donne le meilleur rendement
de gousses frafches comparée aux autres souches individuelles n‘occupe
plus cette méme position dans le Tableau 17. Concernant les associations
de souches, P136+P84 donne le plus faible rendement de matiére séche des

plantes; cette association occupe la méme position dans le Tableau 15.

L'association PI107+P121 donmne le meilleur rendement de matidre sé-

che des plantes.

Les Tableaux 18 et 19 représentent les analyses de variance des

quantités d'azote total des gousses et des plantes.

Pour 1'analyse de variance de |'azote total des plantes, nous avons
utilisé les logarithmes décimaux des données pour stabiliser la variance,
Dans les deux analyses, les F sont significatifs & un niveau de confiance

de 1 pour cent.

Dans les Tableaux 20 et 21 sont présentés par ordre croissant les
poids moyens d'azote total respectivement des gousses et des plantes,

Une comparaison des deux tableaux révéle gue:



TABLEAY 18, Analyse de variance de 1'azote total des gousses

(deuxidme expé&rience)

81

Sources de Degré de Somme des Carrés moyens F
variation liberté carrés Y
Répétitions 4 186,91 46,73 1,23
Souches 21 3038,09 144 67 3,82x%
Erreur 84 3179,28 17,85
Total 109 6404 ,29
%% Significatif 3 un niveau de confiance de 1 pour cent
TABLEAU 19 . Analyse de variance de 1'azote total des plantes

(deuxiame expérience)‘
Sources de Degré de Somme des
variation liberté carrés Carrés moyens F
Répétitions 4 0,13 0,03 0,60
Souches 21 2,85 0,14 2,805
Erreur 84 4,50 0,05
Total 109 7,48

e
Wi

~% Singificatif & un niveau de confiance de 1 pour cent
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TABLEAU 20 . Poids moyens d'azote total des gousses exprimés

en grammes/pot de haricot (deuxiéme expérience)

. Poids moyens d! tal
Rang ascendant No Traitement Souches s moyens dlazote tota

{g/pot)
1 22 - 24 Témoin 6,96
2 4 ATCC14482 12,17
3 7 P84 12,38
4 10 Goldie 13,14
5 5 P107 18,51
6 9 Pl21 18,92
7 2 P134 19,56
8 20 P68 + P12l 20,05
9 B P68 20,50
10 13 P107 + P68 20,80
1 1 P79 20,95
12 15 P136 + P84 21,34
13 12 P107 + PB4 21,55
14 11 P107 + P136 21,73
15 19 PB4 + PI121 21,86
16 14 P107 + P21 22,31
17 16 P136 + P68 22,31
18 17 P136 + PI21 22,49
19 18 P84 + PAS8 24 44
20 3 P13 24,93
21 6 P136 26,30

Moyenne générale: 19,68 + 4,63
Lsd = 7,74
= 10,27

0,05
LSdD,OI
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TABLEAU 21 . Poids moyens d'azote total des plantes exprimés en

grammes/pot de haricot {deuxiéme expérience)

Rang ascendant No Traitement Souches Poids moyens d'azote total
(g/pot)
1 i ATCC 14482 12,85

2 22 - 24 Témoin 13,31
3 15 P136 + P84 16,57
b 10 Goldie 17,96
5 12 P107 + P8L 20,86
6 16 P136 + P68 21,55
7 13 P107 + P68 21,95
8 6 P36 22,94
9 7 PBL4 24,36
10 1 P79 24,37
M 19 P84 + P121 25,37
12 17 P136 + P12 25,76
13 3 P131 27,53
14 20 P68 + P12] 28,27
15 2 P134 29,70
16 18 PB4 + P68 30,14
17 5 P107 39,59
18 11 P107 + P136 Ly 59
19 8 P68 51,37
20 9 PI12] ' 52,13
21 14 P107 + P12] 58,46

Moyenne générale: 29,03 * 12,58
g Lsdo'05 = 0,28

% LSdO,OI = 0,37

* Lsd des logarighmes décimaux des données
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- pour les souches et associations de souches, les quantités d'azote to-
tal dosées dans les plantes sont supérieures 3 celles dosées dans les

gousses ;

- si pour certaines souches (P107, P121, P134, P68, P131 et PI131) ou as-
sociation de souches {P107+P121), les quantités d'azote des gousses et
des plantes sont inversement proportionnelles, on n'observe pas une telle
relation peur l'ensemble des souches; nous obtenons en effet un coeffi-
cient de corrélation trés faible {r = 0,32) entre ces deux facteurs de

rendement;

- certaines souches {ATCC 14482 et Goldie) donnent de faibles quantités

d'azote dans les gousses comme dans les plantes.

