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Résumé

Le présent projet de these vise la mise au point de biofertilisants bactériens capables de
contribuer efficacement a la nutrition et la croissance du haricot. Plusieurs prospections
couvrant un total de 31 sites ont permis d’obtenir 133 isolats bactériens nodulaires. La tolérance
de cesisolats a différents types de sel et a différents pH, de méme que leurs activités promotrices
de la croissance des plantes ont été étudiées. Une large diversité physiologique a été mise en
évidence et une Analyse Factorielle de Correspondance a montré que la capacité des isolats a
tolérer NaCl et KCI ainsi qu’a solubiliser le phosphate inorganique est liée aux sites de
prélévement. L’étude de I’efficience symbiotique de 45 isolats sélectionnés a montré que seuls
18 étaient capables de re-noduler le haricot avec une efficience relative variable (19-97%). Le
séquengage de ’ADNr 16S a assigné ces isolats aux genres Rhizobium (2 souches) et
Agrobacterium (16 isolats). Deux essais d’inoculation du haricot cultivé sous différents
traitements phosphatés sous serre ont permis d’évaluer le potentiel biofertilisant des isolats les
plus efficients (LMR676, LMR670, LMR674) seuls ou combinés avec des PGPR (P4S9, M131,
P1S6). Les deux combinaisons les plus performantes (LMR670+P1S6 et LMR670+M131) et
les inocula individuels ont été par la suite évalués au champ. L’inoculation simple avec
LMR670 ou M131 a permis d’améliorer significativement le rendement du haricot (14.02 t/ha
et 13.07 t/ha respectivement) dépassant ainsi le contréle positif. En définitive, ’utilisation de
ces inocula dans les pratiques agronomiques permettrait d’assurer un bon rendement du haricot,
la diminution des codts de production et la préservation des écosystemes.

Mots-clés: Phaseolus vulgaris, Agrobacterium, PGPR, Co-inoculation, Nutrition azotée,
Solubilisation du phosphate.



Abstract

This thesis project aims to develop bacterial biofertilizers capable of contributing effectively to
bean nutrition and growth. Several surveys covering a total of 31 sites yielded 133 bacterial
isolates from common bean nodules. The tolerance of these isolates to different types of salt
and different pH, as well as their Plant Gowth Promoting activities were studied. A wide
physiological diversity was highlighted and a Factorial Correspondence Analysis showed that
the ability of isolates to tolerate NaCl and KCI as well as to solubilize inorganic phosphate is
linked to the sampling sites. The study of the symbiotic efficiency of 45 selected isolates
showed that only 18 were able to re-nodulate common bean with a variable relative efficiency
(19-97%). The 16S rDNA gene sequencing assigned these isolates to the genera Rhizobium (2
strains) and Agrobacterium (16 isolates). Two inoculation trials of common bean grown under
different phosphate treatments in greenhouse conditions made it possible to evaluate the
biofertilizing potential of the most efficient isolates (LMR676, LMR670, LMR674) alone or
combined with PGPRs (P4S9, M131, P1S6). The two best performing combinations
(LMR670+P1S6 and LMR670+M131) and the individual inocula were then evaluated in the
field. Single inoculation with LMR670 or M131 significantly improved bean yield (14.02 t/ha
and 13.07 t/ha respectively) exceeding the positive control. Ultimately, the use of these inocula
in agronomic practices would ensure good bean yields, reduce production costs and help in the
preservation of ecosystems.

Key words: Phaseolus vulgaris, Agrobacterium, PGPR, Co-inoculation, Nitrogen nutrition,
Phosphate solubilisation.
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Introduction générale

Le haricot vert (Phaseolus vulgaris L.) est une Iégumineuse tres appréciée dans le monde entier
et estimée comme une source importante de protéines alimentaires (22% du poids de graines).
Cette légumineuse est largement cultivée en Amérique centrale et du Sud, en Asie ainsi que
dans de nombreux pays d'Afrique. Parmi les pays africains, le Maroc occupe déja la deuxieme
place mondiale dans la production de ce légume, en termes de rendement (188 256 hg/ha)
(FAOstat, 2020). Cependant, la production du haricot au Maroc repose principalement sur
l'utilisation des engrais chimiques. Bien que cette fertilisation augmente le rendement des
cultures et garantie 1’obtention d’une meilleure qualité des produits, ces molécules de synthése
sont responsables d'une pollution massive des sols, mais sont surtout la cause majeure de

pollution des eaux souterraines, principaux reservoirs d'eau potable (Savci, 2012).

Aujourd’hui, l'agriculture moderne vise ’intensification de la production végétale de manicre
durable en substituant les intrants chimiques par des pratiques respectueuses de I'environnement
telles que I'exploration de la fixation de I'azote atmosphérique (N2). Or, cette propriété est
exclusivement rencontré chez les espéces de légumineuses qui sont capables d’établir une
symbiose avec un groupe de bactéries généralement appelées rhizobium. Cependant, malgré la
capacité de P. vulgaris a établir une symbiose avec une grande variété de bactéries, ces relations
symbiotiques sont souvent inefficaces (Michiels et al., 1998). En effet, on considere depuis
longtemps que le pouvoir de fixation de 1’azote chez le haricot est moins bon que celui d'autres
Iégumineuses (Peoples et al., 2009) a cause de l'irrégularité de la nodulation chez cette
légumineuse due a la grande diversité des rhizobia capables de s’y associer (Rodriguez-Navarro
et al., 2000), d’ou la nécessité de sélectionner des symbioses haricot-rhizobia plus

performantes.

Ainsi, pour une symbiose réussie du haricot vert dans un sol donné, le choix de souches
efficaces et compatibles avec les variétés utilisées doit étre fait avec grand intérét. A cet effet,
le criblage de souches de rhizobia natifs les plus efficaces, s’il en existe dans le sol étudié, pour
la fixation symbiotique d’azote semble étre 1’approche la plus prometteuse. Outre la fixation
d’azote, certains rhizobia sont dotés d’autres mécanismes grace auxquels ils peuvent
promouvoir la croissance des plantes a savoir : I'amélioration de la nutrition minérale a travers
la solubilisation des phosphates, la modulation des taux d’hormones végeétales par la production
de phytohormone comme des auxines, I’amélioration de la disponibilité du fer aux plantes grace

a la libération de sidérophores bactériens capables de chélater le fer. Ils peuvent aussi améliorer



la réponse des plantes face a différents stress abiotiques grace a la production de I’ACC

désaminase (Backer et al., 2018) .

L’ensemble de ces propriétés bénéfiques pour les plantes font partie de ce qu’on appelle
communément des traits PGP (Plant Growth Promotion) et les bactéries qui en possédent sont
nommees PGPB et celles isolées de la rhizosphére PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria). L'inoculation avec ce type de micro-organismes (bio-engrais) permettraient
d’améliorer la croissance et la production des plantes dans des conditions nutritionnelles
déséquilibrées, réduire 1’utilisation des engrais chimiques et diminuer de ce fait leurs effets
déléteres sur I'environnement (O’connell, 1992). Parmi les approches suggérées, 1’application
combinée des PGPR et des rhizobia s’avére étre une voie trés prometteuse pour assurer une

bonne croissance des légumineuses avec un minimum d’amendements chimiques.

Dans le contexte de cette voie prometteuse, la présente étude a été congue pour sélectionner des
inocula de rhizobium isolés des sols ou le haricot vert est cultivé au Maroc et présentant de
bonnes capacités symbiotiques et / ou diverses caractéristiques PGP pertinentes. Le but ultime
de notre travail étant de préner une meilleure utilisation de ces microorganismes (rhizobium et
PGPR) comme biofertilisants qui contribuent a la nutrition de cette Iégumineuse en azote et
phosphore au détriment des engrais chimiques. Pour ce faire, ce travail de thése est subdivise
en 4 volets :

1

Le premier chapitre est une synthése générale des connaissances actuelles qui met
’accent sur la culture du haricot vert et les rhizobia associés a cette plante ainsi que les
bactéries promotrices de la croissance des plantes.

2- Le second chapitre est dédi¢ a I’isolement et la caractérisation in-vitro des isolats
associés a P. vulgaris obtenus a partir des nodules récoltés in-vivo et une évaluation du
potentiel symbiotique d’un sous-ensemble de souches sélectionnées.

3- Le troisiéme chapitre concerne 1’évaluation de 1’effet de la co-inoculation de PGPR et
de rhizobia sélectionnés sur la croissance et la nodulation du haricot vert dans un sol a
faible teneur en P et en N.

4- Le quatrieme et dernier chapitre présente une étude complémentaire ayant pour but
d’évaluer I’utilisation potentielle des combinaisons sélectionnées a améliorer la
productivité et le rendement du haricot vert au champ sous déficit phosphaté et azoté.

5- Une conclusion générale qui fait le bilan du travail effectué avec des conclusions

pertinentes retenues pour chaque étude et des perspectives.



Chapitre I : Synthese bibliographique



I.  Synthése bibliographique

Les légumineuses représentent une famille d’une grande importance économique a 1’échelle
mondiale, elles occupent une place tres importante tant dans la nutrition humaine (lentille, pois-
chiche, haricot...) que dans I’alimentation animal (soja, luzerne, trefle...). Les légumineuses
constituent une composante essentielle dans 1’alimentation particuliérement dans les pays en
développement ou elles représentent la principale source de protéines (Graham and Vance,
2003). En plus de leur importance nutritionnelle, elles interviennent aussi dans le maintien des
systemes de production en préservant la fertilité du sol grace a la fixation symbiotique de

I’azote atmosphérique a 1’aide des nodosités induites par les rhizobia au niveau des racines.
1.1 Haricot vert : apercu géenéral

1.1.1 Origine et extension de la culture du haricot

La culture du haricot (Phaseolus vulgaris L.) est considérée comme une des plus anciennes ; sa
domestication date de plus de 8000 ans (Bitocchi et al., 2012). P. vulgaris a été localisée dans
plusieurs sites en Amérique Centrale, et dans la région Andine de I"’Amérique du Sud dans le
Nord-Ouest de I"Argentine et dans le Nord du Pérou (Tohme et al., 1995). Le Mexique a été
accepté comme étant son lieu d’origine le plus probable, ou du moins, comme étant son
principale centre de diversification et ensuite transporté vers d’autres continents depuis le 16°™
siécle (Bernal and Graham, 2001). De nos jours 1’espéce est bien établie dans de nombreux pays

africains et davantage apprécié dans le monde entier.

1.1.2 Description générale

Le haricot est une plante annuelle herbacée largement cultivée et consommée dans le monde
entier principalement pour ses graines riches en protéines. Sa contribution a une nutrition
humaine équilibrée est particulierement importante dans certains pays de I'Afrique de I'Est et
de I'Amérique latine, ou elle constitue une source importante de protéines (65% du total
consommeg) et de glucides (32% du total consommeé) pour plus de 300 millions de personnes
(Blair et al., 2010). Le haricot est aussi une source précieuse de fibres diététiques, d’oligo-
¢léments comme le Fer, le Zinc, la thiamine et 1’acide folique (Broughton et al., 2003). 1l existe
deux classes commerciales majeures : les haricots verts et les haricots secs, la plus connue est

le haricot vert cultiveé dans toutes les régions tempérées et chaudes du globe.



1.1.3 Production

En 2019, la superficie mondiale récoltée pour le haricot vert était de 33.1 millions d'hectares
avec une production qui a dépasse 28 millions de tonnes. Les principaux producteurs étant le
Mexique, les Philippines, le Maroc et les Etats-Unis d’Amérique qui vient en téte de la liste
(Nadeem et al., 2021). Le Maroc vient au 4°™ rang quant & la production mondiale du haricot
et au 3°™ rang quant au rendement (188 256 hg/ha). Au Maroc, le haricot vert est cultivé sur 5
813 ha en moyenne en 2020 pour une production de 109 433 tonnes, apres un record de 214
000 tonnes en 2009/10 (FAOstat). En 2017, les exportations de haricot vert ont atteint 125 000
tonnes (Figure I-1) et le Maroc était le premier fournisseur de haricot vert au marché européen
devant le Kenya, avec 124 400 tonnes écoulées en 2017 pour une valeur de 241 millions de
dollars (Harbouze et al., 2019). Les principales zones de production au Maroc sont les régions

de Skhirate, Berkane, Beni Mellal et la zone du sud a savoir Chtouka, Agadir et Marrakech.
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Figure I-1: Superficie et production du haricot vert au Maroc (Harbouze et al 2021).

1.1.4 Nutrition azotée chez le haricot

Comme toutes les légumineuses, le haricot vert dispose de deux voies d'alimentation azotée:
I'assimilation des nitrates du sol ou des engrais (via la nitrate-réductase de la plante) et la
fixation symbiotique de I'azote atmosphérique (via la nitrogénase de la bacterie). Cependant, la
contribution de chacune de ces deux voies a 1’alimentation en azote (N2) de la plante varie
beaucoup selon les espéces et les conditions de la culture (Kawaka et al., 2014). L'assimilation
des nitrates permet, en général, I'obtention de rendements élevés lorsque le mode d'apport de

I’azote est optimal. Une augmentation du rendement du haricot vert est observée avec une

5



addition de 120-140 kg d’N2/ha. Cependant, en cas de faibles apports d’azote, les rendements
obtenus diminuent et les potentialités des cultivars ne sont pas atteintes. Il faut donc optimiser
l'apport de I’azote pour une amélioration de la production. Cette optimisation peut étre
accomplie grace une sélection des génotypes de haricot vert présentant une meilleure capacité
de fixation d’azote en présence d’un apport d’engrais azotés réduit (Reinprecht et al., 2020).
Ceci permettra de réduire les intrants azotés et de rendre les cultures de haricots moins
dépendantes des engrais azotés.

1.2 Symbiose Rhizobium-Légumineuse

La symbiose rhizobienne est une association entre les plantes de la famille des Iégumineuses et
des bactéries du type rhizobium. Les racines de la plante hote s"associent avec les rhizobia pour
générer des structures hautement spécialisées: les nodules fixateurs d’azote. Cette relation
symbiotique constitue une des plus importantes interactions plante-bactérie aussi bien sur le
plan scientifique qu’économique. Elle se met en place grace a des interactions multiples entre
les deux partenaires conduisant a la formation des nodules ou se réalisent la fixation d’azote.
La symbiose rhizobium-légumineuse est économiquement importante car elle réduit
considérablement I'utilisation des engrais synthétiques colteux et la libération des gaz a effet

de serre majeur comme le N2O.

1.2.1 Le rhizobium

Les rhizobia sont des symbiotes capables d’établir des symbioses fixatrices d’azote
atmosphérique avec les légumineuses. Ces bactéries appartiennent a divers genres et especes
des a et B-Proteobactéries (Chen et al., 2003; MacLean et al., 2007). Les rhizobiums peuvent
exister sous deux formes: a 1’état libre dans la rhizosphére ou a I’état symbiotique a I’intérieur
des nodules racinaires. 1ls sont considérés comme un excellent exemple des bactéries du sol
capables de fournir un macroélément aux plantes, car ils fixent I’azote atmosphérique et le
transferent a la plante sous une forme assimilable (NHz3) et recoivent en contre partie des sources
de carbone issues de la photosynthese des plantes nécessaires a leur développement. Une souche
de rhizobium ne peut étre considérée efficace que si elle peut fixer 1’azote atmosphérique au
sein des nodules de sa plante hote. L’efficience d’une souche est généralement estimée par la
mesure de différents parameétres de croissance de la plante ou bien du pourcentage d’azote de

la plante dérivé de la fixation symbiotique aprés 1’inoculation par cette souche.



1.2.2Classification des rhizobia

L'identification et la classification des rhizobia, comme les autres bactéries, a été pendant
longtemps basée uniquement sur des criteres morphologiques et biochimiques. Les avancés en
biologie moléculaire ont permis de développer des méthodes dont I’intérét et la finesse se sont
accrus au fil des années. Chez les rhizobia la combinaison de différentes méthodes et marqueurs
moléculaires ont permis d’améliorer considérablement leur taxonomie durant ces derniéres
années. A ce jour, un total de 61 especes de rhizobia répartis en 13 genres a savoir
Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium,
Methylobacterium, Phyllobacterium, Ochrobactrum, Herbaspirillum, Burkholderia, Cuprivai

dus, et Devosia (Dasgupta et al., 2021).

L’étude taxonomique des rhizobia est toujours en évolution, le développement de nouvelles
techniques moléculaires et génomiques ainsi que I’étude des 1égumineuses sauvages pourraient
contribuer & la description de nouvelles especes de rhizobiums révélant une plus grande
diversité encore inconnue permettant ainsi une meilleure compréhension de I’origine et
I’évolution des symbioses Iégumineuses-rhizobium. Ceci laisse supposer que les bactéries
symbiotiques fixatrices d’azote sont beaucoup plus diverses que ce qu’ont révélées les études a

ce jour.

1.2.3 La nodulation

La symbiose Iégumineuse-rhizobium est une interaction hautement spécifique et régulée, elle
nécessite un dialogue moléculaire tres compliqué. Ce processus se réalise via une cascade
d"étapes commencant par une colonisation bactérienne de la rhizosphére et |"attachement des
bactéries aux poils absorbants racinaires. La plante libére a travers ses exsudats racinaires des
flavonoides qui attirent les bactéries symbiotiques par chimiotactisme. Les flavonoides émis
par la plante induisent I’expression de génes nod et la synthese de facteurs Nod bactériens. En
réponse les bactéries produisent des facteurs de nodulation (facteurs Nod) qui vont induire de
nombreuses réponses chez la plante, dont la déformation des poils racinaires, la division des
cellules corticales, la formation de primordia nodulaires et ainsi la formation des nodules (Singh
et al., 2019b) (Figure 1-2). Au sein des nodules, les bactéries bénéficient des produits issus de
la photosynthese de la plante hote et se différencient en bactéroides fixant 1’azote

atmosphérique.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mesorhizobium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ochrobactrum
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012822098600001X#!

Figure I- 2: Développement du nodule racinaire (Singh et al., 2019b).

1.3 La symbiose rhizobium-haricot

1.3.1 Diversité des rhizobia associés au haricot

La symbiose Rhizobium - P. vulgaris a été étudiée dans le monde entier, principalement en

Amérique latine qui est accepté comme étant le centre de distribution de cette espéce.

Tableau I-1: Especes de rhizobium isolées a partir des nodules de P. vulgaris

Espéces

Pays (souche type) Symbiovar

Références

Rhizobium aethiopicum
Rhizobium acidisoli
Rhizobium azibense
Rhizobium chutanense
Rhizobium ecuadorense
Rhizobium etli
Rhizobium esperanzae
Rhizobium freirei
Rhizobium gallicum
Rhizobium hidalgonense
Rhizobium leucaenae
Rhizobium lusitanum
Rhizobium mesoamericanum
Rhizobium paranaense
Rhizobium phaseoli
Rhizobium tropici
Rhizobium vallis
Pararhizobium giardini

Ethiopie
Mexique
Tunisie
Chinae
Ecuador
Mexique
Mexique
Brazil
France
Mexique
Brazil
Portugal
Mexique
Brazil
USA
Colombia
Chine
France

Inconnu
Phaseoli
Gallicum
Phaseoli
Phaseoli
Phaseoli
Phaseoli
Tropici
Gallicum
Phaseoli
Tropici
Phaseoli
Inconnu
Inconnu
Phaseoli
Tropici
Phaseoli
Phaseoli

Aserse et al. (2017)
Roman-Ponce et al. (2016)
Mnasri et al. (2014)

Huo et al. (2019)

Ribeiro et al. (2015)
Segovia et al. (1993)
Cordeiro et al. (2017)
Ribeiro et al. (2013)
Amarger et al. (1997)

Yan et al. (2017a)

Ribeiro et al. (2012)
Valverde et al. (2006)
Ribeiro et al. (2012)

Ribeiro et al. (2013)
Ramirez-Bahena et al. (2008)
Ormefio-Orrillo et al. (2012)
Wang et al. (2011)

Mousavi et al. (2015)




Plusieurs études ont démontré que le haricot est une plante capable de percevoir les signaux de
nodulation de plusieurs rhizobia et ainsi former des nodules efficients avec des groupes
bactériens génétiquement hétérogeénes et d'origines différentes (Tableau I-2). 1l a été également
démontré que le haricot est capable de former des nodules par une beta-Proteobactérie :
Burkholderia phymatum (Talbi et al., 2010).

1.3.2 Fixation biologique d’azote chez le haricot

La fixation biologique d’azote chez les 1égumineuses varie selon les espéces. Le haricot figure
parmi les espéces ayant une faible capacité de fixation d'azote (Isoi and Yoshida, 1991). Ce
phénomene principalement di a la forte promiscuité de nodulation du haricot, puisqu’il est
nodulé par différents symbiovars de rhizobium indigénes qui sont parfois inefficaces en termes
de fixation d’azote. De ce fait, la production du haricot est souvent basée sur une fertilisation
azotée intense ce qui empéche les rhizobia associés au haricot d'exprimer au mieux leur

potentiel de fixation symbiotique.
1.4 Facteurs limitants de la symbiose rhizobium-légumineuses

1.4.1 Les facteurs nutritionnels : le cas du phosphore

Le phosphore (P) est, avec 1’azote et le potassium, 1’un des trois nutriments indispensables a la
croissance des végétaux, c’est un macronutriment indispensable a la croissance et au
développement des plantes mais aussi un élément nutritif limitant cette croissance en cas de
carence. Il joue un role essentiel dans le transfert d'énergie nécessaire a la croissance et
I'amélioration de la productivité des végétaux. Le P permet la formation correcte des graines
(des quantités importantes de phosphore sont stockées dans les semences sous forme de
phytine) et accélere leur maturation. De méme il stimule la croissance des racines et améliore

la fixation d’N2 chez les légumineuses.