Le Tableau 22 représente le comportement fixateur des différentes

souches de Rhizobium phaseoli testées dans |'expérience. Nous utilisons

le méme classement arbitraire basé sur la moyenne génmérale et 1'écart
type comme dans la premidre expérience. Les facteurs pris en compte pour
ce classement sont le poids sec des gousses, |'azote total des gousses,

le poids sec et 1'azote total des plantes.

Dans notre expérience, le matériel végétal utilisé &tant cultivé
essentiellement pour ses fruits, nous accordons par conséquent une grande
importance au comportement des souches en fonction du rendement et du con-

tenu en azote des gousses. Ainsi:
- les souches ATCC 14482, Goldie et P84 sont mon efficaces (N.E).

-~ toutes les autres souches en traitements individuels et en asso-
ciations sont efficaces (E). |1 existe cependant une grande variabilité
dans ce groupe; pour les scuches individuelles, P136, P131 sont les plus
efficaces. Les associations P84+P68, P107+P121, PI136+P121, P136+P&8 sont

les plus efficaces.

Les analyses de régression effectuées et les différentes constantes

statistiques obtenues figurent dans le Tableau 23.
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TABLEAU 22. Comportement fixateur des différentes souches de Rhizobium

phaseocli dans la deuxiéme expérience

Poids sec  Azote total Poids sec Azote total Comportement

Souches .
des gousses des gousses des plantes des plantes fixateur

Goldie
P84
ATCC+14482
P79

P134
P136+P84
P107

P121
P6B+P121
P131

P68
PI07+P68
P84+PE8
P107+P84
P1Q7+P136
P107+P121
P136+P68
P136
PEL+P12]
P136+P12}

m m m
m m ™

m
m m m

4 m mMm M m M M m M M M mM M M M M M Z ZFT Zx

m m —4 m m m M <4 mMm M <4 m M M M M M Z 2xX ZX
m

m m m m MMM M mMm m 4 m 4 4 M 4 M ZZ M =
m

m ™ mMm M 4 -4 m m m -\ m m 4 mMm M mMm M Z M mM

m
m M M M M M MmMMmmMM@MmMMm@MmM™MmMmMmMmMmMmMmMmMmmMm £ = =

m

non efficace

=

1]

efficace

m m m
11

tras efficace



TABLEAU 23. Corrélations &tudiées et constantes statistiques {deuxidme expérience)

Variables r r hyx EShyx syx t F
Polds sec w3 polds frals des gousses 0,99%* 0,94 0,24 0,0074 0,21 33,095 1095, 175=
:?:::e;rals des gousses vs polds de matidre s2che {deuxi2me expé-~ 0. 9ltx 0.88 7.0 0,64 2,21 12, Vh#s 147,294
Poids sec des gousses vs palds de matldre séche des plantes e ia
(deuxlame expérience) 0,95 0,91 1,96 0,14 0,48 14,04 197,11
Palds frals des gousses vs polds de mariére sdche des plantes D,A9 NS 0.24 8,77 5,94 V.26 147 NS 2.17 WS
{premiare expérience)
Polds sec des gousses vs polds de matlidre séche des plantes 048 K5 0,23 2,20 152 '.0 1,45 NS 2,10 NS
{premi2re expérience)
Palds de matlidre sdche des plantes des deux expériences 0,28 K5 0,08 0,97 1,24 0,89 0,7 WS 0.61 WS
Azote total des gousses vs polds sac des gousses 0,80+ 0,77 2,65 0,13 2,32 8,05 64 B5
Azote total des plantes vs poilds de matldre skche des ptantes 0,670 0,45 11,38 2,84 9,74 4. 00 6,00 #
Azote Lotal des gousses ws azote total des plantes 0,32 NS 0,10 0,88 0,59 12,51 1,49 HS 2,77 NS

t = coefficlent de corrélation

r2 = goefficlent de d&termination

hyx = coefflcient de régresslon

ESbhyx = erreur standord du coefficient de rédgression

Syx = erresur de |'estimé

#% = slgnlficatif 2 un niveauv de conflance de | pour cent

R.S. = non shgniflcatif

98
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Nous obtenons de fortes corrélations entre:

- les poids sec et frais des gousses (r = 0,99}

- le poids frais des gousses et le poids de la matiére sd&che des plantes
(r = 0,94%)

-~ le poids sec des gousses et le poids de matiére séche des plantes
(r = 0,95}

- 1'azote total et le poids sec des gousses (r

0,88}
0,67).

- l'azote total et le poids sec des plantes {r

Il n'existe pas de corrélation entre le poids frais des gousses
et le poids de matidre séche des plantes aprés 6 semaines de croissance

des plantes (r = 0, 49}.
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B - Discussion

Si la plupart des souches utilisées en paires n'ont pas montré
“d'activité antagoniste vis-3-vis des autres, 1'association P136+P84 quoi-
que classée efficace (Tableau 23) a donné des rendements plus faibles
qu'en traitements individuels. Cet antagonisme marqué peut provenir soit
d'une forte compétition nutritive dans la rhizosphére de 1a plante ou de
la production de bactériocine par ces souches lorsqu'elles sont en pré-
sence. Un tel phénoméne a été observé chez certains Rhizobium par plu-
sieurs auteurs (Roslycky, 1967; Schwinghamer et Beikengren, 1968; Schwin-
ghamer, 1971, 1975).