1.4.1.1 Le phosphore dans le sol

Le P est concentré dans la partie superficielle du sol, sous deux formes principales : minérale
ou organique. Le P minéral provient de I’altération des roches, tandis que le P organique résulte
de la dégradation des vegétaux par la faune et la flore du sol. Il est estimé qu’un sol agricole
contient une a trois tonnes de P par hectare dans les 20 premiers centimetres de son profil, cette
quantité dépasse largement les besoins annuels d’une culture qui sont de 1’ordre de quelques
dizaines de kg par hectare (Frossard et al., 2000). Cependant, Plus de 90% du P total est sous

forme insoluble et seuls quelques kg sont présents dans la solution du sol sous une forme
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instantanément disponible pour la culture (Mengel and Kirkby, 2001). Ainsi, le P est I’un des
6 macronutriments (N, P, K, Ca, Mg et S) les plus inaccessibles a la plante. Certaines formes
du P peuvent se retrouver trés rapidement dans la solution du sol, alors que d’autres ne vont
migrer que tres lentement de la phase solide vers la solution du sol et que d’autres ne pourront

étre libérés que suite a ’activité d’organismes vivants (minéralisation, solubilisation).

1.4.1.2 La biodisponibilité du phosphore

On entend par la biodisponibilité du P, la fraction ou la quantité totale de phosphate dans le sol
susceptible d’aboutir dans la solution du sol sous forme d’ions orthophosphates pendant une
période équivalente a la durée de croissance de la culture (Frossard et al., 2000). La quantité
de P réellement disponible pour la végeétation est encore difficile a évaluer compte tenu du
nombre possible de mécanismes physico-chimiques et biologiques mises en jeu, de leurs
interactions, de la variabilité de leur contribution en fonction de I'échelle et des conditions
d'étude et des types de sol (Figure I- 3).

Geochemical or geophysical P cycling
=—p PSM induced P cycling

= P output

Sorbed P

Clay minerals
Fe & Al oxidate

Organic P
Organic matter
biomass

Secondary P minerals
Ca,Fe, Al phosphates

Primary P minerals
Phosphate rock, Apatite

Figure 1-3: Présentation schématique du cycle du phosphore montrant la répartition du stock
total de P du sol entre les différents pools de P (Tian et al., 2021).

Les plantes absorbent le P soit sous forme d'ions monovalents H.PO4et bivalents (HPOa4)2™ (noté
Pi) a partir de la solution du sol (Hansen et al., 2004; Turner et al., 2002). Ce P est soit
disponible dans la solution du sol avec des concentrations tres faibles en ions orthophosphates
libres (de 0.1 a 10 uM), soit sous des formes de P qui vont pouvoir alimenter rapidement le
pool de Pi de la solution du sol (Hinsinger, 2001). Plusieurs facteurs peuvent intervenir dans

la biodisponibilité du P dans le sol, a savoir le pH, I’excrétion de composés organiques par les
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racines, les micro-organismes et la composition du sol. De ce fait, la biodisponibilité du
phosphate dans le sol peut ainsi varier considérablement d’une espéce végétale a 1’autre selon

plusieurs facteurs.

1.4.1.3 Le déficit en phosphore dans le sol

La déficience en P est I'une des plus grandes contraintes environnementales hébergées dans les
sols et nuisent au développement de I’agriculture. Cette contrainte abiotique constitue, a
I’échelle mondiale, un handicap pour le développement et I’amélioration des rendements des
Iégumineuses en général et de P. vulgaris en particulier (Thung, 1990). Les phosphates sont
pour la plupart localisés sur la phase solide du sol ou ils sont associés a des cations, a des oxydes
et hydroxydes métalliques, aux argiles, au carbone, ou a I’intérieur d’organismes morts ou
vivants (Camara et al., 1987). La conséquence majeure de cette capacité du sol a fixer le P, est
que cet élément devient moins disponible aux plantes et ainsi sa faible biodisponibilité et sa
faible diffusion dans la majorité des sols cultivés (Schachtman et al., 1998). Une déficience en
P chez les 1égumineuses n’affecte pas seulement 1’établissement de la culture et sa croissance
mais elle peut aussi affecter la nodulation et la fixation biologique de 1’azote (Hogh-Jensen et
al., 2002; Olivera et al., 2007) ainsi que la croissance racinaire et aérienne des plantes (Li et
al., 2009). Par conséquent, la déficience en cet élément peut provoquer des pertes en rendement

pouvant atteindre des valeurs allant jusqu’a 15% (Shenoy and Kalagudi, 2005).

1.5 Principaux facteurs physico-chimiques limitant la symbiose rhizobium-
légumineuses

Les principaux facteurs limitant I'activité biologique dans les sols sont le déficit hydrique, la
salinité, les températures elevées, les pH extrémes et les carences en éléments nutritionnels. Les
interactions fréquentes entre ces différentes contraintes affectent la croissance des plantes et
des microorganismes. La salinité et la variabilité du pH du sol sont des facteurs écologiques qui
limitent les potentialités des symbioses Rhizobium-légumineuses. Ces facteurs peuvent agir a
différents niveaux et réduire le taux de croissance ainsi que la capacité de survie des rhizobia.
IIs peuvent aussi interférer avec les processus d'infection ou de nodulation, ou encore influencer

I'activité fixatrice d'azote apreés établissement de la symbiose.
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1.5.1 La salinité
1.5.1.1 Définition

La salinité des sols constitue 1’un des principaux stress abiotiques limitant la croissance des
plantes cultivées au monde. La salinit¢ des sols et celles des eaux d’irrigation désigne la

surcharge de ces derniers en sels minéraux solubles (Nichols and Williams, 2009).

1.5.1.2 Effet du stress salin sur la croissance des plantes

La conséquence générale de la présence de sels dans les sols est une limitation de la croissance
des plantes provoquant ainsi une baisse de rendement. Les plantes deviennent plus vulnérables
en milieu salin ou lors d’un déséquilibre ionique, une forte salinité peut affecter négativement
les parametres de croissance des plantes a savoir : la germination des graines (Singh et al.,
2012), le nombre des feuilles et des fleurs (Alam et al., 2014), le poids sec aérien et racinaire

des plantes et méme la teneur en chlorophylle et en protéines (Abdul Qados, 2011).

1.5.1.3 Effet du stress salin sur la croissance bactérienne

Les concentrations élevées en sel affectent les microorganismes via deux mécanismes: effet
osmotique et effets spécifiques ioniques. Les sels augmentent le potentiel osmotique de 1’eau
du sol tirant ainsi 1’eau des cellules bactériennes causant leur mort par plasmolyse. Cette
pression osmotique rend difficile le prélévement d’eau a partir du sol aussi bien par les
microorganismes que par les plantes (Oren, 1999). Les microorganismes peuvent s'adapter au
faible potentiel osmotique en accumulant des osmolytes, mais la synthése de ces derniers
nécessite de grandes quantités d'énergie ce qui entraine une croissance et une activité réduites
(Yan et al., 2015). Le stress salin peut affecter le processus d'infection bactérienne (en
diminuant le nombre et la déformation des poils racinaires), la croissance et le fonctionnement
du nodule (en limitant I'approvisionnement en nutriments par des produits de photosynthese)
en réduisant le métabolisme nodulaire, le contenu en leghémoglobine, la diffusion de l'azote

atmosphérigue et la respiration nodulaire (Swaraj and Bishnoi, 1999).

1.5.1.4 Effet du stress salin sur la symbiose

Le stress salin peut affecter la symbiose 1égumineuse-rhizobia indirectement, en réduisant la
croissance de la plante hote en affectant certains de ses processus physiologiques, ou bien
directement en inhibant le processus d'infection et le développement des nodules. En effet, la
salinité affecte la multiplication et la survie du rhizobia dans le sol et la rhizospheére, inhibe le

processus d’établissement de I’infection rhizobienne, entrainant une diminution du nombre de
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nodules, réduit leur contenu en 1éghémoglobine, diminue 1’activité de la nitrogénase, altére la
diffusion intranodulaire de 1’oxygeéne et modifie le statut ionique (Swaraj and Bishnoi, 1999).
Toutefois, la diminution des photosynthétats fournis pour les nodules et la réduction des
substrats fournis pour la respiration des bactéroides constituent la principale limitation de la
fixation symbiotique de I’azote sous contrainte saline (Ferri et al., 2000; Garg and Singla,
2004). L'utilisation des microorganismes spécifiques peut stimuler davantage la croissance des
plantes dans les écosystémes touchés par la salinisation et peut conduire a une amelioration de

la fertilité des sols salins par une bonne colonisation de la rhizosphére (Orhan, 2016).

Amélioration du poids
racinaire et aérien

Modification Homeostasie
du profil des ionique -
acides gras Potentl_el qe la Amélioration de
membranaires Accumulatlon colonisation la photosynthése
des osmolytes racinaire

Protéines Restructuration de Amélioration de la Induction de la
du stress I’enveloppe nutrition des tolérance systémique
salin cellulaire plantes (IST)
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Figure 1-4: Mécanismes de contribution des PGPR a I’atténuation du stress salin favorisant la
croissance des plantes (Paul and Lade, 2014).

1.5.2 Le pH

Le pH du sol joue un rdle prépondérant aussi bien dans la survie des rhizobactéries, que dans
la croissance de leurs plantes hotes. L’effet néfaste de la variabilité des pH du sol sur la

production agricole dans de nombreuses régions du monde est un probleme déja connu depuis
de nombreuses annees. L’extréme alcalinité et/ou acidité peut limiter la productivité des

Iégumineuses ainsi que le fonctionnement du microsymbionte.

1.5.2.1 Effet du pH sur la croissance des Iégumineuses

La plupart des plantes Iégumineuses nécessitent un sol neutre pour leur croissance (Bordeleau

and Prévost, 1994), en particulier lorsqu'elles dépendent de la fixation symbiotique d’No>.
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L’acidité du sol provoque des troubles de la nutrition minérale chez les plantes, elle entraine
des carences en calcium, en potassium, en magnésium, en phosphore et en azote. Quant au pH
alcalin du sol, il agit négativement sur la disponibilité de certains minéraux aux plantes tels que

le fer et le manganese (Bordeleau and Prévost, 1994).

1.5.2.2 Effet du pH sur la croissance bactérienne

Le pH du sol a une grande influence sur la survie et la multiplication des rhizobia, ils présentent
des réponses variées face aux variations du pH. Le pH optimal pour les diverses phases de la
croissance des rhizobiums peut varier mais il est généralement compris entre 6.5 et 7.5.
Néanmoins, de nombreuses exceptions des rhizobia tolérant des pH extrémes ont été indiquées
dans plusieurs études (Lei et al., 2011; Shamseldin and Werner, 2005). L’acidité est
généralement plus néfaste que ne ’est ’alcalinité. Face a ’acidité, les souches de Rhizobium
varient largement dans leur tolérance. lls présentent différents mécanismes de tolérance a
savoir : la synthése de I’enzyme glutathione (Muglia et al., 2007), I’accumulation de teneurs
élevées en phosphore et en potassium (Watkin et al., 2003) ainsi que la régulation des géenes

spécifiques impliqués dans le fonctionnement de différentes cellules (Hellweg et al., 2009).

1.5.2.3 Effet du pH sur la symbiose Iégumineuse-Rhizobium

Les pH extrémes affectent les deux partenaires symbiotiques en limitant la persistance des
souches de Rhizobium dans le sol ainsi que la nodulation et par conséquent la fixation
symbiotique de 1’azote (Yang et al., 2001). Les pH alcalins et acides du sol agissent
négativement sur la disponibilité des minéraux indispensables autant pour le Rhizobium que
pour la plante hote tel que le fer, le manganése, I’aluminium et le phosphore (Zheng, 2010).
Ceci peut conduire a une inhibition de la croissance racinaire, une réduction considérable du
nombre des nodosités et méme 1’ultrastructure nodulaire se trouve trés affectée (Ferguson et
al., 2013).

1.6 Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

Certaines bactéries du sol, et particulierement celles occupant la rhizosphére des plantes, sont
capables d’influencer de maniére bénéfique la croissance des plantes, sous forme de bactéries
endophytiques ou a I’état libre dans le sol rhizosphérique et ceci a travers divers mécanismes.
On peut distinguer les mécanismes directs qui facilitent 1’acquisition des nutriments par les
plantes (bactéries solubilisatrices du phosphate inorganique ou du potassium, production des

phytohormones etc.) et les mécanismes indirects tels que leur pouvoir compétitif a I'égard des
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autres communautés microbiennes, la production des sidérophores, la production de composés
organiques volatils, I'induction d'une résistance systémique, la promotion de la symbiose
bénéfique plante-microbe. Ces bactéries de rhizosphére sont alors reprises sous le terme PGPR
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Figure I- 5).

Direct mechanism Indirect
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Figure I- 5: Modes d'action des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
(Chauhan et al., 2022).

1.6.1 Principaux mécanismes d’action des PGPR

1.6.1.1 Fixation d’azote

Parmi les mécanismes les plus importants, on retrouve la fixation de I’azote atmosphérique
(N2). Les organismes fixateurs d'azote peuvent étre classés en trois catégories : les fixateurs
d'azote libres, les fixateurs d'azote associatifs et les fixateurs d'azote symbiotiques. Les deux
derniers groupes se trouvent dans la rhizosphére des plantes léegumineuses et non légumineuses.
Les frankia et rhizobia sont les PGPR les plus importants qui, via la symbiose, ont la capacité
de fixer 1’azote atmosphérique et le rendre disponible pour la plante. On observe aussi des
bactéries dites « fixatrices libres de 1’azote atmosphérique » qui enrichissent la rhizosphere en
azote dans les agrosystémes sans passer par la formation d’organes symbiotiques (Orr et al.,
2011). Les bactéries les plus frequemment signalées pour leur fixation d’N2 atmosphérique dans
le sol appartiennent au genres Rhizobium sp., Azoarcus sp., Beijerinckia sp., ainsi que Pantoea

agglomerans et Klebsiella pneumonaie (Chauhan et al., 2022). Il a été démontré dans plusieurs
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¢tudes que I’inoculation par des PGPR fixatrice d’azote peut améliorer la croissance et
I’assimilation de 1’azote conduisant a un meilleur rendement. A titre d’exemple, Bargaz et al.
(2018) ont rapporté que l'inoculation des graines avec des bactéries fixatrices d’azote déclenche
la croissance des plantes par la fixation d’N2, la solubilisation du phosphore et la production

d’hormones favorisant la croissance des plantes.

1.6.1.2 Solubilisation bactérienne du phosphate

Méme dans les sols riches la plupart du phosphate n'est pas disponible pour les plantes. De ce
fait, un amendement en engrais phosphaté peut pallier I’insuffisance en cet élément et fournir
tout le P requis par la plante. Cependant, il est communément admis que les tentatives
d'amélioration par l'ajout d'engrais phosphatés sont économiquement et écologiquement
défectueuses. Ainsi, plusieurs rapports suggeérent la capacité de différentes especes
microbiennes a solubiliser des composés de phosphate inorganique insoluble, tels que le
phosphate tricalcique, le phosphate dicalcique, I'hydroxyapatite et le phosphate de roche (Khan
et al., 2009; Sashidhar and Podile, 2010). Ces bactéries permettent la disponibilité du P pour
les plantes par minéralisation du phosphate organique du sol et par solubilisation des phosphates
précipités (Toro, 2007; Wani et al., 2007). Les solubilisations de différents types de phosphates
insolubles varient selon le type de microorganismes, les conditions environnementales et les
sources disponibles de carbone et de phosphate (Khan et al., 2010; Richardson and Simpson,
2011; Zaidi et al., 2009) (Figure I- 6). Parmi les différentes stratégies adoptées par ces bactéries,
la sécrétion d'acides organiques de faible masse moléculaire est une théorie bien reconnue et
largement acceptée comme principal moyen de solubilisation phosphate. Ces acides sécrétés
augmentent la teneur en P disponible en diminuant I'adsorption des composés de phosphate
dans le sol (Bolan et al., 1990).
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Figure 1- 6: Représentation schématique des mécanismes de la solubilisation/minéralisation
et immobilisation du phosphore (Sharma et al., 2013).

1.6.1.3 Solubilisation du potassium (K)

Le potassium (K) est considéré comme un nutriment essentiel et un constituant majeur de toutes
les cellules vivantes. Naturellement, les sols contiennent du K en plus grande quantité que tout
autre élément nutritif. Cependant, la majeure partie du K est présente en forme non assimilable
par les plantes. Ainsi, les bactéries solubilisatrices du potassium (BSK) peuvent assurer une
meilleure disponibilité de cet élément en solubilisant les minéraux porteurs de K et convertir
les formes insolubles en formes solubles et assimilables par les plantes. De nombreuses
bactéries telles que Acidothiobacillus ferrooxidans, Paenibacillus spp., Bacillus mucilaginosus,
B. edaphicus et B. circulans ont la capacité de solubiliser les minéraux porteurs de K (Meena
etal., 2016). Les BSK sont généralement présents dans tous les sols, bien que leur nombre, leur
diversité et leur capacité de solubilisation du K varient en fonction du sol et des conditions
climatiques. Les BSK peuvent dissoudre les minéraux silicatés et libérer du K par la production
d'acides organiques et inorganiques, l'acidolyse, les polysaccharides, la complexolyse, la

chélation et les réactions d'échange (Lodi et al., 2022).

1.6.1.4 Production des siderophores

Les sidérophores sont des métabolites secondaires d’un poids moléculaire faible et d’une tres
haute affinité aux ions ferriques dont le role est de solubiliser, chélater et d’extraire le fer (I11)
de nombreux complexes minéraux ou organiques et le rendre ainsi accessible aux plantes. Les

sidérophores sont produits par les PGPR en réponse a des conditions de carence en fer
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permettant ainsi aux plantes 1’acquisition de quantités suffisantes en fer (Ahmed and
Holmstrém, 2014). En plus de leur capacité a assurer une nutrition en fer des plantes, les
bactéries produisant les sidérophores peuvent avoir des actions antagonistes contre les délétéeres
et les champignons phytopathogénes en inhibant leur croissance par compétition et
séquestration du fer libre (Sayyed et al., 2013). Bien que les sidérophores soient généralement
considérés comme présentant une spécificité élevee pour le fer, il a également été rapporté qu'ils
se lient & divers ions métalliques et métalloides. Cette capacité unique permet aux sidérophores
de solubiliser et de mobiliser les métaux lourds et les meétalloides du sol, facilitant ainsi leur

bioremédiation (Roskova et al., 2022).

1.6.1.5 Production d’Auxine

Les phytohormones produites par les bactéries de la rhizosphere (ex : Auxines, Gibbérellines,
Cytokinines) peuvent intervenir efficacement dans plusieurs étapes de la croissance et du
développement des plantes telles que 1’élongation, la division cellulaire et la différenciation
tissulaire. En particulier, la production d’auxine semble étre une propriété de la promotion de
la croissance des plantes la plus répandue parmi les PGPR. L’ Acide indole-3-acétique (AlA)
fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du développement des
plantes, agissant sur l'organogenése, les réponses cellulaires telles que I'expansion des cellules,
la division, la différenciation et la régulation des génes (Patten and Glick, 2002; Zhao, 2010).
L’effet positif de I’inoculation par des bactéries productrices d’auxine sur le poids sec aérien et
racinaire et aussi sur la nodulation des plantes est largement connu. Jusqu'a présent, Deux voies
principales de la biosynthése de I'lAA ont été proposées: dépendantes et indépendantes du
Tryptophane (Trp) (Mano and Nemoto, 2012). Parmi toutes les voies de synthese proposées,
celle dépendante du Trp est la mieux étudiée et expliquée. Il a été clairement démontré que la
biosynthese d'auxine dépendante de Trp est essentielle pour I'embryogeneése, la croissance des
graines, la floraison et d'autres processus de développement (Cheng et al., 2006, 2007;
Stepanova et al., 2008; Tao et al., 2008).

1.6.2.6 Production de ’ACC désaminase

Outre l’auxine, la production de I’enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC)
désaminase est sans doute 'une des caractéristiques bactériennes essentielles pour la
stimulation de la croissance des plantes (Glick, 2012). En réponse a des contraintes comme la
salinité, la sécheresse et la température, les PGPR produisant I’ACC désaminase stimulant la

croissance des plantes par la régulation de la production massive d’éthyléne qui est produit de
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maniere endogéne par les plantes et agit comme molécule secondaire de signal dans I'induction
des défenses de la plante (Glick, 2012; Van de Poel and Van Der Straeten, 2014).