Nous avons observé chez la grande majorité des inoculants en paires
un synergisme trés margqué; les rendements de gousses frafches obtenus par
la plupart des inoculants mixtes sont plus &€levés gue ceux des souches ino-

culées individuellement.

Bordeleau et Antoun (1977) ont observé que les souches utilisées
en paires pour |'inoculation de la variété de luzerne Saranac donnaient
des rendements plus élevés que ceux des traitements individuels. Les ren-
dements diminuaient par contre lorsque le nombre de souches dans 1'inocu-

lant excédait deux.

Un tel constat a &té é&tabli par Joshi et Kulkarni {1983); ils ont
cobservé que 1'inoculation de !'arachide avec plus de deux souches donnait
beaucoup de nodules, un rendement &levé en poids de matiére séche des plan-

tes mais peu de gousses.

Cette baisse dans le rendement peut &tre due au fait gque lorsque
le nombre de cellules par souche diminue, la compétition entre les souches
pour 1'occupation des sites d'infection augmente ou que |'effet des sou-
ches pour 1'infection et |'efficacité n'est pas additif méme si les sou-
ches en mé&lange sont individuellement infectieuses et efficaces (Borde-

leau et Antoun, 1977).
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Nous avons obtenu pour 1'ensemble des traitements, de faibles
quantités d'azote dans les gousses comparées 3 celles des plantes. Cette

pauvreté des gousses en azote pourrait s'expliquer de la fagon suivante:

- faible translocation de 1'azote fixé vers les gousses par rap-

port aux organes végétatifs de la plante.

Evans (1982) étudiant la distribution de la matidre séche et de
1'azote dans les différentes parties des plantes de 5 variétés de pois

chiche (Cicer arietinum) a observé que les nodules, les feuilles et les

fruits avaient de fortes concentrations d'azote chez toutes les variétés
étudiées mais le pourcentage d'azote des organes végétatifs en général
était supérieur 8 celui des gousses. Nos résultats sont en accord avec

ces observations faites chez le pois chiche.

-~ La période de fixation maximale d'azote atmosphérique chez la va-
riété de haricot Goldie se situerait probablement pendant les phases de
craissance végétative et de pleine floraison. En effet ces péricdes cor-
respondent & la période de photosynthése trés active et d'apport maximum
de photosynthats aux bactérofdes nodulaires pour la fixation et la réduc-

tion de |'azote atmosphérique.

Tras peu d'é&tudes ont &té faites sur |'activité de la nitrogénase
chez le haricot; Félix en 1981 a observé que 1'activité nitrogénasique est
faible en début de végétation chez le haricot au moment od ['activité

assimilatrice de 1'azote du sol est impartante.

Cette activité augmente réguliérement & partir du stade 5 feuilles
trifoliées jusqu'au moment de la formation des gousses. On observe ensuite
une baisse de l'activitéd nitrogénasique cofincidant avec la période suivant
'initiation du grossissement des qraines. Une nette diminution se produit
3 partir du stade milieu remplissage des graines. Dorosinski et al. (1979}
rapportent que l'activité de la nitrogénase et la fixation d'azote sont

maximales chez le pois {Pisum sativum} pendant la phase de formation des

gousses. -
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Ces différentes observations peuvent &tre transposées 3 notre ex-
périance et expliquer les faibles quantités d'azote observées dans les

gousses comparativement aux parties aériennes des plantes.

Nous remarquons dans cette deuxiéme expérience des variations dans
le comportement fixateur de certaines souches comparé 3 celui observé dans
la premiére expérience. Ainsi, la souche PB4 classée trés efficace (T.E)
précédemment se révéle non efficace (N.E) dans cette deuxidme expérience;
ce comportement peut provenir d'une bréve période d'activité fixatrice due
a4 la senescence rapide des bactérofides ou des tissus nodulaires des plan-
tes; aussi l'activité fixatrice de cette souche se déroulerait pendant la

période de croissance végétative de la plante uniquement.

Certaines souches telles que P79 et Pl134 classées non efficaces
(N.E) dans la premidre expérience et sélectionnées sur cette base pour
cette deuxiéme expérience se révalent efficaces (£); ce changement de com-
portement est en accord avec |'hypothése émise par Erdman et Means (1953)
suivant laquelle certaines souches mettent un certain temps pour exprimer

leur comportement symbiotique.

La souche ATCC 14482 se classe non efficace (N.E); ce méme compor-
tement a &té& observé au cours de la premidre expérience. Les hypothéses
que nous avons émises A propes de cette souche se trouvent justifides 2

moins que les résultats d'autres expériences ne les infirment plus tard.