1.7 L’inoculation bactérienne comme moyen d’allégement des stress nutritionnels et
abiotiques affectant la symbiose rhizobium-légumineuses

1.7.1 Inoculation par les rhizobia

L’utilisation des rhizobia autant qu’inoculum bactérien constitue une approche écologique tres
prometteuse. L’inoculation par des rhizobia permet d’améliorer la croissance et le rendement
des plantes en conditions de déficit nutritionnel et salines élevées et induire également une
tolérance au stress de déficit hydrique (EI-Akhal et al., 2013; Ullah et al., 2017). Les rhizobia
ont été également utilisés pour favoriser la croissance des plantes dans des sols contaminés par
des métaux lourds. Notamment, Duan et al., (2022) ont montré que la symbiose Rhizobium-
Alfalfa a atténué I'inhibition de la croissance induite par le Cu en augmentant la teneur en
chlorophylle, la hauteur et la biomasse des plantes, en plus des teneurs en azote et en phosphore.
De plus, Chen et al. (2018) ont rapporté que la symbiose plante-Rhizobium peut favoriser la
croissance des plantes et réguler l'activité enzymatique antioxydante. Par conséquent,
I’utilisation des rhizobia comme inoculum constitue une approche possible pour surmonter les

effets déléteres de I’environnement sur la croissance végétale.

1.7.2 Effet de ’inoculation avec les PGPR

Actuellement, les approches biotechnologiques respectueuses de I'environnement offrent
plusieurs alternatives a l'application d'engrais et des produits chimiques pour ’amélioration de
la productivité et pour la lutte chimique contre les maladies et les ravageurs des plantes. Parmi
ces alternatives, le développement des inoculants de bactéries rhizosphériques stimulatrices de
la croissance des plantes (PGPR) est I’exemple le mieux connu et étudié. En effet, les PGPR
peuvent améliorer I’acquisition de I’eau et des nutriments minéraux par la plante, suite aux
effets de stimulation bactérienne du développement du systeme racinaire. Cet effet se
matérialise par une augmentation du nombre et/ou de la longueur des racines, avec une
¢longation des poils racinaires suite a I’inoculation (Vacheron et al., 2013). Ces bactéries
peuvent aussi améliorer la réponse des plantes inoculées aux facteurs de stress externes tels que
les stress salin et hydrique (Mellidou and Karamanoli, 2022). 1l a été egalement démontré que
les PGPR peuvent réduire les effets toxiques du métal vis-a-vis de la plante par une amélioration
de biomasse végetale dans des sols contaminés par les métaux lourds (He et al., 2020). Les

PGPR peuvent également étre exploités comme biopesticide efficace pour un systéeme agricole

19



durable. En effet, elles peuvent inhiber la croissance de plusieurs phytopathogenes via différents
mécanismes comme la compétition pour l'espace et les nutriments, production des
bactériocines, des enzymes lytiques, des antibiotiques ou des sidérophores (Beneduzi et al.,
2012).

1.7.3 Co-inoculation des légumineuses avec les rhizobia et les PGPR

Une des symbioses les plus étudiées a 1’heure actuelle est ’association entre les bactéries
symbiotiques, fixatrices d'azote (Rhizobium) et les légumineuses qui a pour principale objectif
I’amélioration de la croissance des plantes en réduisant ou minimisant les apports d’engrais
azotés. Cependant, cet effet favorable peut étre amélioré par la présence de bactéries
phytostimulatrices (PGPR). A cet effet, plusieurs chercheurs s’intéressent a I’étude de 1’effet
combiné des bactéries fixatrices d’azote et des PGPR sur la croissance et le développement des
plantes. Plusieurs expérimentations conduites sur différentes especes indiquent que cette double
inoculation se montre plus efficace qu’une simple inoculation. En ce sens, Korir et al. (2017)
ont rapporté que la co-inoculation du haricot vert (P. vulgaris L.) avec la PGPR Bacillus
megaterium associée au Rhizobium a amélioré la croissance de la plante de 34% par rapport a
I'inoculation avec le Rhizobium seul. Une autre étude a démontré que la double inoculation par
des rhizobia et des souches PGPR Enterobacter clocae et Pseudomonas sp. pourrait aider a
atténuer le stress du cuivre dans des conditions hydroponiques (Fatnassi et al., 2015). De plus,
les PGPR peuvent affecter positivement la performance symbiotique des rhizobia en améliorant
la nodulation, la fixation symbiotique d’azote et I’acquisition des nutriments (Tu et al., 2021).
Ainsi, la double inoculation rhizobium-PGPR peut s’avérer importante pour 1'amélioration de
la productivité agricole et présente donc un grand intérét économique vue qu’un grand nombre

de ces plantes sont cultivées a des fins alimentaires.

20


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enterobacter
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pseudomonas

Chapitre 11 : Isolement et caracterisation des
Isolats des nodules du haricot
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1.1 Introduction

Le haricot vert, a I’image des autres 1égumineuses, est capable d’établir des symbioses fixatrices
d’azote avec des bactéries du sol du type Rhizobium. D’autant plus, il peut s’associer avec des
groupes bactériens génétiquement hétérogenes d'origines différentes (Garcia-Fraile et al., 2010;
Mostasso et al., 2002). Cependant, ces relations symbiotiques sont souvent moins ou non
efficaces (Michiels et al., 1998). Le haricot est également caractérisé par une faible efficacité
de fixation d’azote en comparaison avec d’autres légumineuses (Farid and Navabi, 2015;
Hardarson, 1993). Cette faible efficacité de fixation d’azote qui caractérise le haricot est
attribuée principalement a sa nodulation promiscueuse (Rodriguez-Navarro et al., 2000). En
effet, le haricot vert peut étre nodulé par différents symbiovars de rhizobium indigenes et
inefficaces. Par conséquent, la production du haricot repose principalement sur une fertilisation
azotée intensive qui empéche en retour I'expression optimale de la nodulation et de son potentiel

symbiotique.

Le criblage de souches rhizobiennes efficaces et compatibles avec les cultivars du haricot vert,
reste alors le moyen le plus efficace pour réussir 1I’inoculation et accroitre la contribution de la
fixation symbiotique d’azote et la nutrition azotée de cette Iégumineuse. Outre leur potentiel de
fixation symbiotique d'azote, certaines souches de Rhizobium sont capables de promouvoir la
croissance des plantes par d’autres mécanismes notamment l'amélioration de la nutrition
minérale par la solubilisation du phosphate (Singh et al., 2014), la modulation des niveaux
d'hormones végétales par la production de phytohormones telles que les auxines (Zahir et al.,
2010), I’augmentation de l'absorption de fer par la libération de sidérophores capables de
chélater le fer avec une tres haute affinité (Neilands, 1995) ou d'atténuer différents stress des
plantes telles que la salinité, I'acidité ou l'alcalinité (Habib et al., 2016; Inagaki et al., 2015).
Ainsi, pour une inoculation réussie, de nombreux rapports indiques que la meilleure approche
serait d’isoler des souches symbiotiques natives et efficaces a partir des sites locaux de la

production du haricot vert (Hungria et al., 2003; Mostasso et al., 2002).

Dans le but de sélectionner des inoculants efficaces pour le haricot vert, ce travail a été congu
pour isoler et caractériser des souches rhizobiennes natives du haricot vert présentant différents
traits PGP et capables de tolérer certains types de stress. La premiere partie a concerné la
caractérisation in-vitro de toutes les souches isolées a partir des nodules du haricot vert prélevés
de différents sites de production suivie d’une évaluation du potentiel symbiotique des souches

les plus performantes sous conditions controlées.
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1.2 Matériel et méthodes

11.2.1 Collecte des plantes du haricot et isolement des bactéries symbiotiques

Pour constituer la collection de rhizobia nodulant le haricot vert (Phaseolus vulgaris L.), des
collectes de plantes ont été menées pendant différentes compagnes de production. Les
prospections ont couvert les zones de production les plus importantes du haricot vert au Maroc:
la région de Rabat Salé Zemmour Zaer (13 sites), la plaine du Gharb (18 sites), la région de
Tadla Azilal (13 sites) et la région de I’Oriental (18 sites). L’ensemble des sites de collecte des

plantes du haricot figure dans la figure 11-1.
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Figure I11- 111 : Positions géographiques des zones de prospection

11.2.2 Collecte des nodules

Les plantes du haricot ont été collectées en début de la phase de floraison. La collecte est
réalisée selon les techniques préconisées par Somasegaran and Hoben (2012) et Vincent (1970).
Il s’agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et 20 cm en profondeur pour extraire la

plante avec son appareil racinaire entier. Au laboratoire, les racines des plantes ont été lavées
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délicatement a I’eau de robinet pour les débarrasser des grains de terre et d’autres déchets sans

endommager les nodules qui sont par la suite prélevés et stérilisés.

11.2.3 Désinfection des nodules

La désinfection des nodules a été faite selon la méthode décrite par Vincent (1970). Les nodules
sont prélevés au niveau des racines et trempés dans 1’éthanol absolu a 90% pendant 5 min puis
transférés dans une solution de Chlorure de Mercure (HgCl») acidifie a 0.1% (p/v) pendant 10

secondes ensuite ils sont rincés 10 fois a I’eau distillée stérile.

11.2.4 Isolement bactérien a partir des nodules

Les nodules désinfectés sont écrasés individuellement dans une goutte d’eau distillée stérile et
la partie de la zone centrale rouge indiquant la présence de la leghémoglobine est prélevée a
I’aide d’une anse et est étalée sur milieu Yeast Extract Mannitol (YEM) additionné de rouge
Congo (Annexe 1). A partir du dép6t, des stries d'épuisement sont effectuées sur le milieu
gélosé de maniére a avoir des colonies isolées et donc faciles a caractériser. Les boites de Petri

sont mises en incubation a 28°C pendant 48h.

11.2.5 Purification des isolats

Apres 48h d’incubation, les colonies ayant peu absorbé le rouge Congo et d’aspect gommeux,
translucide et de couleur rose clair, caractéristiques des souches de rhizobium, sont isolées et
purifiées par repiquages successifs sur milieu YEM gélosé. Les isolats ainsi purifiées et
nommees sont stockées a -80°C dans du Glycérol a 20% et une autre copie de chaque isolat a

été conservée au réfrigérateur (4°C) en vue de leur caractérisation.

11.2.6 Caractérisation physiologique et criblage des isolats

Ce type de caractérisation est considéré comme une étape primordiale pour le criblage et I’étude
des isolats nouvellement isolés et constituent la base de la description bactérienne. Ces
descriptions font appel principalement aux caractéristiques physiologiques (la tolérance a
certains facteurs de I’environnement telle que la salinité) et symbiotiques (la capacité infective,
effective et compétitive) des bactéries en utilisant des techniques standardisées. Les critéres
retenus dans notre travail sont des critéres physiologiques basés sur 1’aptitude des souches a
croitre en présence de différents niveaux de certains types de sel a savoir NaCl, KCI et CaCl»
et du pH. Aussi, la présence d’une activit¢ phytobénéfique (la production d’auxine ou de

siderophores et la solubilisation du phosphate).
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11.2.6.1 Préparation des cultures bactériennes

Pour la réalisation de toutes les manipulations, des pré-cultures bactériennes sont préparées a
partir de colonies pures dans des tubes contenant le milieu YEM liquide stérile. Apres
incubation sous agitation & 28°C, les cultures en phase exponentielle ont été ajustées a une

densité optique (ODsoonm) égale a 0.05.

11.2.6.2 Tolérance a la salinité

La tolérance a la salinité des isolats est déterminée par une estimation visuelle de leur croissance
sur YEM solide renfermant des teneurs croissantes (0.17, 0.35, 0.51 et 0.64 M) en NaCl, KCI
ou CaCl.. Les différents types de sel ont été ajoutés séparément au milieu de culture avant
autoclavage et les boites de Petri sont inoculées a partir des pré-cultures bactériennes
fraichement préparées a raison de trois répétitions. La croissance de chaque isolat est estimée
apres 24, 48 et 72h d’incubation a 28°C. La lecture des résultats consistait a noter la présence
ou |"absence de croissance sur un milieu donné en comparaison a un témoin inoculé sur milieu

YEM dépourvu de sel.

11.2.6.3 Tolérance au pH

L’évaluation de la croissance bactérienne a différents pH a été étudiée sur milieu YEM. Le
milieu de culture est ajusté a différentes valeurs de pH : 4-5-7-8 et 9. Les pH acides (4 et 5) ont
été ajustés par D’ajout du tampon HOMOPIPES (Homopiperazine-N,N"-bis (acide
éthanosulfonique), alors que le tampon TAPS (N-Tris (hydroxyméthyl) méthyl-3- acide
aminopropane sulfonique, SIGMA Aldrich) a été utilisé pour obtenir les pH alcalins (8 et 9).
Les deux tampons ont été ajoutés a une concentration de 25 mM. Dans le cas des pH acides, le

milieu est autoclavé séparément de la solution tampon afin d"éviter I"hydrolyse de I"agar.

11.2.7 Evaluation des activités PGPR
L’objectif principal de cette partie est de déterminer in-vitro si les bactéries isolées possédent
la capacité de production de métabolites susceptibles d’améliorer la croissance des plantes. Ce
screening permettra par la suite le choix des souches les plus performantes a tester avec la
plante. Différentes activités PGP sont testees : celles ayant un role de biofertilisation comme la
solubilisation du phosphate, la fixation d’azote ou la production de NHs, celles considérées
comme biostimulatrices telle que la production de phytohormones (principalement 1’AIA) et
enfin celles impliquées dans le biocontréle des phytopathogénes comme la production des

sidérophores, qui joue également un réle majeur dans 1’acquisition du fer. Par ailleurs, nous
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avons mesuré¢ 1’activité de I’ACC désaminase, qui joue un réle majeur de la tolérance des

plantes aux conditions stressantes.

11.2.7.1 Solubilisation du phosphate

Le potentiel des bactéries isolées a solubiliser le phosphate inorganique a été évalué sur milieu
liquide. Les pré-cultures sont préparées dans le milieu YEM liquide dans les mémes conditions
décrites préecédemment et sont utilisées pour ensemencer 100 mL du milieu Pikovskaya (PVK)
(Pikovskaya, 1948) contenant 0.05g de roche phosphatée broyée comme source de phosphate
(Annexe 1). La densité optique a 600 nm initiale du mélange a 1’instant To est de 0.05. Apres
incubation des cultures bactériennes, la quantité de phosphate libre en ppm est déterminée par
la méthode colorimétrique utilisant le réactif VVanadate- molybdate (Tandon et al., 1968) a partir
d’une courbe étalon standard qui représente la DO a 405 nm en fonction de concentrations
connues de phosphate soluble (KH2PO4). Un premier criblage pour repérer les isolats capables
de solubiliser le phosphate inorganique a ¢été fait aprés 48h d’incubation des cultures
bactériennes, avec mesure du pH du milieu et du phosphate libéré. Dans un deuxiéme temps, la
cinétique de solubilisation du phosphate par des isolats sélectionnés a été déterminée en opérant
des prélevements apres 24, 32 et 48h d’incubation, avec la mesure du pH et de la quantité de
phosphate libéré.

Pour le dosage du phosphate soluble, 2 mL de la culture sont centrifugés & 13 000 rpm pendant
14 min, ensuite le surnageant est transféré dans de nouveaux micro-tubes et stocké a -20°C.
Pour le dosage, on dépose dans les puits d’une plaque de microtitration 200 UL de chaque
surnageant et 800 pL de réactif Vanadate- molybdate. Aprés incubation du mélange réactif-

surnageant pendant 2h, la DO a 405 nm est mesurée.

11.2.7.2 Production d’Acide Indole Acétique (AlA)

La production de I’AIA a été évaluée dans un premier temps qualitativement sur boites de Petri
contenant le milieu YEM auquel est ajouté 0.5 mg /mL du tryptophane (Trp) afin de repérer les
bactéries productrices de cette phytohormone. Un volume de 10 pL de chaque culture
bactérienne est déposé a la surface du milieu YEM+Trp puis incubé a 28°C pendant 24h. La
présence d’AIA a été déterminée visuellement aprés incubation en déposant un filtre
membranaire imbibé du réactif Salkowski (Ehmann, 1977) (Annexe 2). La production d’AIA

est notée par le virage de la coloration jaune du filtre a une couleur rose fonce.
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Apres avoir repéré les isolats producteurs d’AIA sur milieu solide, une deuxieme €évaluation
quantitative de leur potentiel a produire I’AIA a été réalisée. Le milieu de culture YEM+Trp
liquide a été ensemencé par des pre-cultures fraichement préparées de chaque souche (DOsoonm
finale est de 0.05) et incubé a 28°C pendant 24h sous agitation. Des prélévements sont realisés
apres 24, 48 et 72h d’incubation. Les échantillons prélevés sont centrifugés a 13 000 tours/mn
pendant 14 min et le surnageant est filtré a travers un filtre millipore 0.2 um stérile pour
s’assurer de I’absence de bactéries qui risqueraient de fausser la lecture de la DO. Pour le
dosage, on mélange dans des cuves semi-micro (2.5 mL) 200 pL de surnageant et 800 pL du
réactif de Salkowsky. Le mélange réactionnel est ensuite mis a 1’obscurité a température
ambiante pendant 30 min avant de mesurer la DO a 540 nm. Les concentrations d’AIA sont
déterminées a I’aide d’une courbe étalon construite a partir de différentes mesures de DOsaonm

en fonction des concentrations croissantes d’AIA (de 0 a 125 pg/mL).

11.2.7.3 Production des sidérophores

La production des sidérophores a été déterminée tout d’abord qualitativement sur milieu solide
suivi d’une évaluation semi quantitative sur milieu liquide. La détermination de la capacité de
nos isolats & produire les sidérophores a été réalisée selon la méthode décrite par Schwyn et
Neilands (1987). Le milieu utilisé est le milieu Modi (Mayuranki et al., 1985) (Annexe 1) étant
donné sa composition exempte de fer, il est préconisé pour mettre en évidence la production de
sidérophores. Un volume de 10 uL de chaque culture bactérienne est déposé a la surface du
milieu et les boites de Petri sont incubées a 28°C pendant 24h. Pour la mise en évidence de la
présence de sidérophores dans le milieu ensemencé, la gélose au réactif Chrome Azurol-S
(CAS) (Annexe 2) est coulée a la surface de la culture bactérienne. Aprés contact de quelques
heures, le changement de la couleur bleu du réactif en orange qui est di au transfert des ions
ferriques du CAS vers les sidérophores apparait autour de la colonie indiquant la présence de
sidérophores dans le milieu.

Les isolats qui ont révelés une capacité a produire les sidérophores sur boites de Petri sont
évalués sur milieu Modi liquide pour une estimation semi quantitative de la quantité produite
des sidérophores. Le milieu est ensemencé par un volume précis des cultures bactériennes de
fagon & avoir une DOeoonm finale de 0.05 ensuite les tubes sont incubés a 28°C. Aprés 7 jours
d’incubation, Les cultures sont centrifugees a 13 000 tours/mn pendant 14 min et leur pH est
ajuste a 7. Pour la révélation, 1 mL de surnageant est mis dans un tube a hémolyse et mélange

avec 1 mL du réactif CAS. Apreés incubation a lI'obscurité et a température ambiante la couleur
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bleu vire vers le rouge-orangeé selon le taux de production des sidérophores. La DO est mesurée
par spectrophotométrie & 630 nm apres 2h d’incubation. Le pourcentage de sidérophores est
calculé selon la formule suivante [(Ar — As)/ A r] x 100 = % unité de sidérophores ou, ‘Ar’
représente I’absorbance du témoin (Milieu Modi+CAS) et ‘As’ représente 1’absorbance de
I’échantillon (surnageant+CAS) (Machuca and Milagres, 2003). Ce calcul permet de comparer

les différences de production entre les isolats bactériens.

11.2.7.4 Production d’ACC-désaminase

L’existence d’une activité ACC désaminase est déterminée par la capacité des isolats bactériens
a utiliser I’ACC comme seule source d’azote. Les cultures bactériennes fraichement préparées
sont centrifugées puis le culot récuperé et lavé plusieurs fois a I’eau physiologique (0.9%). Les
suspensions bactériennes sont ajustées a une méme densité optique et sont inoculées dans des
puits microplaque. Trois types de puits sont ensemencés : I’ACC, le sulfate d'ammonium
(NH4)2SO04 (témoin positif) ou le sulfate de magnésium (MgS0O.)7H20 (témoin négatif). Le
milieu minimum de DF (Dworkin and Foster, 1958) (Annexe 1) utilisé est réparti dans une
microplagque a 96 puits a raison de 120 pL par puits. Dans les 4 premiers puis de la microplaque
on ajoute 12 pL d’une solution de MgSO47H,0 (0.1 M), dans les 4 puits qui suivent 12 pL de
(NH4)2S04 (0.1 M) et en fin 12 pL de la solution d'ACC (3.0 mM) dans les 4 derniers puits. La
densité optique & 600 nm est mesurée a To et aprés 7 jours d’incubation. La croissance
bactérienne est comparée dans les trois milieux utilisés. L’activit¢ ACC désaminase est
considérée positive pour les souches ayant une DO supérieure a celle de la solution de

MgSO47H-0 se traduisant par une utilisation de I’ACC comme source de carbone et d’azote.

11.2.7.5 Production d’ammoniac (NH3)

Ce test qualitatif est réalisé selon la méthode de Cappuccino and Sherman (1992). Il consiste a
inoculer des tubes contenant 5 mL d’eau peptonée (25.5 g/l) par les précultures bactériennes.
Aprés incubation a 28°C pendant 48h, 250 uL du réactif de Nessler (Annexe 2) sont ajoutés
dans chaque tube. Le développement d’une couleur jaune indique la production de petites

quantités de NH3 produit ou d’orange a marron indiquant un maximum de production.

11.2.8 Evaluation de I'efficience symbiotique des isolats de la collection

11.2.8.1 Préparation de culture bactérienne et semi

Dans cette expérience et dans toutes les expérimentations d’inoculation réalisées sous serre,

nous avons choisi la variété «Tania». Cette variété est I’une des variétés du haricot filet fin
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dominantes du marché marocain et conseillée pour 1’exportation. Les récoltes peuvent s’étaler
jusqu'a 70 a 90 jours apres les semis offrant ainsi un bon rendement d’ou I’importance de cette
variété pour les agriculteurs. Les semences nous ont été fournies par I’Institut National de la

Recherche Agronomique (INRA).

Les graines du haricot ont été désinfectées superficiellement par 1’alcool a 90% tout en agitant
manuellement pendant 10 min puis transférées dans une solution de chlorure de mercure & 0.2%
(HgCl) pendant 10 secondes. A la fin, les graines sont rincées 5 a 7 fois a I"eau distillée stérile
pour éliminer toute trace de chlorure de mercure. Ces graines sont ensuite mises a pré-germer
sur un milieu semi-gelosé (0.7% d’agar) dans des boites de Petri et placées dans un incubateur
a I’obscurité a 28°C pendant 48h. Les graines pré-germées sont semées dans des pots de 17 cm
de diametre et 15 cm de hauteur contenant de la perlite autoclavée (a raison de six graines par

pot). Apres quelques jours de semis, le nombre de plantes a été réduit a 4 plantules par pot.

11.2.8.2 Inoculation et conduite de P’essai

Les isolats sélectionnés pour tester leur infectivité et leur efficience ont été cultivé séparément
dans du milieu YEM liquide dans les mémes conditions d’incubation citées précédemment. La
suspension bactérienne qui servira d’inoculum est récupérée en phase exponentielle de
croissance. Chaque graine est inoculée avec un volume précis de la suspension pour obtenir une
concentration d’environ 10° UFC /graine. L’inoculation est faite par application directe de la
suspension bactérienne sur les graines pré-germées aseptiquement lors du semis. Les plantes
ont été arrosees par une solution nutritive proposée par Broughton et Dilworth (1971) (Annexe
3). L’essai a été réalisée selon le dispositif Bloc Aléatoire Complet (BAC) et a été conduit
durant les périodes de culture du haricot vert (Avril et Septembre) dans des conditions
contr6lées : une température de 28/19°C (jour/nuit) et une humidité relative de 55/75%. Le
témoin azoté est constitué de plantes non inoculées mais arrosées avec de la solution nutritive
additionnée de KNO3 a 0.05% comme source d’azote. Apres 40 jours de croissance, les parties
aeriennes, racinaires et les nodules des plantes ont été séparés et les biomasses seches ont été

déterminées apreés séchage a 60°C pendant 48 heures.

11.2.9 Identification moléculaire des souches nodulant le haricot vert

Aprés avoir tester I’infectivité des isolats issus des nodosités prélevées sur P. vulgaris, seuls
les isolats qui ont reussi a former des nodules sur leur plante hote ont été retenus pour une

identification moléculaire suite au séquencage du géne ribosomal ADNr 16S.
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11.2.9.1 Extraction de I"’ADN génomique

L’extraction de I’ADN génomique a été conduite selon la méthode phénol/chloroforme décrite
par Chen and Kuo (1993). Cette méthode est adaptée aux bactéries Gram négatif, notamment
celles qui produisent des exopolysaccharides.

A partir d’une culture bactérienne pure, quelques colonies sont prélevées a ’anse et
ensemencées dans un tube a essai contenant du milieu TY liquide (Annexe 1), puis incubées
jusqu’a la phase de croissance exponentielle. Un volume de 2 mL de chaque préculture est
transféré dans un tube Eppendorf et soumis a centrifugation a 12 000 rpm pendant 3 minutes a
température ambiante. Le surnageant est éliminé en gardant le culot bactérien auquel 400 pL
du tampon de lyse sont ajoutés (Annexe 4) et 100 uL. de NaCl (5M) qui permet de précipiter les
protéines. Le tout est homogénéisé au vortex puis incubé a 37°C pendant 30 min. Les étapes

qui suivent I’incubation se déroulent comme suit :

- Sous une hotte chimique, ajouter un volume de phénol/chloroforme équivalent au volume du
mélange puis agiter énergiquement jusqu’a ce que les phases se mélangent ensuite centrifuger
10 minutes a 13 000 rpm.

-Toujours sous hotte chimique, récupérer et transférer la phase supérieure dans un nouveau tube
Eppendorf et y ajouter un volume égal de phénol/chloroforme. Agiter énergiquement puis
centrifuger a 13 000 rpm pendant 10 nouvelles minutes.

-Récupérer la phase supérieure et y ajouter 900 pL d’Ethanol absolu (ice-cold) et 50 uL
d’Acétate de Sodium (3 M), agiter doucement le tube par retournement jusqu’a I’apparition des
filaments d”’ADN puis incuber 30 minutes a -20°C pour une précipitation de I’ADN.

-Apres incubation, centrifuger I’ensemble pendant 10 minutes a 12 000 rpm, éliminer le
surnageant et rincer I"’ADN formant le culot avec de I"éthanol a 70% puis centrifuger a nouveau
a 12 000 rpm pendant 1 minute.

-Eliminer a nouveau le surnageant avec précaution et laisser secher I"’ADN génomique a
température ambiante.

-Re-suspendre I"’ADN dans 55 pL d’eau déonisée stérilisée, filtrée et traitée a I’'UV. Le tube est
ensuite gardé pendant une nuit a 4°C.

La quantité, la qualité est la puret¢ de d’ADN extrait est vérifié par spectrophotométrie
(NanoDropR ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc.) puis il est conservé
a-20°C jusqu’a son utilisation. Aprés extraction et dosage de I’ADN, si nécessaire une dilution

est réalisée pour obtenir une concentration de 50 ng/mL qui est utilisé dans les amplifications
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d’ADN. La préparation d"ADN ainsi obtenue peut étre utilisée dans toutes les expériences

préconisées pour la caractérisation moléculaire des rhizobia du haricot.

11.2.9.2 Amplification de I'ADN ribosomal 16S

L’ADNr 168 des isolats a été amplifi¢ par un couple d’amorces spécifiques décrit par Herrera-
Cervera et al. (1999), I’amorce forward4l F (5- GCTCAGATTGAACGCTGGCG -3’) et
reverse 1488 (5-CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC-3"). Ces amorces ont été utilisées a la
fois pour la PCR et les réactions de séquencage. Le mélange réactionnel d’un volume final de
25 pL est présenté dans le Tableau 11-1. L’amplification de I’ADN se déroule comme suit :
apres une premiere phase de dénaturation (5 mn a 94°C), 35 cycles comprenant chacun trois
étapes de variation de température : Dénaturation de 45 s a 94°C, Hybridation de 1 mn a 55°C
et une Extension de 2 mn a 72°C. A la fin du dernier cycle, une élongation finale de 7 mn a

72°C permet d"achever les synthéses de I’ADN en cours.

Tableau I1- 1: Mélange réactionnel utilisé dans la PCR de I"’ADNr 16S

Réactifs VVolume (uL) Concentration finale
MyTaq Mix (Bioline)* 125 -

Amorce 41f (10 pmol/uL) 1 0.4 pmol
Amorce 1488r (10 pmol/uL) 1 0.4 pmol

H.O déionisée stérile 9.5 -

ADN génomique 1 -

*MyTag Mix (Bioline) contient la Tagq polymérase, les dNTPs, le MgCl, et le tampon de réaction a des

concentrations optimales pour la PCR.

L’amplification des fragments a été vérifiée par migration sur gel d’électrophoreése d’agarose
1%. La taille de la séquence d’ADN amplifiée a été évaluée sur gel grace a un marqueur de
poids moléculaire connu (Invitrogen). Aprés visualisation du gel, les amplifiats ont été

séquencés par la société Genoscreen (Lille, France).

11.2.9.3 Analyse des séquences nucléotidiques, correction et alignement

Les séquences nucléotidiques ont été vérifiées et corrigées manuellement a I'aide de Chromas
LITE (version 2.1), les alignements ont été recorrigés manuellement a 1’aide de GeneDoc

(version 2.7) (Nicholas et al., 1997).

11.2.9.4 Analyse phylogénétique

L’arbre phylogénétique a été construit par la méthode de Neighbour-joining method (NJ) en
utilisant le logiciel MEGA version 7 (Saitou and Nei, 1987) suivant le modéle de Kimura 2-

parametres (Kimura, 1980). Le bootstrap de chaque nceud a été évaluée avec 1000 réplicats.
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L’arbre phylogénétique comporte également des séquences de référence apparentées a nos
isolats recupérées par BLASTN de la base de données GenBank. Les séquences obtenues sont
déposées dans la base de données GenBank et les numéros d’accessions de chaque isolat sont

indiqués sur I’arbre phylogénétique.

11.2.10 Analyses statistiques

A T’aide du programme statistique XL STAT, différentes analyses des données obtenues ont été
effectuées afin de déterminer la significativité des effets et des différences observées. Une
ANOVA (analyse de la variance) a été réalisée, les tests de comparaison multiple post hoc
Tukey et LSD ont été utilisés pour comparer les moyennes de chaque expérience. La différence
entre toutes les comparaisons faites est significative a 95% d'intervalle de confiance. Une

transformation des données est faite si nécessaire.

Les coefficients de corrélation de Pearson ont été calculés pour etablir les relations associatives
entre les différents parametres étudiés. Afin d’évaluer les différents paramétres de croissance
observés lors des essais conduits, les données ont été analysés pour appréhender la

significativité des différences intra et inter-traitements.

Pour étudier la relation entre les différents paramétres étudiés chez les isolats et leur origine de
prélévement, une Analyse Factorielle de Correspondance (AFC) a été réalisée en tant qu'analyse
exploratrice des données (Benzecri, 1992). Cette analyse est une méthode qui permet de
comparer les relations qui existent entre les individus et les variables en fonction d’un critére.
Pour tester I'indépendance entre les variables, un test d'indépendance du Chi-carré de Pearson
a été effectué. Les résultats sont présentés sous forme de valeur du khi-deux (x2), le degré de

liberté du test (ddl) et la probabilité de commettre I'erreur alpha (P).
11.3 Résultats

11.3.1 Collecte des plantes et isolats bactériens

Au cours des prospections effectuées, une bonne nodulation des plantes du haricot vert dans la
plaine de Gharb a été constatée suivi par la région de Tadla-Azilal ou la nodulation était moins
importante. Dans la région de 1’Oriental et de Salé Zemour Zaer la nodulation était totalement
absente chez la majorité des plantes sauf quelques exceptions avec un taux tres faible de
nodulation. De plus, les nodules présents étaient de petite taille et d’une couleur blanchatre,

signe d’une mauvaise capacité de fixation d’azote. La collecte des nodules a été faite
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directement dans des champs de haricot au niveau de 31 sites répartis entre la région de Tadla-

Azilal et la plaine du Gharb (Tableau I1-2). Cette collecte a permis I’isolement de 133 isolats

bactériens constituant le matériel biologique de base de la présente étude.

Tableau 11-2: Sites de collecte

Sites Isolats Localités Latitude N Longitude W
Pleine du 1 17 Delalha 34°50.538 006°10.905'
Gharb 2 7 Ouled Mesbah 34°47.766' 006°17.456'
3 7 Khennache 34°45.486' 006°18.842
4 7 Ahmiri 34°50.683' 006°12.794'
5 4 Merja Zerga 34°50.384' 006°14.143'
6 20 Tifelt 33°49.681" 006°14.297"
7 29 Lgnafda 34°49.650' 006°14.429'
8 12 Zwaka 33°46.868' 006°36.834"
9 10 Mghayten 34°48.092' 006°16.458'
Tadla- 10 4 Fem El Ansar 32°22.25.1' 006°16.00.6'
Azilal 11 6 Tagzirt 32°27.43.6' 006°12.04.4'
12 10 EL Khamsa 32°23.36.0' 006°18.01.4'

11.3.2 Caractérisation physiologique et criblage des souches

11.3.2.1 Tolérance a la salinité

L'évaluation de la tolérance des souches au sel (NaCl, KCI et CaCl,) a permis de mettre en

évidence différents niveaux de tolérance au sel selon I’isolat et le type de sel appliqué. La limite

de tolérance au sel est comprise entre 0.17 et 0.68 M pour KCI et NaCl et 0.51 M pour CaCls.

Figure 11-2:
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La totalité des isolats bactériens ont présenté une croissance statistiquement équivalente au
témoin (0 M) 4 0.17M de NaCl et KCI. De plus, une diminution graduelle du nombre d’isolats
capables de croitre est observée au fur et a mesure de I’augmentation de la concentration en sel.
Toutefois, quelques isolats ont été capables de tolérer des concentrations extrémes en NaCl et
KCl (jusqu’a 0.68 M). Par ailleurs, KCI s’est avéré moins toxique que NaCl pour la croissance
bactérienne. En effet, a 0.68 M de KCI, 33% des isolats ont pu croitre alors que seulement 12%
ont toléré cette concentration en NaCl. Cependant, CaCl s’est avéré plus toxique car a 0.17 M
seulement la moitié¢ des isolats (52%) arrivent a se développer alors qu’au-dela de cette
concentration seulement 3% ont pu croitre tandis qu'aucune souche ne tolere 0.68 M (Figure 11-
2). Suite a ces résultats, il convient de retenir que des souches hautement tolérantes pouvant
croitre jusqu’a 0.68 M de sel ont été identifiées.

11.3.2.2 Tolérance au pH

Les isolats testés se développent sur une large gamme de pH allant de 4 a 9 avec un optimum
de croissance a la neutralité (pH 7). La figure 11-3 montre que 1’alcalinité affecte moins la
croissance bactérienne que 1’acidité. A pH 9, seuls 19% des isolats étaient incapables de croitre

alors que 43% des isolats ont pu croitre a pH 4.

100% 96%

85% 81%

Figure 11-3: Diagramme représentant le pourcentage d’isolats tolérants les pH appliqués.

11.3.2.3 Production d’Acide Indole Acétique (AIA)
Sur milieu solide

Le test qualitatif sur milieu YEM solide additionné de Tryptophane a permis de mettre en
évidence la production de cette phytohormone chez 55% des isolats testés. La révelation de
cette production est traduite par le changement de la couleur du disque du filtre membranaire
en rose suite a I’addition du réactif Salkowski. L’intensité de la coloration rose était plus ou

moins vive selon les isolats testés.
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Sur milieu liquide

La quantité d’AIA produite par chaque isolat sur milieu YEM+Trp a été déterminée en se
référant & une courbe étalon obtenue a partir des concentrations connues d’AIA. Selon les
résultats obtenus, les isolats testés ont montré une capacité variable de synthése d’AIA qui
oscille entre 3 et 78 pg/mL (Tableau 11-3). Cependant, seulement 28% des isolats ont montré
des degrés élevés de production allant de 30 & 78 pg/mL. Tandis que le restant des isolats a
montré une production comprise entre 3 et 29 pug/mL.

Tableau 11-3: Fréquence de la production d’AIA chez les isolats.

Sites de Nombre total Isolats capables de Intervalle de
préléevement d’isolats produire ’ATA production (pg/mL)
Site 1 17 7 9-55
Site 2 7 3 17 - 49
Site 3 7 6 5-28
Site 4 7 5 5-70
Site 5 4 2 4 -57
Site 6 20 12 3-73
Site 7 29 12 8-67
Site 8 12 8 3-27
Site 9 10 7 3-78
Site 10 4 3 8-26
Site 11 6 4 4 -59
Site 12 10 5 8- 56

11.3.2.4 Solubilisation du Phosphate

La capacité de solubilisation des isolats a été déterminée par la mesure de la quantité du
phosphate libéré par des cultures bactériennes en milieu PVK contenant de la roche phosphatée
broyée. La quantité de phosphate solubilisé est déterminée a partir d’une courbe étalon a une

DOusonm €n fonction de concentrations déterminées en phosphate soluble (K2HPOa4)

Tableau 11-4: Fréguence de solubilisation du phosphate naturel chez les isolats.

Sites de Nombre total Isolats capables de Intervalle de
prélevement d’isolats solubiliser le P inorganique  production (pg/mL)
Site 1 17 11 9-16
Site 2 7 3 12 -14
Site 3 7 4 9-13
Site 4 7 5 9-24
Site 5 4 1 8-11
Site 6 20 20 9-25
Site 7 29 24 9-28
Site 8 12 6 11-24
Site 9 10 9 9-18
Site 10 4 4 11-62
Site 11 6 4 9-20
Site 12 10 10 9-51
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Environs 66% des isolats testés ont été capables de solubiliser le phosphate inorganique mais a
des taux de production trés variables. Cette variation de solubilisation s’étend de 9 a 62 pg/mL,
les isolats ayant une solubilisation inférieure a 9 pg/mL sont considérés comme non
solubilisateurs. Seuls 13 isolats ont été capables de produire un taux supérieur ou égal a 20
pg/mL suivi par 48 isolats qui solubilisent modérément le phosphate avec des taux compris
entre 12 et 19 pg/mL alors que le restant des isolats présentaient des taux de production situés
entre 9 et 11 pg/mL (Tableau 11-4).

11.3.2.5 Production des siderophores

Le test qualitatif nous a permis d’identifier 77 isolats capables de produire des sidérophores.
Suite aux résultats obtenus, une estimation semi-quantitative de la production des sidérophores
produits a été faite sur milieu liquide. Ce test a montré des taux de production variant entre 7
et 89%, avec plus de 60 isolats ayant des taux supérieurs ou égal a 50%, tandis que les taux
libérés par les autres isolats oscillent entre 11 et 48%. Par ailleurs, I’analyse statistique a montré

que I’estimation de la production des sidérophores par les isolats est significativement variable

(P<0.0001) (Tableau II-5).

Tableau I11-5: Fréguence de la production des sidérophores chez les isolats.

Sites de Nombre total Isolats capables de Intervalle de
prélévement d’isolats produire des sidérophores production (%)
Site 1 17 8 16 - 76
Site 2 7 5 16 - 88
Site 3 7 5 46 -85
Site 4 7 3 11-83
Site 5 4 4 53-88
Site 6 20 15 33-89
Site 7 29 21 31-88
Site 8 12 10 51-80
Site 9 10 6 26-78
Site 10 4 2 7-13
Site 11 6 3 15-34
Site 12 10 5 13- 58

11.3.3 Analyse Factorielle de Correspondance (AFC)

Dans le but d’étudier les relations éventuelles entre les résultats des différents paramétres testés
(activités PGP et tolérance aux stress salin et pH) et I’origine des souches, une AFC a éeté
réalisée. Pour ce faire, les isolats ont éte divisés en différents groupes selon leur performance

dans chaque test (Tableau 11-6).
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Tableau 11-6: Groupes des variables utilisés dans 1’ Analyse Factorielle de Correspondance

Haut Moyen  Faible No
Production d’auxine (pg/mL) 21-78 11-20 2-9 0
Solubilisation du phosphate (pg/mL) 16-62 12-14 10-11 7-9
Production des siderophores (%) 62-89 39-59 7-34 0
Tolérance a NaCl (M) 0.51-0.64 0.34 0.17 -
Tolérance a KCI (M) 0.51-0.64 0.34 0.17 -
Tolérance a CaCl, (M) 0.51-0.64 0.34 0.17 -
Tolérance au pH 4-9 4-7 7-9 7-8

*No : pas de production

La capacité des isolats a tolérer KCI (¥2 = 33.366; ddl = 16; P < 0.05) et NaCl (y2 = 32.262;
ddl = 16; P < 0.05) a été liée aux sites de prélevement. Les isolats venant des sites Ahmiri et
Dlalha se caractérisent par une forte tolérance a KCI (Figure 11-4 a). Dans le cas de NaCl, les
isolats venant de Zwaka, Merja Zerga et Ahmiri forment un groupe hautement tolérant a NaCl
(Figure 11-4b) alors que les isolats venant de ces mémes régions sont distingués par une
tolérance moyenne a KCI. Tandis que, les isolats de la région de Lgnafda sont particulierement
distingués par une faible tolérance aux deux types de sel. Il est a noter que, les analyses de sol
des sites de prélevement ont révélées que les valeurs de la conductivité électrique (CE) variaient
entre 0.1 et 0.3 mS/cm. Cependant, les eaux d’irrigation de ces sites ont montré des niveaux
différents de salinité exprimés en CE (dS/m) (Dlalha: 1.176; Ouled Mesbah: 0.92; Merja Zarka:
1.176; Lgnafda: 0.496; Zwaka: 1.244; Ahmiri: 1.102; Khennache: 0.707 ; Mghayten: 1.03 et

Tifelt: 0.83).
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Figure 11-4: Biplot de la relation entre les sites de prélévement des isolats et leur tolérance a KCI (a)

La capacité des isolats a solubiliser le phosphate inorganique a été également lié aux sites de
prelevement (y2 = 42.798; ddl = 24; P < 0.05) (Figure 11-5). Le groupe de Lgnafda, Zwaka et

et NaCl (b).
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Mghayten se distinguent par une faible capacité de solubilisation du P suivi par Tifelt avec une
solubilisation moyenne tandis qu’aucune capacité a solubiliser le P n’a été observee chez les
isolats de Dlalha et Merja Zerga. 1l est intéressant a noter que les isolats de la région Ahmiri
possedent a la fois une forte tolérance a la salinité ainsi que les meilleurs taux de solubilisation
du P.
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Figure 11- 5: Biplot de la relation entre les sites de prélevement des isolats et leur capacité a
solubiliser le phosphate inorganique.