Toutes les autres souches (P107, P68, Pi2]1 et P136) classées effi~
caces (E) dans la premiére expérience conservent ce méme COmportement au
cours de cette deuxiame expérience; ceci nous permet de suggérer que ces
souches pourraient étre utilisées pour 1'inoculation & grande échelle du
haricot si au cours d'expériences ultérieures au champ, elle se révélaient

toujours efficaces.

Nous avons &tudié l'existence de corrélations possibles entre les
différents facteurs de rendement obtenus et susceptibles d'&tre utilisées

dans un programme de sélection de souches de Rhizobium phaseoli pour 1'i-

noculation du haricot.
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Nous obtenons une tras forte corrélation entre le poids sec des
plantes et le poids frais des gousses (r = 0,94); le coefficient de déter-
mination est également tras élevé (r2= 0,88). L'équation de régression
est la suivante: ; =7,81%+0,69.

La droite de régression figure & i'Annexe K.

Une telle équation permet de prédire ie rendement en gousses fraf-
ches connaissant le poids sec des plantes; cependant nous ne pouvons déter-
miner avec exactitude la période favorable de récolte des plantes car nous
n'avons pas obtenu de corrélation entre le poids frais des gousses et le
poids sec des plantes apréds 6 semaines de croissance (r = 0,438). Une pro-
chaine expérience est nécessaire pour permettre de définir la période de
croissance végétative pendant laquelle le poids sec des plantes peut &tre

utilisé pour une telle prédiction.

Nous obtenons égaiement une forte corrélation entre le poids sec
des gousses et leur contenu en azote (r = 0,88). L'équation de régression
est la suivante: ¥ =2 65X+2,48.

Cette &quation permet de-prédire la quantité d'azote des gousses
de haricot connaissant leur poids sec, Une telle relation peut &tre uti-
lisée pour sélectionner des souches de Rhizobium si |'expérience est menée
jusqu'ad l'obtention de gousses. C'est une opération longue mais qui peut

se révéler trés efficace; en effet, elle permet:

- d'éliminer les souches possédant une bréve activité fixatrice,
pouvant profiter 3 la période de croissance végétative des plantes mais

n'ayant aucune incidence sur les gousses

- et de conserver des souches lentes 2 exprimer leur capacité fixa-
trice mais pouvant par la suite étre tréds efficaces dans la fixation d'a-

zote en symbiose avec le haricot.

Il existe également une forte corrélation entre le poids sec des

plantes et leur contenu en azote (r = 0,67); une telle relation a déja été
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obtenue dans la premiére expérience,

De fortes corrélations existent entre les poids sec et frais des

gousses (r = 0,99), entre les poids sec des gousses et des plantes

(r = 0,95).

Evans {1982} a observé une baisse de )'accumulation de la matiére
séche dans les organes végétatifs (tiges et feuilles) chez 4 variétés de
pois chiche aprés 120 jours de croissance alors qu'elle se poursuivait tou-
jours dans les gousses. Une telle relation pourrait 8tre &tudiée chez le
haricot et utilisée pour la sélection de souches puisqu'une trés forte
corré&lation a &té obtenue entre ces deux variables {r = 0,95); il reste

toutefois a déterminer la période de croissance od cette relation peut étre
chservée.



CONCLUSION GENERALE

D'aprés les résultats de nos expériences, pour sé&lectionner des

souches de Rhizobium phaseoli sur la variété de haricot Goldie, le poids

sec des plantes peut 8tre utilisé comme critére de sélection; au bout de

6 semaines de croissance, le poids sec des plantes peut permettre de faire
une sélection rapide des scuches: le coefficient de corrélation entre le
rendement exprimé en poids de matidre s&che des plantes (parties aé&rien-
nes} et 1'azote total est de 0,805. Le poids sec des plantes peut aussi
8tre utilisé 3 une période de croissance qui reste encore 3 déterminer pour
la sélection de souches car il est fortement correlé avec le rendement en
gousses frafches (r = 0,94) et séches (r = 0,95}. L'utilisation des deux
dernidres corrélations comparativement A la premiére nécessite probablement
beaucoup de temps et d'efforts mais a |'avantage de préserver certaines
souches efficaces mais lentes 3 s'exprimer et d'éliminer par contre certai-

nes souches 3 symbiose fixatrice trés bréve,

Nous avons observé de grandes variations dans le comportement fi-
xateur de certaines souches d'une expérience & )'autre; certaines souches
(P79: P134) ayant manifesté& un faible pouvoir fixateur précédemment se sont
réveélées efficaces dans la deuxiéme expérience tandis qu'un comportement in-

verse est observé avec la scuche PB4,

D'autres souches cependant {P136; P68; P107...) conservent le mé-
me comportement au cours des deux expériences. A travers les résultats des

deux expériences, nous avons remarqué que:
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L'efficacité symbiotique peut Etre perdue avec le temps chez cer-
taines souches de Rhizobium; c'est le cas de ATCC 14482 jsclée en 1960 pour
son efficacité et qui lors des deux expériences s'est montrée inefficace.
De fréquents tests devront &tre faits pour contréler la persistance du ca-

ractére symbiotique chez les souches isclées et conservées en laboratoire.

- Les souches en paires se sont révélées efficaces, la grande majo-
rité donnant des rendements supérieurs aux souches individuelles. Ceci sug-
gére la possibilité d'utiliser un mélange de souches pour 1'inoculation du
haricot. Toutefois, avant de faire des recommandations sur 1'utilisation
des souches et mélanges de souches efficaces, des études au champ devront
&tre menées pour mieux connaitre leur comportement vis-a-vis des conditions
environnementales, leur aptitude & la compétition avec les souches indigénes

du sol, Teur taux de survie et de multiplication dans le sol.

Burton (1975) et Date (1976) recommandent 2 & 3 &tapes dans 1'éva-
luation de la capacité fixatrice des souches de Rhizobium; les scuches doi-
vent premiérement &tre testées sous conditions environrementales contrdlées
pour leur efficacité dans la fixation d'azote; celles sélectionnées effi-
caces, devront &tre évaluées au champ pour leur habileté 3 la compétition,
leur persistance dans le sol et |'efficacité symbioctique. Finalement, les
scuches seront évaluées pour leur comportement vis-a-vis d'autres facteurs

environnementaux au champ ou en envirconnements contrdlés,

Toutes ces différentes é&tapes sont nécessaires si on veut bénéfi-
cier des avantages de la symbiose chez les légumineuses en général et le
haricot en particulier; car, outre la richesse en protéines, en sels miné-
raux et en vitamines des gralines de haricot, Brakel (1966) a observé que
les plantes de haricot inoculées avec des souches efficaces portaient des

gousses plus saines.

Le succeés de toute inoculation de légumineuses est conditicnné par

1'emploi de souches de Rhizobium scigneusement sélectionnées.
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ANNEXE A. Composition des solutions de base servant 3 la préparation des

solutions nutritives pour les plantes

g/litre d'eau Volume de solution
Solutions Produits distillée pour de base par litre
sclution de base de sclution nutritive

Eléments en Acide borique (H3303) 2,86
trace de
Hoagl and# nn{:lz.imzo 1,81

ZnS0, .7H,. 0D 0,22 1 mL

4172

CuSOh.SHZO 0,08

HZHOOQ'HZO 0,09

(85% HoOB)

COC|2.6H20 0,004
1M HgSOh.?HZO Mgsqh.?HZO 246,48 2 mL
1M KZHPOh KZHPOQ 174 18 1 mL
IM KH,PO, KH, PO, 136,09 1 mL
M CaC\Z.ZHZO CaCIZ.ZHZO 147,00 1 mL
Q0,5% citrate de fer Citrate de fer 5,00 1 mL
1M KNO3 KN03 108,33 2 mL

* Hoagland et Arnon (1938)
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ANNEXE B. Milieux pour culture de Rhizobium

1. Milieu gélosé

Mannitol 10,0 g
NaCl 0,1 g
K, HPO, 0,5 g
HgSOh.7H20 0,2 g
CaSOh.ZHZO 0,2 g
Extrait de levure {Difco) 0,2 g

Solution d'éléments en trace

de Hsagland 1 mL
(Arnexe A}
Compléter 8 1 litre avec de 1'eau distillée

- Ajuster le pH 3 6,8 - 7,0 en utilisant HCt G,7 N ou NaQH G,] N

- Chauffer (sans bouillir) et ajouter 15 g d'agar

- Bien métanger et distribuer dans des tubes (10 mL} ou dans des
bouteilles (100 mi)

- Stériliser & l'autoclave durant 15 minutes a ?2]08 et une pression
de 101 kPa

« |} est préférable d'utiliser ce mélange directement pour éviter le
chauffage consécutif. Si ce milieu n'est pas utilisé immédiatement
aprés sa préparation, laisser refroidir et conserver dans une chambre

. . o
froide ou dans un ré&frigérateur a 4°¢C.
Pour réutiliser le milieuw, on le fait fondre dans un bain d'eau
chaude. Ce milieu reste liguide dans un bain dont la température de }'eau

) o
est maintenue entre 45 et 50 €.