Les biplots de la relation établis entre la production des sidérophores et la tolérance a KCI et
NaCl montrent la méme distribution des variables entre la tolérance aux deux types de sel et la
production des sidérophores (Figure 11-6). En effet, les isolats distingués par une forte capacité
a tolérer la salinité ont été incapables de produire les sidérophores, tandis que les isolats
produisant des quantités élevées de sidérophores ont montré une tolérance moyenne a la salinite.

Ce résultat suggeére une interaction possible entre ces différents parametres.
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Figure 11- 6.Biplot de la relation entre la capacité des isolats a tolérer KCI (a) et NaCl (b) et la
production des sidérophores.
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Par ailleurs, une relation significative s’est établie entre la capacité des isolats a tolérer le pH
(x2 =16.919; dd1 = 9; P < 0.001), NaCl (x2 = 14.325; ddl = 6; P < 0.05) et KCI (32 = 16.934;
ddl = 6; P < 0.01) et la production des siderophores (Figure 11-7). En revanche, la distribution
des variables entre la tolérance au pH et la production des sidérophores n’était pas alignée avec
celle de la tolérance au sel. Les isolats distingués par une forte capacité de production des
sidérophores sont peu tolérants aux différents pH alors que les mieux tolérants sont liés a une

production moyenne des sidérophores.
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Figure 11-7: Biplot de la relation entre la capacité des isolats a tolérer le pH et la production des
sidérophores.

11.3.4 Evaluation de ’efficacité symbiotique des isolats de la collection

Faisant suite aux différents tests de tolérance et d’activités PGP réalisés sur I’ensemble de la
collection de bactéries isolées des nodules du haricot prélevés, 45 isolats ont été retenus pour
un essai d’inoculation du haricot. Les isolats testés ont été choisis sur la base des résultats de
leur tolérance a NaCl, KCI, CaCly, et au pH, de méme que des niveaux élevés d’activités PGP
(Tableau, Annexe 6). Ce test avait pour but d’évaluer I’infectivité et ’efficience des isolats en
symbiose avec leur plante héte (Annexe 7). Dix-huit parmi les 45 isolats évalués ont formé des
nodules rougeatres sur les racines du haricot. La mesure des paramétres de nodulation et de
croissance des plantes a permis de mettre en évidence les trois meilleurs « LMR676, LMR670
et LMR674 » présentant des efficiences relative de 97, 70 et 50% respectivement. Malgré le
faible nombre de nodules obtenu par ces trois isolats, les poids sec nodulaires étaient les plus
élevés parmi tous les autres isolats. De plus, le poids sec des parties aériennes des plantes
inoculées par LMR676 et LMR670 étaient tres élevés et n’étaient pas statistiquement différents
du témoin azoté (Tableau 11-7). Cependant, il a été observé que certains isolats ont diminue le
poids sec aérien a un niveau inférieur a celui du témoin non azoté ce qui indique un effet négatif

sur la croissance de la plante du haricot vert.
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Tableau I1-7: Effet de I’inoculation sur le poids sec aérien, racinaire, nodulaire et sur le
nombre de nodules des plantes du haricot vert sous conditions contrélées.

Traitement NN/plante PSN (g/plante) PSA (g/plante) PSR (g/plante) ER (%)

N120 of Oe 0.201a 0.152 a 100
NO of Oe 0.482 de 0.304 de 35
LMR676 38¢c 0.066 a 0.415ab 0.235 bc 97
LMR670 13 cd 0.017 ab 0.224 ab 0.172 cd 70
LMR674 68 b 0.059 a 0.241 bc 0.278 ab 56
LMR663 24 ef 0.016 de 0.223 cd 0.180 cd 49
LMR667 11 cde 0.006 cd 0.164 cd 0.215cd 48
LMR659 106 a 0.049 a 0.180 de 0.124 cd 43
LMR666 10f Oe 0.124 de 0.143 cd 40
LMR672 6 cd 0.004 cd 0.132 de 0.189 cd 38
LMR665 13 cd 0.007 de 0.167 de 0.232 cd 35
LMR662 1lcd 0.006 de 0.148 de 0.128 f 34
LMR673 7 de 0.004 e 0.153 e 0.207 cd 33
LMR660 11 de 0.015 bc 0.121 de 0.096 de 32
LMR671 21f 0.014 e 0.215 de 0.178 cd 32
LMR668 18 cd 0.011 de 0.128 e 0.125 ef 30
LMR661 41 de 0.057 e 0.347 ¢ 0.215 cd 29
LMR675 40 de 0.042 de 0.215¢e€ 0.197 f 25
LMR664 6 de 0.004 e 0.139¢ 0.198 ef 19
LMR669 7 de 0.003 e 0.234 ¢ 0.142 cd 19

NN: Nombre de nodules PSN : Poids sec des nodules  PSA: Poids sec des parties aériennes
PSR : Poids sec racinaire ER : Efficience relative N120 : Témoin azoté  NO : Témoin non azoté
Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes

11.3.5 lIdentification moléculaire des souches

Selon les résultats du BLASTN (base de données NCBI), les 18 isolats qui ont été capables de
former des nodules sur les racines de P. vulgaris peuvent étre classés en deux groupes
principaux. Le premier groupe contient deux souches appartenant au genre Rhizobium :
LMR671 et LMR673 qui ont montré des similarités avec deux souches types R. miluonense
CCBAU 41251 et R. yanglingense CCBAU 71623 respectivement. Tandis que le deuxiéme
groupe contient 16 isolats appartenant au genre Agrobacterium. Parmi ces isolats, 8 ont été
étroitement liés a A. radiobacter et 1 liés a A. deltaense YIC4121. Le reste des isolats (7) a

formé un sous-groupe isolé au sien du genre Agrobacterium (Figure 11-8).
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Figure 11-8: Arbre phylogénique généré par I’analyse des séquences du géne ADNr 16S des souches nodulant le

haricot vert.
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11.3.6 Caractérisation des souches sélectionnées pour les tests de la double inoculation

Tenant compte des résultats de la caractérisation symbiotique des meilleures souches, 3 isolats
d’Agrobacterium (LMR670, LMR674 et LMR676) ont été retenus pour les essais d’inoculation
du haricot. Au préalable nous avons mené une caractérisation plus approfondie de leurs activités
PGP. De plus, des souches de PGPR choisies a partir d’une collection du LMBM (P4S9, P1S6
et M131) ont été incluses dans certaines caractérisations (Tableau 11-8). Ces souches ont été par

la suite utilisées dans les expériences d’inoculation simple et/ou combinée du haricot.

Tableau 11-8: Origine et identité des souches PGPR sélectionnées pour le test de co-inoculation

Souches | Site de prélevement | Plante hote Especes Code d’accession
P4S9 Settat Rhizosphere de la lentille | Bacillus sp. MT560201
P1S6 Settat Rhizosphere de la lentille | Enterobacter sp. | MT560199
M131 Merchouch Nodules de pois chiche Bacillus sp. MT560200

11.3.6.1 Production de NH3

La production d’ammoniac a été déterminée par le développement d’une couleur orange a
marron apres I’ajout du réactif de Nessler dans des cultures d’eau peptonée. Les résultats ont
¢été enregistré sous forme de (+) quand la coloration développée est jaune, (++) pour 1’orange,
(+++) quand il y a un virage vers le marron et (-) lorsque la couleur du milieu de culture ne
change pas. Dans notre cas, tous les isolats testés ont été capables de produire I’ion ammonium
mais a des taux variables selon I’intensité du virage de la couleur a 1’exception de la souche

LMR674 (Tableau 11-9).

Tableau 11-9: Production d’ammoniac par les isolats testés

Production
LMR670 +
LMR676 +++
LMR674 -
P4S9 +++
M131 ++
P1S6 +++

- Pas de production ++ Production moyenne
+ Faible production ~ +++ Forte production

11.3.6.2 Cinétique de solubilisation du phosphate inorganique
L’activité de solubilisation chez tous les isolats apparait des les premicres heures d’incubation,
elle atteint son maximum a 24h puis ’activité reste plus ou moins constante chez LMR676 et

LMR670 tandis qu’elle continue a augmenter 1égerement chez LMR674 jusqu’a ce qu’elle

atteint le taux de solubilisation le plus éleve (32.748 pug/mL). Par contre, les souches PGPR ont
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montré des schémas de solubilisation variables : M131 et P1S6 possedent une forte activité de
solubilisation pendant les premiéres 24h, la valeur maximale de production étant atteinte par la
souche M131 (54.743 pg/mL) au deuxiéme jour (32h), suivi d’une faible baisse pendant les 16h
qui suivent. La souche P4S9 a montré le plus faible taux de solubilisation, ne dépassant pas les
20 pg/mL (Figure 11-9).
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Figure 11-9: Suivie de 72h de la croissance bactérienne, de la solubilisation du phosphate et
du pH des milieux de culture des souches de rhizobia a, c, e:et de PGPR (b, d, f).
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Une forte corrélation négative significative a eté trouvée entre le taux de phosphate solubilisé
et le pH du milieu de culture (Figure 1, Annexe 5): LMR670 (P<0.001, r=-0.79), LMR674
(P=0.004, r=-0.64), LMR676 (P<0.001, r=-0.91), P4S9 (P<0.001, r=-0.91), P1S6 (P<0.001, r=-
0.84). La souche Bacillus sp. M131 fait exception, car la production maximale de phosphate
n’est pas corrélée avec une forte diminution du pH du milieu. D’autre part, une forte corrélation
positive a été trouvée entre la croissance bactérienne et I’activité de solubilisation (Figure 2,
Annexe 5): LMR670 (P<0.001, r=0.84), LMR674 (P<0.001, r=0.97), LMR676 (P<0.001,
r=0.84), P4S9 (P=0.009, r=-0.59), P1S6 (P<0.001, r=0.97) et M131 (P<0.001, r=0.95).

11.3.6.3 Cinétique de production d’AIA

Difféerentes courbes de production ont été observées : LMR676 a atteint son maximum de
production (124.20 pg/mL) a 48h puis a connu une forte baisse de production, tandis que
LMR670 a atteint le maximum de production (131.84 pug/mL) a 72h (Figure 11-10 a).
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Figure 11-10: Suivi pendant 72h d’incubation de la production d’AIA (a-b) et croissance
bactérienne (c-d) des rhizobia (LMR670, LMR676 et LMR674) et souches PGPR (P4S9,
P1S6 et M131).
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I1 est a noter que les taux d’AIA produit par les rhizobia étaient beaucoup plus importants que
ceux produits par les PGPR. Le plus grand taux d’AIA produit chez les PGPR était obtenu par
la souche M131 (28.48 pg/mL) alors que P4S9 et P1S6 ont montré une production trés faible
(1.47 pg/mL, 2.9 pg/mL et 1.35 pg/mL respectivement). Par ailleurs, les souches productrices
d’AJA ont montré une augmentation graduelle de la production parallélement a la croissance
(Figure 11-10 b) a I’exception de la souche M131 qui a enregistré une 1égére diminution a 48h

suivi d’une augmentation de la production a 72h.

11.3.6.4 Activité ACC désaminase

Les résultats affichent un taux de croissance significativement élevé de certaines souches
notamment P1S6, P4S9, et LMR676 dans le milieu additionné d’ACC par rapport a la
croissance en présence de (NH4)2SOas. Les souches LMR670 et M131 ont une capacité moyenne
d’utilisation de ’ACC avec des valeurs de DO relativement faibles en présence d’ACC en
comparaison a leur croissance en présence de (NH4).SOs. En fin, la souche LMR674 serait
incapable d’utiliser I’ACC, car la valeur de DO en présence d’ACC n’est pas tres différente de
celle obtenue en présence de MgSQas (Figure 11-11).
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Figure 11-11: Croissance bactérienne en présence de MgSQa, (NH4)2SO4 et ACC

MM: Milieu Minimum
Control: Témoin négatif inoculé par MgSQO4

11.4 Discussion

Dans la présente étude, nous avons constitué une collection de 133 isolats bactériens issus des

nodules de P. vulgaris récoltés a travers différentes zones de production au Maroc. Une étude
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des caractéristiques physiologiques et phytobénefiques de ces souches a été realisee en vue de

sélectionner les meilleurs candidats pour 1’inoculation du haricot vert.
Caractérisation globale des souches de la collection

Les tolérances a la salinité et au pH, ont constituées les premiers critéres retenus pour le criblage
des isolats de notre collection. Les niveaux de tolérance au sel enregistrés variaient selon le type
de sel appliqué. La majorité des isolats ont été capables de croitre a des concentrations élevées
de NaCl et KCI alors que le spectre de tolérance des isolats au CaCl» était tres limité. Cet effet
inhibiteur sur la croissance bactérienne a été observe par plusieurs chercheurs qui ont rapporté
des variations de la croissance bactérienne en réponse a différent types de sel appliqués dont le
CacCl; était le plus toxique (Abdelmoumen et al., 1999; Yadav and Vyas, 1971; Yaganza et al.,
2009). En plus et pareillement & notre étude, des niveaux de tolérance élevés a NaCl par des
isolats obtenus des nodules de différentes especes ont été signalés dans plusieurs études
(Boukhatem et al., 2016; Chen et al., 2000; Gal and Choi, 2003). L’existence de bactéries
halotolérantes dans un site donné peut étre le résultat d’une adaptation au stress salin di a une
forte augmentation de la concentration en sel dans le sol durant les périodes seches (Yaish et
al., 2016). A cet effet la forte tolérance au sel observé chez nos isolats pourrait étre attribuée

aux taux élevés de salinité de 1’eau d’irrigation des sites de prélevement.

Quant a la tolérance au pH, les isolats étaient majoritairement tolérants a une large gamme de
pH allant de 4 & 9, tandis que certains ont été fortement affectés aux pH extrémes surtout acides.
La capacité a tolérer différents pH varie d'une espece a une autre et méme parfois d’une souche
a I’autre appartenant a la méme espéce. Les rhizobia sont généralement moins tolérants aux pH
extrémes sauf quelques exceptions comme le cas d’une souche de R. etli isolée d’un sol égyptien
qui s’est avérée fortement tolérante a des pH tres acides ainsi qu’a de fortes concentrations en
sel (Shamseldin and Werner, 2005). De plus, d’autres chercheurs ont isolé a partir des nodules
de Iégumineuses, des especes bactériennes autres que les rhizobiums capables de se développer
a des pH extrémes (Dakora, 2012; Kan et al., 2007; Zhao et al., 2013). Ainsi, selon nos résultats
et ceux rapportés dans la littérature, les isolats issus des nodules de P. vulgaris ont pour leur
majorité une tolérance moyenne vis-a-vis la salinité ou des variations du pH. Cependant des
souches peuvent faire 1’exception et tolérer de fortes concentrations en sel ou des pH extrémes.
Ces résultats mettent également en évidence la grande diversité phénotypique qui pourrait étre
rencontree chez les isolats provenant de différents nodules ou d’un méme broyat nodulaire chez

la méme espéce de légumineuse.
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Le premier trait PGP évalué chez nos isolats était la production d’AIA qui était tres variable
entre les isolats provenant de différents sites et méme au sein du méme site tandis que certains
isolats se sont distingués par des quantites élevée d’auxine produites. La variation du taux de
synthése de I’AIA entre les souches de différentes espéces peut étre attribuée a des voies de
biosynthése différentes chez les isolats, a la disponibilité du substrat dans le milieu et au stade

de croissance des souches (Mirza et al., 2001).

La deuxiéme activité biologique étudiée concerne la capacité des souches a solubiliser une
source de phosphate inorganique (la poudre de roche phosphatée). La roche phosphatée a été
utilisée dans nos tests vue son effet positif démontré sur 1’amélioration du rendement en
biomasse et de la teneur en azote accumulé par les légumineuses (Somado et al., 2006). La
solubilisation du phosphate est un trait fréquent chez les bactéries rhizosphériques et plus
particulierement chez les bactéries isolées a partir des nodules de P. vulgaris. Certaines études
ont démontré la capacité des bactéries solubilisatrices de phosphate a améliorer, en inoculation,
la croissance des plantes du haricot dans des conditions de déficience en phosphate, de salinité
et méme dans des sol acides (Abdelmoteleb and Gonzalez-Mendoza, 2020; Collavino et al.,
2010; Korir et al., 2017).

La production des sidérophores était le deuxiéme trait le plus fréquent chez nos isolats apres la
solubilisation du phosphate. Plus du tiers des isolats ont produit des taux supérieurs a 60%, ce
qui pourrait conférer a ces isolats la possibilité de contribuer a I’amélioration de la nutrition
ferrique des plantes et d’agir comme un moyen de biocontrdle de certains agents
phytopathogénes, constituant ainsi une bonne alternative aux molécules chimiques de synthese
(Ahmed and Holmstrom, 2014).

Etude des relations entre les résultats des différents parametres étudiés

L’ensemble des parametres étudiés nous ont permis d’avoir une idée sur la tolérance a la salinité
et au pH, de méme que le potentiel PGP de la collection de souches isolées des nodules du
haricot poussant dans différentes zones de production au Maroc. Il nous a semblé alors
intéressant de chercher les éventuelles relations entre ces différents parameétres. Une analyse
factorielle de correspondance a permis une bonne visualisation et interprétation des corrélations
entre les différentes variables. Ainsi, malgre la grande variabilité au niveau de tolérance des
isolats aux différents types de sels appliqués, des associations ont été révélées entre la tolérance
a KCl et NaCl et les sites d’échantillonnage des isolats. Ceci a été également mentionné dans

plusieurs autres études, notamment Kulkarni et al. (2000), Keneni et al. (2010) et Brigido et al.
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(2012), qui ont indiqué que la fréquence de tolérance des isolats était liee a leurs sites de
prélévement. Cependant, dans notre cas les échantillons de sol analysés ont montré une faible
CE (allant de 0.1 a 0.3 mS/cm), par contre les eaux d'irrigation présentaient des niveaux de
salinité assez ¢élevés, ce qui permettrait de mieux expliquer les résultats obtenus. D’aprées ces
différentes constatations, il apparait donc que ces associations confirment 1’importance que
constitue I’eau d’irrigation dans 1’adaptation des bactéries a la salinité et dans la sélection des

isolats halotolérants.

De méme, la capacité des isolats a solubiliser le P etait également liée a leur origine de
prélevement. Cette association peut étre due a la différence des propriétés du sol du site de
prélevement (propriétés physiques et chimiques, teneur en matiére organique et en P) et méme
aux pratiques agricoles (Kim et al., 1997). Par ailleurs, la disponibilité du P peut étre affectée
par le pH du sol vue que I’alcalinité le rend moins disponible et aussi en formant des complexes
avec le fer et ’oxyde d’aluminium dans les sol acides (Oburger et al., 2011). Ces résultats
suggerent que la capacité des isolats a solubiliser le phosphate peut étre liée aux caractéristiques

du sol d’origine qui peut agir comme une pression sélective.

Des associations ont été également établies entre la production des sidérophores et la capacité
des isolats a tolérer les stress appliqués (sel et pH). La coexistence de ces deux traits (résistance
au stress et production des sidérophores) au sein du méme isolat a été déja signalée dans
plusieurs études. A titre d’exemple, Damodaran et al. (2013) et Tank and Saraf (2010) ont mis
en évidence la capacité de certains rhizobactéries tolérantes au stress salin & produire de fortes
concentrations en sidérophores. De plus, la littérature semble suggérer une relation entre le pH
et la formation du complexe Fe(ll1)-sidérophores qui peut exister en raison de la concurrence
entre le fer et les protons envers les sidérophores libres (Albrecht-Gary and Crumbliss, 1998).
Cependant, les résultats actuels ne semblent pas suffisants pour expliquer clairement la relation
entre la production des sidérophores et la tolérance aux stress. Toutefois et selon nos résultats,

un lien potentiel entre ces différent traits semble plausible.