2. Milieu liquide *®

Mannitol 10,0 g
Nall 0,1 g
K,HPO, 0,5 ¢
MgsO, . 7H,0 0,2 g
Extrait de levure (Difco) 1,0 g

* Yincent {1970)
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- Compléter 3 un litre avec de )'eau distillée
- Ajuster le pH 3 6,8 - 7,0 en utilisant du HC1 0,1 N ou du NaOH 0,1 N



Annexe C. Plan expérimental (premidre expérience)
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T: témoin non inoculé; les autres légendes représentent les souches



Annexe D: Plan expérimental (deuxiéme expérience)
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G: souche Goldie; T: témoin non inoculé; les autres légendes représentent les noms des souches
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Annexe E . Poids sec, pourcentage d'azote et poids d'azote total (premidre expérience}

Souches Puids sec, g 3 N total Polds N total, g
flep.) Rep. 2 Hfep. ] Rep. & Rep. | Rep. 2 Rep. 3 Rep. & Rep. | Rep. 2 Rep. 3 Rep, &

(3 7.14 2,05 1.18 1,57 1.3 1,67 1,67 3.1 7.13 1.52 6,53 5,86
(11 |l 1,89 1,79 2,01 3.50 1.1 3.10 3.33 5,22 6,29 5.55% 6,69
(13 2,14 1,82 1,88 2,15 1,67 1.67 ). 70 1,63 7.85 6,68 5.96 7,80
P 2.4 1,84 2,04 1,98 1,67 3.81 1.53 3.43 8,22 7,05 7.20 6,79
P15 2,09 2,14 1.90 1,90 4,00 3,83 3.9 3.n 8,36 8,20 1.47 7.20
P29~ 2,02 1,97 2,20 2,19 1.83 1,8 3.93 3,80 7.74 7.55 B.65 .32
P29-2 98 1,65 1,95 2,07 1.%0 3.683 31.50 3.47 6,93 &, 32 6,83 7,08
Pl 2.1} 2,13 t,98 2,02 1.3} 1.1 1.5 1,47 7.76 7.09 6,99 7.36
Pig 2,07 1,92 177 1,46 1,83 3,00 3,57 1.57 3.9 5,76 6,12 5,21
P36 2.13 1,91 2,25 l,9% 1,50 3.43 1.50 3.70 7,46 6,55 7.88 7.36
P&b 2,9 2,22 2.0 2,00 1,8 3,k0 1.9 3,67 9,15 1.55 7.90 7.0
P67 .25 1,83 l.,63 2,17 3,50 1,47 2,93 3,33 7.08 6,35 4,70 7,56
P&l 2,08 2,13 2,45 2,2} 3.8 3,67 .n 3,83 1.97 ?.82 9,14 8,54
P13 1.8s 2,17 1,2} 2,03 3.67 1.50 3,80 31,67 6,719 1.60 8,63 7.45
P4 1,96 2,20 1,84 2,19 1.50 1.1} 1.50 3,47 6,06 .3 b,k 7,60
P75 2,10 2,02 1.86 1,96 .50 1,53 1,97 3,63 7.3 1.1 7.8 7.01
P76 2,09 1.85 2,07 2,07 3.50 3.0 1.1 1.27 T.n 6,29 6,89 6.7
P77 2,30 ).83 2,06 2.05 1,67 3,50 .7 3,40 8,4k 6,41 7.17 6,97
P7B-t 2,32 2,19 2.15 1Y 1.50 2,00 3,13 3,60 8,12 £,3% 7,81 6,95
P73-2 i,92 1,97 2,19 1,60 1.83 an 3,080 3,83 1.35 1.5 8,32 6,13
P79 1,69 1,48 1,64 1,42 1,50 2,30 1,50 2,91 5,92 3,40 5,74 4,16
#30 1,97 2,08 2,10 2,06 1,67 3,60 1,50 3,80 7.23 7,49 7.35 7,83
#81 1,94 b,96 2,17 2,13 4,17 1,70 31,60 3.50 8,09 7.15 7.84 7,46
fl2 1T t,9t 2.07 I,90 3,67 3,60 3,30 3,43 6.3 6.60 8,07 6,52

Ll
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Azote total en grammes

Annexe F: Régression du contenu en azote avec le rendement total (premiare
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ANNEXE G. Poids frais des gousses exprimés en grammes (deuxidme expé-

rience}
Souches Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Rep. & Rep. 5
P75 21,77 18,18 31,51 34,27 34,28
P134 37,91 29,43 20,40 28,18 29,93
P131 32,20 37,43 32,78 28,92 37,20
ATCC 14482 31,85 24,33 24,33 28,65 29,91
P107 35,56 42,43 28,61 35,82 38,00
P136 40,16 30,48 37,7} 43,57 36,54
P84 15,55 14,82 21,07 36,57 34,77
P68 42,38 33,36 26,20 38,05 36,01
P121 36,83 33,76 35,18 30,67 37.30
Goldie 22,34 7,74 11,27 38,78 30,12
P107+P136 33,64 36,59 32,05 42,36 39,18
P107+P84 41,52 29,94 35,70 Ly 64 32,67
P107+P68 43,14 35,71 33,34 36,23 35,43
P107+P121 39,39 37,90 36,56 38,596 32,58
P136+P84 31,21 33,46 31,69 36,65 24,85
P136+P68 38,22 4o,21 35,97 39,04 34,43
P136+P121 43,25 37,11 34,06 39,54 36,01
P85+PHB 39,03 30,01 26,78 36,38 38,78
P8L+PI121 38,94 34,18 37,40 40,73 h2,45
P6B+P121 25,32 33,98 26,62 L4 10 31,53
Témoin | 17,75 8,17 12,26 7,55 12,06
Témoin 2 15,20 12,65 20,93 17,72 12,08




ANNEXE H, Poids sec, pourcentage d'azote et poids de |'azote total des gousses de haricot (deuxiéme expérience)

Souches Polds sec, 9 1 N total Polds N total, g

Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Rep. % Rep. §  Rep. | Rep. 2 Rep. 3 Rep. &  Rep. 5 Rep. ! Rep. 2 Rep. 3  Rep. 4 Rep. §
P19 1,26 31,9 4,91 5,63 1.92 12,00 2,93 2,99 2,93 2,93 19,12 V1,54 th,38 16,43 23,20
P13k 6,26 5,96 2,90 4,45 6,95 2,88 3,04 5,33 5,81 2,93 . 18,03 18,12 15,66 25,85 20,36
PI31 6,23 g, 1.57 5,05 8,06 2,77 2,67 3,04 3,09 5,6% 17,26 21,25 23,01 15,60 b5 54
ATCC1LLA2 4,80 5,18 4,48 b, 54 5,36 2,56 2,45 2,35 2,50 2,60 12,29 12,69 10,53 11,35 13,99
Plo7 6,17 7.18 5,48 1,99 B.86 2,8 3,09 3,04 2,93 2,77 17,46 22,19 16,66 11,69 24,54
P136 8,04 7.1% 7.89 1.89 8,29 2,67 2,72 2,77 5,67 2,88 21,47 19,56 21,85 44,73 23,87
P8 2,38 2,17 3.30 1.78 7.9% 2,35 2,45 2.35 2.83 2,67 5.59 £ 7.7% 22,02 21,23
PEE 8,49 5.93 4,55 9,09 1,87 2,88 2,88 3,0k 2,81 2,72 24,45 17,08 13,83 125,72 21,41
Flzl 7.43 4,79 8,71 5,63 &,85 2,93 2,93 2,17 2,72 2,83 21,77 14,03 24,13 15,31 19,38
Goldle 3,34 1,17 1,14 6,60 8,13 3,20 3.25 8,00 2,88 .17 10,69 3,80 9,12 19,01 23,07
P1OT+P136 8.79 7.27 6,64 8,17 8,20 2,72 2,77 2,83 2,77 2.83 21,%0 20,14 18,79 22,6} 23,28
PlO7+p8Y 7.61 5,52 7,24 3,30 7.81 .17 2,93 2,99 2,93 2,77 21,08 16,17 20,64 27,25 21,63
P107+P68 7,09 5,62 8,01 7.79 7,68 2,88 2,77 2,88 3,09 2,12 20,42 15,57 23,07 24,07 20,89
PIOT+PI2} 7.76 8,29 9,66 5,56 7.80 2,93 2,67 2,9 2,93 2,83 22,74 22,11 28,30 16,29 22,07
Pl16+P8& 5,54 7.28 c.98 6,05 5,37 1,04 5,67 2,68 Ln i.n 16 .84 4,27 17,22 16,76 14,61
P136+P68 7,78 7,64 7,81 8,16 7,74 2,88 2,72 2,72 2,99 2,93 22,11 20,78 21,30 24,40 22,68
PI136+P12} 8,05 8,45 a,11 1.77 8,05 2,88 2.1 2,77 2,77 1,72 23,18 23,0 22,4 21,52 21,50
PBL+P&S 8,55 7,43 i B4 6,89 9,00 2,99 2,17 6,33 3,04 2,72 25,56 20,58 10,64 20,94 24 Ui
PAL1PI2] 6,30 8,1 8,27 9,29 8,15 2,88 2,82 2,83 2,61 2,72 18,14 23,43 23,40 21,64 22,7
PEB+P12] 4,58 7,20 6,47 4,53 8,36 i,oh 2,72 2,93 2,83 2,83 13,92 19,58 18,95 24,14 23,66
Témaln 1 3,02 1,24 1,86 0,82 1,66 - 3,04 2,45 5,60 2,24 3,04 9,14 3,04 10,42 1,84 5,05
Témoln 2 2,52 1,63 4 20 2,39 1,71 5.13 2,712 2,77 2,93 2,08 13,43 4,u3 11,63 7.00 3,56
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ANNEXE . Poids sec, pourcentage d'azote et poids d'azote total des plantes de haricot {deuxiéme expérience)