Caractérisation des souches sélectionnées pour l’inoculation.
L’observation des courbes de production d’auxine et croissance bactérienne, a montré qu’elles
avaient la méme allure genérale. L’augmentation des taux d’AIA produit par certains isolats
dans le milieu est parallele a ’augmentation de la densité optique de la culture et les deux
courbes s’arrétent en méme temps. Selon une étude faite par Sridevi and Veera Mallaiah (2007),

la croissance bactérienne et la production d’AIA dépendaient des sources de carbone et d’azote
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utilisees. Dans notre cas, cette évolution parallele peut étre expliquée par une bonne utilisation
de la source de carbone (mannitol) par les isolats et aussi par la quantité adéquate fournie du L-
Tryptophane. Par ailleurs, le 1éger déclin de synthése d’AIA observé chez Bacillus sp. M131
aprés 48h d’incubation peut étre di a ’utilisation de L-Tryptophane comme source de carbone
ou d’azote pour la croissance de la souche (Leveau and Lindow, 2005). De plus, le taux de
solubilisation le plus élevé a été atteint par cette souche. Les souches du genre Bacillus sont
parmi les plus performantes en solubilisation du phosphate (Rodriguez-Navarro et al., 2000).

Dans notre étude, nous avons constaté que pour la majorité des souches les pics de production
correspondent aux pH les plus bas, ce qui suggere la production d’acides organiques dans le
milieu. Cette voie est la plus citée dans la littérature scientifique. Toutefois, la souche Bacillus
sp. M131 qui a I’activité solubilisatrice la plus élevée n’obéit pas a ce schéma général, d’autres
modes de solubilisation pourraient donc étre impliqués. En effet, d’autres mécanismes de
solubilisation du phosphate, autre que la libération des acides organiques, sont rapportés dans
la littérature comme la libération des acides inorganiques (tels que les acides sulfurique,
nitrique et carbonique), production de substances chélatrices ou la libération d'enzymes ou
enzymolyse (Alori et al., 2017).

Dans la présente étude, 1’évaluation in-vitro de 1’activité ACC désaminase a révélé la capacité
de tous les isolats testés a croitre dans le milieu minimum en utilisant I’ACC comme seule
source d’azote (Figure 11-11). L’utilisation de ce genre de souches PGPR en combinaison avec
des rhizobia pourrait améliorer la nodulation dans les conditions de stress a travers la
modification de l'architecture des racines ou encore la suppression de la biosynthése de
I'éthyléne au niveau racinaire (Grover et al., 2021). En effet, cette enzyme baisse le niveau de
I’éthyléne endogene de la plante, qui joue le r6le de molécule de signal lors d’un stress,
entrainant ainsi 1’élongation des racines (Glick, 2014). De ce fait, les bactéries rhizosphériques
capables de produire cette enzyme offrent 1’avantage d’améliorer le taux de la rhizo-
remédiation des sols en stimulant le systéme racinaire des plantes offrant aussi un meilleur

acces au sol (Singh et al., 2015).

Quant a I’ammoniac (NH3) produit par les rhizobactéries, c’est une source d’azote
supplémentaire dans le sol qui contribue dans I’alimentation azotée des plantes par
I’ammonification. En effet, la bactérie décompose le matériau azoté complexe et libere de
I'ammoniac dans le sol qui est absorbé par la plante comme source nutritive (Singh et al.,

2019a). La production d'ammoniac peut également favoriser 1’¢longation des racines et des
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parties aériennes des plantes ainsi que leur biomasse (Marques et al., 2010). Dans notre cas, les
isolats présentaient une variabilité de production d’NHz avec une forte production observée
chez les bactéries PGP. D’une maniére générale, la production de NH3 est fréquente chez des
isolats testés provenant de différentes rhizospheres (Goswami and Deka, 2020; Singh et al.,
2019a).

Potentiel symbiotique des isolats de la collection

Dans le but d’évaluer I’efficacité symbiotique des 45 isolats sélectionnés pour leurs caractéres
phénotypiques pertinents et leurs traits PGP. Un test d’infectivité et d’efficience a été réalisé
sous conditions contrélées. Seuls 18 isolats ont été capables de former des nodules efficients,
le reste serait constitué de bactéries non symbiotiques, déja signalées par de nombreux auteurs.
A titre d’exemple, Rajendran et al. (2012) ont isol¢ des bactéries non symbiotiques d’environ
15% des nodules traités. La mise en évidence des endophytes a 1’intérieur des nodules a été
également démontrée chez les plantes du haricot vert comme le cas de Kawaka et al. (2018) qui
ont rapporté la présence de 4 genres bactériens (Bacillus, Pantoea, Klebsiella et Enterobacter)
autres que le Rhizobium a I’intérieur des nodules du haricot. Les bactéries non symbiotiques
seraient des endophytes qui arrivent a migrer le long du cordon d’infection formé par le

Rhizobium et se localisent dans les nodules racinaires (Pandya et al., 2013).

Il est a noter qu’en termes d’efficience, trois isolats (LMR676, LMR670 et LMR674)
présentaient les efficiences relatives les plus élevées (97, 70 et 56% respectivement) avec un
rendement en matiére séche aérienne qui n’est pas statistiquement différents du témoin azoteé.
Ces souches peuvent ainsi contribuer a 1’amélioration de la culture du haricot vert tout en
permettant de réduire les intrants chimiques et remplacer en majorité les engrais azotés.
Toutefois, certains rhizobia ont réduit ou affecté négativement la croissance des plantes du
haricot en comparaison avec le témoin non azoté. En effet de trés nombreuses especes de
rhizobium sont capables de noduler le haricot sans pour autant pouvoir fixer 1’azote

(Shamseldin and Velazquez, 2020).
Identification des souches nodulant le haricot dans les sols prospectés

L’isolement des rhizobia a partir des nodules de P. vulgaris et 1’étude de leur diversité génétique
a été faite presque partout dans le monde. Ces études ont mis en évidence 1’existence d’une
large diversité au sein des rhizobia nodulant le haricot. Selon Michiels et al. (1998), P. vulgaris

est un hote non sélectif pour la nodulation ce qui pourrait étre due a la capacité de cette plante
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a percevoir des signaux de nodulation de plusieurs espéces de Rhizobium. Ceci a été prouve
ultérieurement dans plusieurs rapports ou les chercheurs ont pu identifier environ 30 espéces
nodulant P. vulgaris (Efstathiadou et al., 2021). Au Maroc, Mouhsine et al. (2007) ont mené
une étude sur la diversité génétique d’une collection de rhizobia nodulant le haricot vert isolés
du Nord-Ouest du Maroc. Cing espéces ont été identifiées R. etli, R. tropici, R. gallicum, R.
leguminosarum et S. meliloti. Tandis que dans les sols de Marrakech-Tensift-Al Haouz les
souches nodulant P. vulgaris sont étroitement liées a Rhizobium etli, Rhizobium phaseoli, R.

gallicum sv gallicum et R. tropici (Faghire et al., 2012).

Dans notre étude, I’analyse moléculaire basée sur le géne ADNr 16S a montré que deux isolats
appartenaient au genre Rhizobium : LMR673 qui est apparenté a R. yanglingense et LMR 671
a R. miluonense. Ces deux especes ont été auparavant isolées de différents nodules racinaires
de légumineuses et formaient des nodules inefficaces sur P. vulgaris (Gu et al., 2008; Tan et
al., 2001). Le reste des souches symbiotiques de notre collection est apparenté au genre
Agrobacterium. Il est & noter que de nombreuses souches d’4grobacterium ont été isolées par
plusieurs auteurs a partir des nodules racinaires de P. vulgaris (Aguilar et al., 2016; Mhamdi et
al., 2005) et de différentes autres Iégumineuses (Chen et al., 2000; de Lajudie et al., 1999).
Leur capacité a noduler les Iégumineuses pourrait étre due a I'acquisition de genes symbiotiques
par transfert latéral de genes, comme suggéré dans plusieurs études (Garcia-Fraile et al., 2010;
Moulin et al., 2004). De plus, il a été démontré que certaines souches d'Agrobacterium portent
des génes symbiotiques (nodA) et des genes de fixation (nifH) similaires aux génes présents
chez des symbiotes de différentes Iégumineuses (Cummings et al., 2009; Rincon-Rosales et al.,
2009; Youseif et al., 2014).

Dans le groupe des agrobacteriums identifiés dans notre étude, 8 isolats étaient étroitement
apparentés a A. radiobacter. Cette espece autrefois considérée comme non symbiotique a été
signalée par Ribeiro et al., (2013) comme étant capable de noduler le haricot vert. Ces auteurs
ont étudie les affiliations taxonomiques des bactéries isolées a partir des nodules racinaires du
haricot vert et ont constaté que quatre souches étaient affiliées au sein du clade d'A. radiobacter.
D'un autre c6té, la nodulation de différentes Iégumineuses par des souches d'A. radiobacter a
été signalée dans plusieurs études, telles que Acaciella angustissima (Rincon-Rosales et al.,
2009) et Sesbania cannabina (Cummings et al., 2009) Vicia faba (Youseif et al., 2014) et
Glycine maxL. (Chen et al., 2000). Parmi les especes identifiées dans notre étude, 1 isolat a été
regroupé avec A. deltaense (Y1C4121T), une nouvelle souche type récemment décrite par Yan

et al. (2017b) et qui a éte isolé a partir de nodules racinaires de Sesbania cannabina. Les études
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de tolérance ont révélé que cette souche est capable de croitre dans un pH allant de 5 a 10 et de
tolérer jusqu'a 4% de NaCl. Ces caractéristiques sont conformes a celles obtenues dans la
présente etude. Ces résultats confirment encore une fois la grande diversité des rhizobia

nodulant le haricot au Maroc et partout dans le monde.

L'identification de souches agrobactériennes marocaines indigénes capable de former des
nodules efficaces sur les racines du haricot vert est un résultat nouveau et potentiellement
précieux qui mérite certainement d'autres études. Il serait également judicieux d’approfondir
les études de diversité génétique en ciblant des genes de ménage (RecA, ginll et atpD ), des
génes symbiotiques (NodC, NodA) et des genes de fixation (nifH), ce qui permettrait une

analyse plus fine de la phylogénie et du statut symbiotique de ces espéces bactériennes.
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Chapitre Il : Evaluation de de Deffet de

l’inoculation par des souches sélectionnées
sur la croissance du haricot vert dans un sol
pauvre sous conditions controlées
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I11.1 Introduction

Le phosphore (P) est un élément qui est largement distribué dans la nature. 1l est considéré,
avec l'azote (N) et le potassium (K), comme un constituant fondamental et un élément limitant
pour la croissance et le developpement des plantes. Il joue un rdle central dans une série de
fonctions du métabolisme de la plante a savoir la photosynthése, la respiration et d'autres
fonctions qui influent directement ou indirectement sur la fixation de l'azote par les
Iégumineuses (Olivera et al., 2004). Cependant, les quantités disponibles dans le sol des formes
de P assimilables par les racines sont insuffisantes pour assurer une croissance optimale des
plantes (de 1’ordre du micromolaire) (Frossard et al., 2000). De ce fait, I'intensification des
systémes de production agricole rend nécessaire I'apport d’engrais phosphatés synthétiques afin
d'améliorer le statut phosphaté du sol et d’assurer une croissance optimale des plantes ainsi que
des rendements adéquats. Néanmoins, le colt élevé des engrais chimiques, ainsi que les dangers
indéniables liés a leur mauvaise utilisation, rendent nécessaire la recherche de solutions de
fertilisation alternative et durable. Ainsi, de nombreux moyens biologiques qui concilient les
exigences économiques et environnementales sont proposés par les chercheurs afin de pallier
aux carences en phosphate assimilable dans les sols, tels que l'utilisation de génotypes de
plantes plus efficaces pour l'absorption du P ou bien I’utilisation des micro-organismes
solubilisant les phosphates inorganiques. Ces derniers font partie d’une large gamme de
microorganismes bénéfiques pour les plantes, qui comprennent des champignons et des

bactéries.

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) et en particulier les
bactéries solubilisatrices du phosphate inorganique (BSP) suscitent un intérét croissant chez les
chercheurs partout dans le monde, car leur utilisation serait trés avantageuse pour 1’agriculture.
Ainsi de nombreux travaux de recherche ont signalé que I'inoculation des plantes avec des BSP
sélectionnées peut mobiliser le P a partir des sources peu disponibles et donc améliorer la
nutrition des plantes ( Guifiazu et al., 2010; Richardson et al., 2009).

Ces bactéries rhizosphériques procurent un large spectre d’activités phytostimulatrices mais
sont pour leurs majorités incapables de couvrir pleinement les besoins nutritifs de la plante, en
particulier pour 1’azote. Pour les 1égumineuses, le probleme peut étre résolu en inoculant les
plantes avec des consortiums combinant des souches sélectionnées de PGPR avec des bactéries
symbiotiques fixatrices d’azote atmosphérique. Cependant, une sélection rigoureuse des

combinaisons de PGPR/Rhizobium a utiliser est nécessaire afin d’assurer de fagon efficace la

54



croissance des plantes et d’améliorer la santé et la durabilité de nos systémes agricoles. C’est
dans ce contexte que se situe le présent chapitre de notre thése, dont 1’objectif principal est
d’évaluer I’effet de I’inoculation avec des souches sélectionnées de PGPR et d’Agrobacterium
sur la croissance et la nodulation du haricot vert dans un sol a faible teneur en P assimilable.
Pour ce faire deux essais d’inoculation du haricot avec des inocula simples et/ou combinés ont

été réalisés sous serre dans différentes conditions de fertilisation phosphatée.
111.2 Matériel et méthodes

111.2.1 Premier essai d’inoculation du haricot par des souches sélectionnées
d’Agrobacterium et de PGPR sous différents traitements de phosphate

111.2.1.1 Souches bactériennes utilisées

Les souches d’Agrobacterium utilisées dans ce test ont été sélectionnées pour leur interaction
symbiotique efficace avec le haricot (efficience relative élevée), alors que pour les PGPR nous
avons retenus celles qui présentaient des niveaux d’activités biologiques supérieures. Les

principales caractéristiques de ces souches sont récapitulées dans le tableau I11-1.

Tableau I11-1: Origine et principaux traits PGP des souches sélectionnées pour le test de co-inoculation

Souches  Organe/Plante P produit Auxine Sid ACC RE Genre/Espéce
(ug/mL)  (pg/mL) (%0) (%)  (basé sur 16S
rRNA)
LMR676  Nodules du haricot vert 16.72 122.20 50 +++ 89  A.radiobacter
LMR670 Nodules du haricot vert 22.55 124.23 27 ++ 74 Acradiobacter
LMR674  Nodules du haricot vert 31.70 85.74 88 +++ 56  Agrobacterium sp.
P4S9 Rhizosphere de la lentille 20.66 - 55 ++ - Bacillus sp.
P1S6 Rhizosphere de la lentille 36.89 - 49 +++ - Enterobacter sp.
M131 Endophyte des nodules de pois 54.74 21.20 30 +++ - Bacillus sp.
chiche
P: Quantité de phosphate solubilisé Sid: Sidérophore produit ER: Efficience relative
Auxine: Quantité d’auxine produite ACC: Activité ACC désaminase

111.2.1.2 Test d’antagonisme entre souches de PGPR et d’agrobacteriums

Avant I’application des inocula mixtes Agrobacterium et PGPR, il était nécessaire de s’assurer
qu’aucune des bactéries ne manifeste une activité antagoniste envers I’autre. Pour ce faire, nous
avons utilisé la méthode de la double couche (Vidaver et al., 1972) qui permet de mettre en
évidence la présence de substances antibactériennes/antifongiques qui diffusent dans le milieu
de culture et inhibent fortement la croissance microbienne. Les cultures bactériennes ont été
déposées dans des boites de Petri contenant le milieu de culture YEM (sans rouge Congo) a

raison de 3 gouttes par boite. Aprés 48h d’incubation a 28°C, la culture bactérienne est grattee
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a I’aide d’un étaloir en verre stérile (par flambage) et les cellules bactériennes restantes sont
tuées en exposant la surface du milieu aux vapeurs de chloroforme pur (99.7%) durant 2h dans
un dessiccateur. Les boites ainsi traitées sont gardées ouvertes dans une zone stérile (sous la
hotte) pendant environ une demi-heure pour permettre 1’élimination de I’excés des vapeurs de
chloroforme. Le milieu est ensuite couvert d’une fine couche d’agar molle stérile (0.3%), puis
la 2°™ suspension bactérienne est étalée au-dessus du milieu. Aprés ré-incubation pendant 48h,
I’absence ou la présence de la croissance de la deuxieme souche ensemencée dans le milieu a

été observée.

111.2.1.3 Préparation du dispositif expérimental
Préparation du sol

Le sol choisi pour cet essai a été prélevé dans un site non cultivé se trouvant a Douar Zili situé
entre Sidi Allal el Bahraoui et Tifelt (coordonnées GPS : N 33°56 '57.4" et W 006°28'04.4").
Des analyses physicochimiques ont été réalisées pour confirmer 1’état de fertilité de ce sol. Le
sol est tamisé pour éliminer les gros débris de végétaux, d’animaux et les cailloux. Il est ensuite
lavé et séché, puis réparti dans les mémes pots en plastique, décrits précédemment,
préalablement lavés et séchés.

Préparation des pré-cultures et inoculation des plantules

Les suspensions bactériennes ont été préparées dans du milieu YEM liquide et utilisées au semis
avec 1 mL de culture contenant 10° cellules/mL de chaque souche bactérienne (Agrobacterium
et/ou PGPR). L’inoculum a été appliqué directement sur les graines a I’aide d’une micropipette

au moment du semis. Deux traitements phosphatés ont été adoptés dans cet essai.

Traitement 1 : Phosphate soluble a raison de 80 kg/ha

Traitement 2 : Roche phosphatée broyée ajoutée a raison de 20% (Pins)

IIs ont été appliqués aux différents inocula simples et combinés. Des pots témoins ont été prévus
pour toutes les combinaisons et tous les traitements (Tableau 111-2). Le phosphate soluble a été
appliqué sous forme de KoHPO4 (1M) selon les traitements et 1’azote sous forme de KNOz pour
les témoins azotés a raison de 120 kg/ha. Les pots ont été placés dans une serre dans les mémes

conditions citées précédemment en Bloc Aléatoire Complet.
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Tableau I11-2: Traitements et inoculations appliquées pour le premier test d’inoculation

P (80kg/ha) Pins (20%0)

Témoins Témoin N120 Témoin N120
Témoin NO Témoin NO

Inoculations simples LMR670 / LMR676/ LMR674 LMR670 / LMR676/ LMR674
P4S9/ M131/ P1S6 P4S9/ M131/ P1S6

Inoculations combinées LMR670+ P4S9/ M131/ P1S6 LMR670+ P4S9/ M131/ P1S6
LMR676+ P4S9/ M131/ P1S6 LMR676+ P4S9/ M131/ P1S6
LMRG674+ P4S9/ M131/ P1S6 LMR674+ PAS9/ M131/ P1S6

Arrosage et entretien des plantes

Durant la premiére semaine, la fréquence d’arrosage était d’un jour sur deux, de méme que
I’apport d’azote pour les témoins azotés et du phosphate selon les traitements. Pendant toute la
période de culture I’arrosage a été fait a raison de 350 mL voir 400 mL par pot. Tout en tenant

compte de la quantité des solutions azotées et phosphatées ajoutées.

Récolte des plantes et mesure des parameétres de croissance

Apres 40 jours de culture sous serre, les plantes sont déterrées traitement par traitement. Les
racines sont soigneusement lavées afin d’éviter la perte les nodules. Les nodules de chaque
plante sont comptés et les parties aériennes et racinaires sont séparées et placées dans 1’étuve a
60°C pour le séchage durant 48h. Ensuite les poids secs des parties aériennes et racinaires sont

déterminés.

I11.2.2 Deuxiéme essai d’inoculation du haricot sous différents traitements
phosphatés
Les résultats du premier essai d’inoculation ont permis d’identifier les inocula bactériens les
plus performants. Les meilleurs inocula ont fait I’objet d’un deuxiéme essai dont le but était de
confirmer le potentiel réel des souches retenues en inoculation simple ou combinée en termes

d’infectivité et d’efficience. En plus un traitement témoin négatif déficient en P a été rajouté.
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111.2.2.1Traitements phosphatés et inoculation bactérienne

Les inoculations simples ou doubles avec Agrobacterium et/ou des PGPR ont été sélectionnées
suite aux résultats de 1’étude antérieure. Parmi les 3 souches d’Agrobacterium testées, seule
LMR670 a été choisie pour un deuxieme essai de confirmation (Tableau I11-3). Les deux
traitements de fertilisation phosphatée précédemment appliqués ont été adoptés et un témoin

sans rajout de phosphate (P0) a été rajoute.