Souches Polds sec, g % M total Polds N total, d

Rep. 1| Rep. 2 Rep. 3 Rep. % Rep. 5 HRep. | Rep. 2 Rep. 3 Rep. & Rep. 5 Hep. t Rep. 2 Rep. 3 Rep. b PRep. §
P79 2,91 2,25 1.33 5,72 1.59 5.1} 5.13 14,00 5,00 5.33 15,51 11,99 46,62 28,60 19,13
P13 k,36 LR 5,08 é,10 4,80 6,00 6,67 7.67 3,73 6,33 26,16 29.75 38,96 22,75 30.89
P13} 4,94 L 1] 2,88 6,20 4,05 6,00 6,00 5.33 5,67 5,33 29,64 24,60 15,15 T 21,59
ATCC 14402 3,76 2,26 2,03 2,82 2,98 h,33 4,6 4,67 4,33 4,00 16,28 10,55 13,22 12,21 11,92
PlO7 6,21 5.03 5.72 3,93 .77 k1,33 6,00 5,67 5,67 11,33 70,36 30,08 32,43 22,28 42,7V
Pl36 3,48 3,3 4,2 5,66 b, 15 6,67 5,00 5.33 5,33 5.33 23,21 16,70 22,49 30,17 22.12-
PBA 3,01 }.B5 3,37 1,88 k94 3.13 30,33 3.33 4,67 5,33 10,02 56,11 1,22 18,12 26,33
P68 5,43 3.35 6,02 4,30 5.53 5,67 6,67 6,00 6,00 26,67 25,12 22,34 316,12 25,80 147,48
Pl21 5,04 6,66 3,80 6,17 5,33 21,00 5,67 4,00 2,48 16,00 105,84 37,76 15,20 16,59 85,28
Goldle 6,16 1,35 1,30 4,01 2,94 6,00 5.0 2,66 6.3 5,33 38,16 1,15 3,46 25,38 5,67

F107+P136 3,38 3,64 4,04 3,90 3,81 19,00 25,13 5.1 6,00 5,67 64,22 92,20 21,53 23,40 21,60
P107+PBL 3,62 5,00 4,19 k.65 3,30 6,00 5.67 5,67 3,25 4,66 21,72 28,35 23,75 15,11 15,38
PI07+P6B &, 0% 1,34 3.4 3,59 4,18 6,13 6,33 5,67 6.33 5,00 25,64 20,04 19,33 22,72 20,90
PIOT+PIZ] 3,84 &, 10 1,68 6,98 3,89 6,00 5.67 8.1 30,00 5.33 23,04 23,25 15,93 20,94 20,70
P136+PBY 3,01 2,87 2,70 3.37 h,93 5.67 4,67 5,67 4,67 4,33 17,07 13,40 15,31 15,74 21,315
P136+P6B h .04 3,90 3,60 4,76 4,46 5,00 7,00 6.33 6,67 6,00 20,20 27,30 22,79 31,75 26.76
P136+P121 4,17 3,36 4,35 h,02 b, 42 4,67 5.67 5,67 6,33 4,33 19,47 19,05 24,66 25 45 V9,
PBA+PEE b, 12 2,66 b, 27 6,12 3,94 6.68 1,00 8,33 6.1 5,00 27 .44 29,26 15,57 38,74 19,70
PaL+F121 5.75 3,35 LR 3,99 5,11 6,13 & ,00 4,67 6,00 5,33 36,40 20,10 ' 19,19 23,94 27,24
PABLPI21 6,57 3,50 5,42 3,70 3,13 6,00 6,66 6,33 6,33 6,67 39,42 23,3 34,31 23,42 20,87
Témoln 1 2,45 b,15 1.93 1,81 1,08 5,00 7.67 10,00 3,00 5,00 12,25 31,79 19,30 5,43 9,40
Témoln 2 1,70 1,84 2,74 2,32 2,46 4,33 9,67 31.13 5,00 3,67 7.36 17,79 9,12 11,60 9.03
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Poids sec des gousses en grammes

-
-
L

[
4] o ~d =] 0 o
(D er e e e e R a— o = = = em - e = e = = . - . - = = e = == o —-

-

&

k3

L]

ANNEXE J: Régression du poids sec de

(deuxi@me expérience)

%: y observé

0: y calculé en fonction de X
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ANNEXE K. Régression du poids frais des gousses vs poids de matidre séche des plantes
{deuxigme expé&rience)

*: y observé ' °

0: ¥y calculé en fonction de X
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Poids sec en grammes
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ANNEXE L:

Régression du poids seC vs poids

ale

*1 y observe
0: y calculé en fonction de X

rJ
o -
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ANNEXE M. Régression du contenu en azote vs poids sec des gousses (deuxiéme
% : ¥ observé
T O : Y calculé en fonction de X
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en grammes

Azote total

ANNEXE N. Régression du contenu en azote vs poids sec des plantes (deuxidme expérience)

% : Y observé

o : Y calculé en fonction de X
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