Tableau I11- 3: Traitements et inoculations appliquées pour le deuxiéme test d’inoculation

P (80 kg/ha) Pins (20%o) P(0)
Témoins Témoin N120 Témoin N120 Témoin N120

Témoin NO Témoin NO Témoin NO
Inoculations LMR670/ PAS9/ M131/  LMR670/ P4S9/ M131/ LMR670/ PAS9/ M131/
simples P1S6 P1S6 P1S6
Inoculations LMR670+ P4S9/ M131/ LMR670+ P4S9/ LMR670+ P4S9/
combinées P1S6 M131/ P1S6 M131/ P1S6

Dans le but de se rapprocher des conditions agricoles réelles, les apports du phosphate
assimilable Super Triple Phosphate (STP) ont été appliqués sous forme d’engrais de fond a un
taux de 80 kg/ha avant le semis. La roche phosphatée broyée a été appliquée de la méme fagon
a un taux de 20%. Tandis que 1’azote a été divisé en deux applications a un taux total de 120
kg/ha: la premiere avant le semis sous forme d’Urée (46%) suivie d’une deuxiéme application
15 jours apres le semis sous forme d’ Ammonitrate (33.5%). Concernant les inocula testés, des
inoculations simples avec les PGPR ont été appliquées et les plantes ont recu une fertilisation
azotée. Les pots ont été placés dans une serre dans les mémes conditions cités précédemment.
L’arrosage, le prélévement ainsi que parametres mesurés ont été conduits de la méme fagon que

le test précédent.
111.3 Résultats

111.3.1 Test d’antagonisme entre souches de PGPR et d’agrobacterium

La méthode de la double couche a montré qu’il n’y avait pas d’effets antagonistes des isolats
d’Agrobacterium vis-a-vis des PGPR et vice versa. Ceci a permis 1’utilisation de ces souches

dans des inocula combinés pour inoculer le haricot sans aucune crainte.
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111.3.2 Premier essai d’inoculation du haricot sous différents traitements de
phosphate

111.3.2.1 Analyse du sol

Le sol utilisé dans cet essai avait un pH proche de la neutralité et une faible conductivité. Le
niveau de P disponible et de matiére organique étaient aussi faibles (Tableau I11-4). Selon le

triangle textural notre sol a été classé en tant que sol sableux.

Tableau I11-4 : Analyse du sol utilisé dans les essais d’inoculation sous serre

H eal H KCl Conductivité  Phosphore Matiére Potassium  Azote total
i g (mslm)  (ppm) __organique(%) _ (ppm) (%)
6.72 5.12 0.283 2.97 0.63 39 0.03

111.3.2.2 Paramétres de nodulation et de croissance

A 80 kg/ha de phosphate soluble, le poids sec aérien des plantes du haricot a été
significativement amélioré par D’application des doubles inoculations par rapport aux
inoculations simples. Parmi toutes les inoculations appliquées, le poids sec aérien le plus élevé
a été produit par la combinaison LMR674-P4S9 (0.665 g/plant) suivi par LMR670-M131
(0.536 g/plant) et LMR676-M131 (0.515 g/plant) (Tableau 111-5). La combinaison LMR676-
M131 a également produit le nombre de nodules le plus élevé (263 nodules/plante), contre 22
nodules/plante pour les plantes ayant recu de la roche phosphatée (Tableau I11-6). Tandis que
le poids sec des nodules le plus élevé a été produit par I’inoculation simple avec LMR670 (1.517
g/plant) alors qu’aucune différence significative n’a été obtenue entre tous les poids sec des

nodules produits par les autres inocula.

En considérant les deux types de traitement appliqués, une augmentation significative du
nombre de nodules et du poids sec aérien a été obtenue pour certaines doubles inoculations en
comparaison aux inoculations simples. Cependant, la souche LMR674 a enregistré un nombre
de nodules significativement plus éleve en inoculation simple que quand elle est combinée aux
PGPR et ceci quel que soit le traitement phosphaté utilisé. De plus, la nodulation des plantes
inoculées (simples ou combinées) était supérieure par rapport aux témoins non inoculés et plus

précisément le témoin azoté qui a montré le nombre le plus faible de nodules.
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Tableau I11-5. Effet de I’inoculation simple et combinée sur les différents parametres de la
croissance du haricot vert amendé avec 80 kg/ha du P soluble.

Traitement NN/plante PSN (g/plante) PSA (g/plante) PSR (g/plante)
N120 of 0.000 ¢ 1.144 a 0.701 a
NO 14e 0.046 b 0.161 fg 0.169 cd
LMR676 75 cde 0.038 b 0.273 fg 0.355 bcd
LMR670 53 def 1517a 0.336 def 0.271 bcd
LMR674 137b 0.059 b 0.258 efg 0.272 bcd
M131 4f 0.000 ¢ 0.137g 0.436 b
P1S6 26 def 0.013 b 0.135¢ 0.410 bc
P4S9 38 def 0.016 b 0.139¢g 0.356 bcd
LMR676-M131 263 a 0.115b 0.515 bcd 0.405 bc
LMR676-P1S6 103 bc 0.034b 0.377 cde 0.468 b
LMR676-P4S9 85 bcd 0.036 b 0.132 ¢ 0.194 cd
LMR670-M131 64 cde 0.083b 0.536 bc 0.500 ab
LMR670-P4S9 36 def 0.015b 0.402 cd 0.411 bc
LMR670-P1S6 84 bcd 0.055 b 0.464 cd 0.424 b
LMR674-M131 85 bcd 0.089 b 0.460 cd 0.364 bcd
LMR674-P1S6 77 bcd 0.020 b 0.175 fg 0.152d
LMR674-P4S9 32 def 0.021 b 0.665 b 0.369 bcd

PSA : Poids sec aérien, N120 : Témoin azoté, NN : Nombre de nodules, PSR : poids sec racinaire, NO : Témoin
non azoté. Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes

L’effet de I’inoculation combinée Agrobacterium-PGPR était beaucoup plus prononcé par
rapport a I’inoculation simple. Cependant, I’effet positif induit par les PGPR sur la nodulation
ainsi que sur le poids sec aérien variait selon la souche d’Agrobacterium associée et le type de

traitement phosphaté appliqué.

Tableau 111-6. Effet de I’inoculation simple et combinée sur les différents paramétres de la
croissance du haricot vert fertilisé avec 20% de la roche phosphatée

Traitement NN/plante PSN (g/plante)  PSA (g/plante) PSR (g/plante)
N120 2e 0.001 e 0.665 ab 0.435 abc
NO 15 de 0.008 de 0.173fg 0.440 abc
LMR676 15 de 0.004 de 0.287 df 0.242 def
LMR670 12de 0.001e 0.233 def 0.289 efg
LMR674 60 b 0.036 a 0.258 def 0.291 efg
M131 63 b 0.015 cde 0.142 ¢ 0.131h
P1S6 28 cde 0.013 de 0.154 fg 0.204 fgh
P4S9 18 de 0.001e 0.193 efg 0.184 fgh
LMR676-M131 22 de 0.003 de 0.242 def 0.405 abc
LMR676-P1S6 53 bc 0.012 de 0.500 c 0.402 abc
LMR676-P4S9 le 0.000 e 0.142 ¢ 0.387 bed
LMR670-M131 69 b 0.030 abc 0.527 c 0.525a
LMR670-P1S6 122 a 0.032 ab 0.746 a 0.460 ab
LMR670-P4S9 116 a 0.000 e 0.563 bc 0.339 bcd
LMR674-M131 42 bcd 0.018 bcd 0.624 abc 0.368 cde
LMR674-P1S6 19 de 0.000 e 0.335d 0.258 def
LMR674-P4S9 4e 0.000 e 0.325 de 0.155 gh

PSA : Poids sec aérien, PSR : poids sec racinaire, NN : Nombre de nodules, N120 : Témoin azoté,
NO : Témoin non azoté. Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes
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Dans le cas du traitement amende par la roche phosphatée, la souche d’Agrobacterium LMR670
a induit une nodulation abondante et un poids sec aérien important lorsqu’elle était combinée
avec la PGPR P1S6 (122 nodules et 0.746 g/plant) qui est équivalent au témoin azoté (0.665
g/plant). La combinaison LMR676-P4S9 quant a elle, n’a pas eu d’effet sur la croissance des
plantes, poids sec aérien équivalent au témoin non azoté et ceci sous les différents traitements

phosphatés (Tableau I11-6).

Un effet positif de la co-inoculation du haricot avec certaines souches a été noté au niveau de
la partie racinaire des plantes, en comparaison avec les inoculations simples et les témoins non
inoculés. Ainsi, concernant le traitement amendé par 20% de roche phosphatée, seulement 4
combinaisons ont eu un effet phytostimulateur sur la partie racinaire en produisant le poids sec
le plus elevé (LMR670-M131, LMR670-P4S9), tandis que les autres combinaisons ont réduit
la masse racinaire en comparaison aux témoins non inoculés. De méme, & 80 kg/ha de P soluble
la combinaison LMR670-M131 a produit le poids racinaire le plus important en comparaison a
LMR670-P4S9 et LMR676-P4S9 qui ont produit le poids sec le plus faible (Tableau 111-5).

111.3.3 Deuxiéme essai d’inoculation du haricot sous différents traitements phosphatés

La comparaison des poids secs des parties aériennes obtenues des plantes cultivées sous
conditions de déficience en phosphore (PO) ou amendées avec la roche phosphatée (Pins),
montre qu’ils sont similaires. Il a été également observé qu’elles ont engendré pratiquement le
méme nombre de nodules (Tableau 111-7,8). De plus, pour ces mémes traitements les poids sec
des parties aériennes des plantes du témoin positif (N120) sont presque 50% plus faibles que
celui des plantes qui ont recu du P soluble (80 kg/ha) (Tableaux I11-7,8 et 9). Par ailleurs, nous
avons constaté que chez les plantes des traitements déficients en P (P0), les inoculations simples
n’ont pas amélioré de fagon notoire les paramétres de croissance des plantes. Par contre chez
les plantes ayant recu des inocula combinés, le poids sec des parties aériennes a été
significativement amélioré par la combinaison LMR670-P1S6 dans les deux traitements et par

les 3 combinaisons testées pour le sol ayant recu la roche phosphatée (Tableau 111-8).

Au niveau du systéme racinaire, il est important de noter tout d’abord que les poids secs des
témoins azotés des traitements PO et Pins sont équivalents et sont largement plus élevés que les
poids sec des plantes inoculées. D’autres parts, chez les plantes inoculées quel que soit le
traitement de P appliqué, on distingue une nette diminution du poids sec du systéme racinaire
par rapport aux plantes du témoin azoté a I’exception de certaines inoculations qui ont pu

entrainer une bonne prolifération du systeme racinaire. Notamment, dans le cas des plantes sous
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déficit en phosphore (P0). L’inoculation avec LMR670-P4S9 a induit une masse racinaire chez
le haricot significativement similaire a celle des plantes du témoin azoté. De plus, chez les
plantes amendées avec 20% de la RP la combinaison LMR670-P4S9 a entrainé un nombre plus
élevé de nodules par rapport au traitement PO avec une nette amélioration du poids sec aérien

mais qui ne differe pas significativement des 2 autres combinaisons.

Tableau I11-7 : Effet de I’inoculation simple et combinée sur les différents paramétres de la
croissance du haricot vert amendé avec 20% de la roche phosphatée

Traitement NN/plante PSN (g/plante) PSA (g/plante) PSR (g/plante)
N120 12 f 0.003d 0.869 a 0.802 a

NO 27¢c 0.013 b 0.549 c 0.399 de
LMR670 36 ab 0.013b 0.430d 0.674 b

M131 17e 0.004 d 0.304 e 0.322¢

P1S6 5¢g 0.003d 0.419d 0.632b

P4S9 22d 0.010c 0.454 d 0.504 c
LMR670-M131 33b 0.019a 0.450 d 0.392 de
LMR670-P1S6 38a 0.010c 0.704 b 0.505¢
LMR670-P4S9 13f 0.003 d 0.465 d 0.465 cd

PSA : Poids sec aérien PSR : poids sec racinaire NN : Nombre de nodules N120 : Témoin azoté
NO : Témoin non azoté. Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes

Tableau I11-8. Effet de I’inoculation simple et combinée sur les différents paramétres de la
croissance du haricot vert sans amendement phosphaté (PO0).

Traitement NN/plante PSN (g/plant) PSA (g/plant) PSR (g/plant)
N120 11 f 0.003 fg 0.879a 0.782 a
NO 28d 0.006 de 0.508 e 0.680 b
LMR670 43 Db 0.021b 0.546 e 0.609 ¢
M131 69 0.003 ef 0.456 f 0.298 f
P1S6 10 f 0.001 fg 0.557 e 0.574 ¢
P4S9 59 0.000 g 0.616d 0.372e
LMR670-M131  21e 0.006 d 0.692 b 0.497d
LMR670-P1S6 38¢ 0.011c 0.676 bc 0.592 ¢
LMR670-P4S9 64 a 0.025a 0.638 cd 0.780 a

PSA : Poids sec aérien, PSR : poids sec racinaire, NN : Nombre de nodules, N120 : Témoin azoté,

NO : Témoin non azoté. Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes

Par ailleurs. Pour le traitement a 80 kg/ha de P, les plantes inoculées avec LMR670-P1S6
présentaient un poids sec aérien statistiquement équivalent a celui des plantes témoins non
inoculées mais azotées. Une amélioration moins importante mais significative a été observée
aussi chez les plantes inoculées par LMR670 et M131 individuellement. De plus ces inocula
intéressants ont permis d’augmenter la biomasse aérienne jusqu’au 50% par rapport aux plantes

correspondantes amendeées par la roche phosphatée (Tableau I11-9).
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En revanche, certaines plantes amendées avec du P soluble (80 kg/ha) ont montre une meilleure
performance au niveau racinaire par rapport aux plantes du témoin azoté. C’est le cas du
mélange bactérien LMR670-P4S9 qui a produit le poids sec le plus élevé du traitement suivi
par P4S9 appliqué individuellement (Tableau I11-9). Cependant, certaines inoculations (simples
ou mixtes) ont eu un effet négatif sur le développement racinaire des plantes en comparaison
aux plantes témoins quelques soit le traitement phosphaté qu’elles aient regu.

En ce qui concerne la nodulation des plantes fertilisées par le STP, une amélioration
remarquable a été observée chez certaines plantes. Ainsi le nombre de nodules observé méme
chez les plantes témoins non azoteés est passé de 27 nodules/plante en PO a 61 nodules/ plante.
De méme la nodulation a presque doublée lorsque les plantes ont été inoculées par la souche
LMRG670 seule produisant ainsi 81 nodules/plante au lieu de 36 et 43 nodules/plante sous les
traitements PO est Pins respectivement. La nodulation des plantes s’est vue améliorée également

en combinant cette souche aux PGPR M131 et P4S9.

Tableau I11-9. Effet de I’inoculation simple et combinée sur les différents parametres de la
croissance du haricot vert amendé avec 80 kg/ha du STP

Traitement NN/plante PSN (g/plante)  PSA (g/plante) PSR (g/plante)
N120 4f 0.000 e 1.447 a 0.828 cd

NO 6lc 0.023d 0.853d 0.481f
LMR670 8la 0.065b 1.197 b 0.720 de

M131 1le 0.002 e 1.198 b 0.840 cd

P1S6 5f 0.000 e 1.031c 0.677 e

P4S9 9ef 0.005e 0.857d 1.273b
LMR670-M131 64c 0.091a 0.874d 0.632e
LMR670-P1S6  55d 0.048 ¢ 1.404 a 0.877c
LMR670-P4S9 75D 0.092 a 0.699 e 1.531a

PSA : Poids sec aérien, PSR : poids sec racinaire, NN : Nombre de nodules, N120 : Témoin azoté
NO : Témoin non azoté. Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes
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I111.4 Discussion

Sous les conditions déficientes en phosphate et en présence de la roche phosphatée comme seule
source de P, la stimulation de la symbiose du haricot par les inocula qui associent LMR670
avec P1S6 s’est traduite par le développement d’une partie aérienne présentant des valeurs de
poids sec aérien assez proches de celles du témoin azoté. Ces resultats sont comparables a ceux
rapportés par des études antérieures notamment par Aradjo et al. (2008) et Mandri et al. (2012)
qui ont conclu qu’une carence phosphorique augmente 1’activité des phosphatases dans les
nodules de P. vulgaris et que pourrait constituer un mécanisme d'adaptation pour les
Iégumineuses a cette contrainte en augmentant la solubilisation et la mobilisation du phosphore.
Par ailleurs, les paramétres de croissance mesures chez les plantes co-inoculées sont dans la
majorité des cas supérieurs a celles recevant une inoculation simple. En effet, la stimulation de
la croissance des légumineuses et plus particulierement du haricot vert par la co-application des
rhizobia et des PGPR est largement documentée (Hungria et al., 2013; Korir et al., 2017,
Yadegari et al., 2008). Néanmoins, ces inoculations peuvent dans certains cas s’avérer plutot
nocives en réduisant significativement la croissance des parties aériennes et racinaires des plantes
méme a des niveaux inférieurs aux témoins dépourvus d’azote. Dans nos conditions
d’expérimentation, cet effet est retrouvé méme avec les plantes inoculées uniquement avec les
souches PGPR malgré la nodulation importante par les souches indigénes observé chez ces
plantes. Lucas Garcia et al. (2004) suggérent que la co-application des rhizobia et des
rhizobactéries peut affecter positivement ou négativement la relation symbiotique établie avec la

plante hote selon I’isolat appliqué.

Malgré la capacité de toutes les souches inoculées a solubiliser le P et a produire différents
métabolites connues pour leur effet PGP remarquables, leur effet sur la croissance du haricot
sous conditions contrdlées n’était pas exclusivement positif. Ceci indiquerait que les traits PGP
observés in-vitro ne sont pas toujours lies a une amélioration de la croissance végétale in-vivo ou
bien que ces bactéries peuvent étre bénéfiques uniquement dans leur habitat naturel ou elles sont

en équilibre avec les autres communautés microbiennes.

En outre, la croissance de la plante peut étre affectée également par le développement de sa partie
racinaire. Dans cette étude, I’inoculation a eu un effet positif sur le poids sec racinaire de certaines
plantes qui était proche de celui des plantes ayant poussé dans les conditions optimales (témoin
azoté). Le développement racinaire observé chez les plantes peut étre attribué aux mécanismes
indirects comme la production de phytohormones (Dodd et al., 2010) ou la capacité des bactéries

a modifier 1I’équilibre hormonal de la plante (Vacheron et al., 2013). Or, I’'une des hypothéses les
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plus vraisemblables serait I’implication de ’ACC désaminase synthétisée par nos souches. vu
que cette enzyme joue un rble important dans la diminution des taux d’éthyléne responsable de
I’inhibition de la croissance racinaire (Glick. 2014) et permettant ainsi le développement des
plantules avec des racines plus longues et donc une biomasse racinaire plus élevée (Nukui et al.,
2000). De méme, le développement des poils absorbants permet une meilleure exploitation du
sol et par conséquent ’acquisition du P en dehors de la zone d'appauvrissement du phosphore

autour des racines (Fohse et al., 1991).

D’autre part, il semblerait que les mémes PGPR utilisés dans les inocula ne stimulent pas ou
inhibent la nodulation du haricot lorsqu’ils sont associés a d’autres souches de rhizobia en
comparaison a 1’inoculation simple avec chacune de ces souches qui stimulent la production de
nodules par les souches indigénes du sol. Ceci voudrait dire que 1’effet des PGPR sur la formation
des nodules peut varier en fonction du rhizobium qui lui est associé dans 1’inoculum mixte et
qu’il pourrait étre aussi affecté par la disponibilité du P dans le sol. Un effet similaire un été
rapporté par Korir et al. (2017) dans leur étude de co-inoculation de P. vulgaris ou ils indiquent
qu’une réponse variable des PGPR vis-a-vis des rhizobia associés a été observée. Par ailleurs,
I’application des PGPR semblent favoriser la nodulation par les souches natives du sol qui sont
généralement incapables de répondre aux besoins nutritionnels de la plantes. Les populations
indigénes tirent profit de la disponibilité du P dans le sol en augmentant la densité de rhizobia
dans le sol entourant la racine ce qui aurait un effet positif sur I’amélioration de la nodulation
(Bashir et al., 2011).
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Chapitre 1V : Etude de Deffet de ’inoculation
sur la croissance et la productivité du haricot
vert au champ
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1V.1 Introduction

L’amélioration du rendement et de la production du haricot vert destinée a 1’exportation est le
résultat de plusieurs années de mise en ceuvre et d’effort menés dans le cadre du Plan Maroc
Vert. Cette stratégie adoptée par le Maroc depuis 2008 visait principalement de faire de
I’agriculture un véritable moteur de croissance et de développement socio-économique du pays.
Parallélement, en 2011 le gouvernement marocain a affirmé sa volonté de dynamiser 1’agriculture

biologique.

Le secteur de production biologique développé par le pays est fort diversifié comportant plusieurs
cultures y compris les cultures maraichéres et plus particulierement le haricot vert. Cependant,
le mode de production biologique se traduit généralement par des rendements inférieurs a ceux
de I’agriculture conventionnelle. Compte tenu des enjeux majeurs de la réduction des impacts
négatifs sur I’environnement auxquels fait face 1’agriculture aujourd’hui, des travaux de
recherche intensifs sont donc nécessaires pour mettre au point des alternatives efficaces aux

intrants de synthese.

L’une des stratégies adoptées pour I’amélioration de la santé et la durabilité des systeémes
agricoles est 1’utilisation des microorganismes phytobénéfiques (PGPR). Les associations entre
ces bactéries et des bactéries symbiotiques fixatrices d’azote a fait 1’objet d’importants travaux
de recherche dans le but de mettre en ceuvre des solutions biologiques de fertilisation. Des études
d’inoculation combinée au champ des rhizobium/PGPR ont déja été reéalisées a grande échelle
pour un grand nombre de Iégumineuses (Malik and Sindhu, 2011; Rajendran et al., 2008; Wani
et al., 2007) et plus particulierement pour le haricot vert (Figueiredo et al., 2008; Korir et al.,
2017). Cependant, les résultats obtenus sont trés variables compte tenu des difficultés inhérentes
a un milieu aussi complexe que le sol. En effet, les effets bénéfiques de I'inoculation bactérienne
ne se manifestent que si certaines conditions sont réunies. Des interactions complexes impliquant
les plantes, les conditions météorologiques, les caractéristiques du sol, les souches indigénes, les
souches inoculées et plus particulierement leur compétence et adaptation rhizosphérique peuvent
affecter leur croissance et leurs performances (Vocciante et al., 2022). Ce qui suggere que la
sélection des combinaisons efficaces ne peut se baser seulement sur des études in-vitro ou sous
conditions contrdlees car dans les conditions naturelles plusieurs facteurs limitant majeurs

peuvent intervenir et doivent étre pris en considération pour atteindre un effet optimal.

C’est dans ce contexte que les essais d’inoculation présentés dans le chapitre précedent ont éeté
conduits sous serre. lls ont permis de mettre en évidence certaines combinaisons de souches
capables d’améliorer la croissance du haricot sous déficit en phosphore. Le présent essai a donc
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¢été congu en plein champ afin d’évaluer ’utilisation potentielle de la souche d’Agrobacterium
symbiotique et/ou des deux PGPR, sélectionnées précédemment, comme inoculum susceptible
d’améliorer dans les conditions du champ la croissance et le rendement du haricot vert cultivé dans

des conditions déficientes en phosphore.
V.2 Matériel et méthodes

1V.2.1 Installation de ’essai et traitements appliqués

L’essai a été conduit dans un site sans histoire d’inoculation bactérienne au niveau d’une
exploitation agricole a Skhirate dans la région de Rabat-Salé-Kénitra. L essai a été realisé selon le
dispositif Blocs Aléatoires Complets avec trois répétitions. Chaque parcelle mesurait 2 x 2 m et
était divisée en 4 rangées avec un espacement inter et intra-rangée de 0.5 m et 0.2 m
respectivement. La variété commerciale de haricot Tania a été utilisée. Quatre binages ont été
réalisés manuellement a I’aide d’une binette afin de maintenir la culture exempte de mauvaises
herbes. Deux traitements phosphatés ont été testés, le premier avec 80 kg/ha du P sous forme de
superphosphate simple et le deuxieme sans fertilisation phosphatée (Tableau IV- 2) En plus du
phosphate, du sulfate de potassium a été ajouté a raison de 80 kg/ha de potassium (K). Les
traitements fertilisés a 1'azote ont recu 1’engrais azoté a raison de 120 kg/ha d’azote sous forme
d’urée (46% N2) divisé en trois fractions identiques: a la plantation, 20 jours apres

I'ensemencement et le restant a la floraison.

Tableau IV-1: Traitements appliqués au champ

P (80kg/ha) P (0)

Témoins Témoin N120 Témoin N120
Témoin NO Témoin NO
Inoculations simples LMR670 M131
P1S6
Inoculations combinées - LMR670+ M131

LMR670+ P1S6

N120: Fertilisation azoté a un taux de 120 kg/ha de N ; NO: Aucun ajout de N ; P: Fertilisation avec du super simple phosphate a
un taux de 80 kg/ha de P ; PO: Aucun ajout de P.

IVV.2.2 Préparation des inocula et inoculation des graines

Les souches d’A. radiobacter LMR670 et des PGPR Bacillus sp. M131 et Enterobacter sp. P1S6
ont été cultivées sur milieu YEM liquide dans les mémes conditions citées précédemment. Elles
ont été récoltées en fin de phase exponentielle. Des inocula a base de tourbe ont été utilisés dans
cet essai. Des cultures bactériennes contenant 102 UFC/mL ont été injectées dans 100 g de tourbe

stérilisée préemballée et incubées pendant 6 jours a 30°C. La teneur en humidité finale des inocula
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a base de tourbe a été ajustée a 30%. Au moment du semi les inocula ont été mélangés avec les

graines a raison de 10° cellules/graine.

Les parcelles prévues pour les inoculations simples avec les souches PGPR M131 et P1S6 ont recu
de I’engrais azoté car, contrairement aux souches symbiotiques, les PGPR utilisées sont incapables
de fixer I'azote atmosphérique, alors que celles prévues pour I'inoculation simple avec la souche
LMR670 ont regu de 1I’engrais phosphaté pour assurer une performance symbiotique optimale sans

facteur limitant.

IVV.2.3 Récolte et mesure des parametres mesurés

Les evaluations au champ ont eu lieu a la floraison et un échantillonnage des plantes a été effectué
dans un carré de 1 m x 1 m de chaque parcelle afin de mesurer la nodulation des plantes, leurs
poids sec aérien et racinaire. Pour déterminer le rendement en gousse, les plantes ont été récoltées
manuellement a maturité physiologique 2.5 mois apres le semis, suivies d'une seconde récolte une

semaine plus tard. Le rendement en gousse indiqué est la somme des deux récoltes.

1V.2.4 Analyses statistiques

Les donneées ont été vérifiées pour la normalité des erreurs et I'nomogénéité des variances avant
les analyses statistiques. Une ANOVA unidirectionnelle a été utilisée pour déterminer les
différences entre les traitements. Lorsque les effets du traitement étaient significatifs au niveau de
probabilité de 0.05, des comparaisons de moyennes ont été effectuées a l'aide de Tukey LSD
comme test de comparaisons multiples avec un seuil alpha de 0.05 (o = 0.05) a l'aide du logiciel
XLSTAT.

1VV.3 Résultats

L’essai au champ pour I’évaluation dans des conditions naturelles du potentiel des souches
bactériennes sélectionnées précédemment a été mené dans la région de Skhirate, sur des parcelles
dont le sol est peu fertile caractérisé par une faible teneur en azote et en phosphore. Les
caractéristiques du sol étaient les suivantes: pH (H20) 7.3, pH (KCI) 6.62, Matiere organique 0.89%,
N total 0.03%, P total 0.14 mg/kg, K total 3.3 mg/kg et conductivité électrique 0.14 ms/Cm.

1V.3.1 Effet de I’inoculation sur la croissance et 1a nodulation du haricot au champ

L'inoculation bactérienne a généralement amélioré la nodulation du haricot vert par rapport aux
témoins non inoculés (Tableau 1V-2). L’inoculation des plantes du haricot avec M131 et LMR670

individuellement a abouti a une amélioration significative de tous les paramétres de croissance
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mesurés par rapport au témoin azoté non inoculé. La combinaison de ces deux souches a également
entrainée une augmentation du poids sec aérien significativement équivalemment a celui obtenu
chez les plantes du témoin azoté. Tandis que la combinaison de P1S6 avec LMR670 a montré un

effet négatif aussi bien sur les paramétres de croissance que sur le rendement total en gousse.

La biomasse racinaire a été également améliorée par inoculation des plantes du haricot. Ceci est
observée chez les plantes inoculée par les souches LMR 670 et M131 et leur combinaison qui ont
entrainé un pois sec racinaire dépassant celui des plantes du témoin azoté. Cet effet n’était pas
observé chez les plantes inoculées par P1S6 encore moins dans le cas de P1S6 en combinaison avec

LMR670, qui a entrainé une réduction drastique de la biomasse racinaire.

En termes de nombre de nodules, I’inoculation a significativement amélioré la nodulation par
rapport aux témoins non inoculés. Les nombre de nodules le plus élevé a été observé chez les plantes
inoculées par la souche d’Agrobacterium LMR670 (33 nodules/plante) suivi par sa combinaison
avec Bacillus sp. M131 (23 nodules/plante) et 1’inoculation par M131 seule (18 nodules/plante). 11
est a noter que les différences entre les nombres de nodules produits par ces trois inocula ne sont

pas significatives.

Tableau 1V-2: Effet de I’inoculation simple et combinée sur les différents paramétres de la
croissance du haricot vert inoculé au champ.

Traitements NN PSN PSA PSR Rdt Rdt en %
(nod/plante) (g/plante) (g/plante) (g/plante) (t/ha) augmt

N120/P80 2d 0.047bcd 52.757bc 5.803bc 12.24abc 100
NO/P80 2d 0.021d 46.693cd 1.970f 12.63abc 82
N120/P0 5cd 0.09abc 41.487cd 4.77cde 10.02cd 103
NO/PO 3cd 0.023d 37.48d 3.653def 8.93d 73
LMR670 33a 0.095ab 69.78a 7.653ab 13.07ab 107
M131 18abc 0.042cd 64.057ab 9.283a 14.02a 115
P1S6 4cd 0.002d 52.94bc 5.203cd 12.35abc 101
LMR670/M131 23ab 0.128a 52.207bc 7.32ab 11.43abc 93
LMR670/P1S6 16bc 0.083abc 40.62cd 3.063ef 10.70cd 87

NN : Nombre de nodules ; PSN : Pois sec nodulaire ; PSA : Pois sec aérien ; PSR : Pois sec racinaire ; Rdt : Rendement total ;
Rdt en % augmt : rendement en % d’augmentation.
Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes

1VV.3.2 Effet de I’inoculation sur le rendement du haricot

En plus de son effet positif sur tous les parametres de croissance mentionnés précédemment,
I’inoculation des plantes du haricot avec la souche M131 a permis d’avoir une amélioration
importante du rendement qui a atteint la valeur la plus élevée (14.02 t/ha). Des résultats similaires
ont également été observés chez des plantes inoculées avec la souche LMR 670 seule et fertilisées
avec 80 kg/ha de P. Soit un pourcentage d’augmentation de 1.15 et 1.07% obtenu par les
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inoculations simples de M131 et LMR670 respectivement suivie de I’inoculation simple par P1S6
avec 1.01%.

Les plantes inoculées avec LMR 670/P1S6 ont montré une faible production par rapport aux autres
traitements d'inoculation mais les différences ne sont pas significatives a I'exception de
I'inoculation simple avec M131 qui a produit 14.02 t/ha de gousses de haricot vert. Ce niveau est
méme supeérieur au traitement témoin dont les plantes ont recu les doses optimales des engrais N
et P. Les valeurs de rendement les plus basses ont été obtenues par les plantes témoins non
inoculées sans amendement en phosphore ou en azote tandis qu’aucune différence significative

n’a été observée entre les autres traitements (Tableau 1V-2).

1.4 Discussion

Pour répondre a 1’objectif ultime fixé a cette thése, un essai d’inoculation du haricot vert a été
conduit au champ sous deux régimes phosphatés. La souche symbiotique retenue pour cet essai
est affiliée génétiqguement a A. radiobacter. Elle été sélectionnée en se basant sur de nombreux
caractéres pertinents, tels que sa tolérance au stress salin et aux variations du pH, son efficacité
symbiotique avec le haricot, ses activités PGP in-vitro puis son effet sur la croissance du haricot
cultivé sous serre dans un sol pauvre amendé avec différentes formes de sources de P. De méme,
nous avons testé deux souches PGPR appartenant aux genres Enterobacter et de Bacillus qui ont
été préalablement sélectionnées pour leurs activités PGP in-vitro. Ces PGPR ont été également
confirmées in-planta avec le haricot cultivé sous serre avec différents types d’amendements
phosphatés. Dans ces conditions les deux PGPR ont montré une bonne complémentarité en

inoculation mixte avec la souche d’Agrobacterium sélectionnée.

Dans les conditions du champ de Skhirate, I'inoculation simple par la souche d’Agrobacterium
(LMR670) ou par les souches PGPR (M131 et P1S6) a considérablement augmenté le rendement
du haricot vert qui a atteint des niveaux comparables a celui obtenu chez les plantes des parcelles
témoins qui ont recu I"optimum de fertilisation azotée et phosphorée. Cependant vu la faible
fertilité du sol, il était nécessaire de corriger les déficiences en appliquant de I'azote aux plantes
inoculées par les souches de PGPR et du phosphore a celles inoculées avec LMR670. L’inoculation
du haricot avec cette derniére souche a été performante dans tous les tests effectués en serre et au
champ. Cette reproductibilité et stabilité symbiotique a été aussi rapportée par Youseif et al. (2017)
chez des souches de A. tumefaciens nodulant les racines de la féverole dans des expériences sous
serre et au champ. Nous pouvons alors affirmer a partir de ces résultats que la souche LMR670
d’Agrobacterium est une souche efficace capable d’assurer la croissance du haricot vert et un

rendement optimal dans un sol pauvre en azote.
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Par ailleurs, il est particulierement intéressant de noter que la souche PGPR M131 a entraineé le
rendement le plus élevé dans tout I’essai et qui est méme supérieur a celui obtenu chez les plantes
témoins fertilisés en N et P. Etant donné que le sol du champ est trés pauvre en phosphore (P < 6
mg/kQ), il semble que la capacité de M131 a solubiliser le phosphate inorganique démontrée lors
de tests in-vitro (54.75 pg/mL) était suffisante pour surmonter la carence en P du sol et favoriser
ainsi la croissance des plantes. En effet, les effets positifs des inoculations par de bactéries
solubilisant le phosphate sur la nutrition des plantes sont clairement démontrés dans un grand
nombre de rapports (Guifiazu et al., 2010; Qureshiet al., 2011; Sharma et al., 2013).

De plus, les plantes inoculées avec M131 présentaient une biomasse racinaire importante. Par
consequent, I'amélioration de la croissance du haricot vert observée peut également étre liée aux
effets positifs de I'inoculation sur la croissance racinaire qui est exprimée par leurs poids sec par
rapport aux témoins non inoculés. 1l est généralement admis que les bactéries PGP stimulent la
croissance des plantes grace a différents mécanismes conduisant au développement des racines
(Lugtenberg and Kamilova, 2009). En effet, l'augmentation de la densité racinaire signifie la
disponibilité d'une plus grande surface pour l'absorption d'eau et de minéraux ainsi qu’une
meilleure interaction entre les bactéries inoculées et les racines des plantes conduisant a une
nodulation plus importante et par conséquent a des rendements plus élevés. Un grand nombre de
preuves expérimentales a €té rapporté mettant en évidence le réle central des auxines dans
I’orchestration de presque tous les aspects de la croissance des plantes y compris I’architecture des
racines et leur développement (Overvoorde et al., 2010). Cet effet phytosimulateur est non
seulement exercé dans des conditions de croissance optimales, mais il a été également observée
qu’une signalisation auxinique est ¢galement impliquée dans la réponse adaptative de I'architecture
du systeme racinaire en cas de carence en phosphate (Al-Ghazi et al., 2003; Pérez-Torres et al.,
2008). Par ailleurs, Bhosale et al. (2018) ont signalé dans leur étude que les racines exposées a de
faibles concentrations externes en P utilisaient lI'auxine pour augmenter l'absorption de P en
favorisant I'élongation des poils absorbants. Sur la base de ces résultats, nous pouvons affirmer
donc que I’inoculation avec des bactéries productrices d'AIA pourrait étre efficace dans la

promotion de la croissance des plantes dans des conditions restrictives de I'environnement.

De plus, Borch et al. (1999) en étudiant I'implication de I'éthyléne dans les réponses de
I’architecture racinaire a la disponibilité de phosphore chez le haricot vert, ont suggéré qu'une
production accrue d'éthyléne chez des plantes poussant dans des conditions déficientes en
phosphore pourrait étre responsable de la réponse des racines dans des conditions limitantes. De
ce fait, les souches PGPR productrices d'/ACC deésaminase pourraient étre efficaces dans la

réduction des niveaux d'éthyléne en cas de stress chez les plantes. Il est donc possible que cette
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enzyme contribue a I'amélioration de la biomasse racinaire observée dans notre essai chez les
plantes de haricot vert inoculées. D'autant plus, de nombreuses études ont montré des corrélations
positives entre 1’élongation des racines et 1’activité ACC-désaminase chez les PGPR utilisées

comme inoculum (Mayak et al., 2004; Shaharoona et al., 2006).

Outre les caracteres PGP décrits ci-dessus, les souches M131 et P1S6 étaient également capables
de produire des sidérophores. Ces molécules sont connues pour leurs bénéfices pour la croissance
des plantes car elles peuvent améliorer la biodisponibilité des nutriments notamment en améliorant
I’acquisition du fer et, par conséquent, une meilleure stabilit¢ de la rhizosphére ainsi qu’une
nutrition équilibrée des plantes (Bar-Ness et al., 1992; Radzki et al., 2013). D'autre part, plusieurs
études ont montré que les bactéries produisant des sidérophores étaient également efficaces dans
la solubilisation du phosphate (ex : Gupta et al., 2012). Une comparaison des mutants produisant
des sidérophores altérés au niveau de la production de sidérophores avec les souches sauvages a
révélé que les mutants solubilisaient 10 fois moins de P que les souches sauvages (Ghosh et al.,
2015). Il est alors important de prendre en considération le rle potentiel des sidérophores dans
I'amélioration de la disponibilité de P. Ainsi, les effets positifs observés sur la croissance du haricot
vert inoculés dans des conditions limitantes en P peuvent également étre attribués a la capacité de

ces PGPR a libérer des sidérophores.

I1 est a noté que ’interaction entre les souches PGPR aux activités multiples et les plantes est tres
complexe. 1l est difficile de distinguer I’impact de chaque activité bactérienne en particulier dans
des conditions de sol ou les interactions entre les carences en nutriments et les stress abiotiques
sont multiples et trés compliquées. De plus, I'incohérence des performances d'agents bactériens
sélectionnés au champ est un probleme majeur qui ralentit I'utilisation des biofertilisants bactériens
a grande échelle dans l'agriculture dans la plupart des pays (Parnell et al., 2016). Par exemple,
I’efficacité des souches introduites dans les expériences en serre ne s’est pas toujours traduite par
un succes au champ comme c’est le cas dans notre étude de la souche P1S6 co-inoculée avec
LMR670 qui a amélioreé les parametres de croissance du haricot vert en conditions contr6lées mais
pas au champ. Les performances des inocula bactériens peuvent étre instables et dépendent de
divers facteurs environnementaux. Dans de nombreux cas, I'inoculation combinée ne se traduit pas
par un effet bénéfique sur la symbiose et sur la croissance de la plante car il s'agit de processus
complexes mettant en ceuvre de nombreux facteurs pouvant affecter les réponses de la plante.
Certains co-inocula peuvent agir de maniére synergique lorsque les souches de PGPR améliorent
les performances des bacteries symbiotiques fixatrices d'azote tandis que d'autres peuvent avoir un
effet négatif sur I'efficacité symbiotique globale (Lucas Garcia et al., 2004). A titre d’exemple.

Korir et al. (2017) ont observe des réponses variables des plantes du haricot vert a la co-inoculation
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avec Rhizobium et deux souches différentes de PGPR en termes de formation de nodules et de
poids sec aérien. Ce manque d'efficacité peut étre causeé par divers facteurs, notamment la
compétitivité entre les bactéries appliquées. Méme si aucun antagonisme n'a été observé in-vitro
entre toutes les souches testées, il est possible que des especes bactériennes soient en concurrence
avec les bactéries voisines pour des nutriments rares et de 1’espace pouvant ainsi influer
profondément sur le résultat de leur interaction (Hibbing et al., 2010). L'interaction entre les

especes microbiennes peut également dépendre de la plante hdte et notamment de son génotype.

La pratique consistant a inoculer des Iégumineuses avec des souches autochtones est une bonne
stratégie pour optimiser les performances agronomiques des biofertilisants. Ces souches présentent
souvent des performances de fixation d'azote supérieures au champ en raison de leurs adaptations
génétiques a I'environnement local. Il a été récemment démontré que les plantes de haricot
inoculées avec une souche autochtone LCS0306 fixaient significativement plus d'azote que celles
ensemencées avec les souches allochtones (Pastor-Bueis et al., 2019). Cette performance
symbiotique supérieure de la souche autochtone peut étre attribuée a sa polyvalence génomique
car elle abrite un large éventail de génes contribuant a ses aptitudes et a sa compétitivité.

Dans la présente étude, les souches LMR 670, M131 et leur combinaison ont montré un effet
phytostimulateur important sur les différents parametres de croissance des plantes du haricot ainsi
que sur le rendement en gousse lorsqu’ils étaient appliqués dans des conditions de champs.
Cependant, avant de préconiser la généralisation de I’utilisation des biofertilisants bactériens en
tant que pratique agricole rentable et respectueuse de |’environnement, des expériences
supplémentaires au champ dans les différentes zones de production du haricot avec différentes
conditions de sol et de climat sont nécessaires pour confirmer les interactions positives observées

dans notre étude entre les inocula et les plantes.
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Conclusion générale et perspectives

La présente etude a été réalisée dans le but de sélectionner les meilleures souches de rhizobia et
de PGPR capables de promouvoir la croissance du haricot vert dans des conditions de stress
minéral et qui pourraient étre proposees comme une alternative a 1’utilisation des engrais
chimiques. Pour ce faire, différents volets ont été abordés. La premiere partie a consisté a isoler et
caractériser les souches natives des nodules de haricot poussant dans différentes zones de
production du haricot au Maroc. Le potentiel phytobénéfique de ces souches a été étudié in-vitro
en mesurant différentes activités biologiques potentiellement promotrices de la croissance des
plantes. Une deuxieme partie consacrée a 1’évaluation sous serre de 1’effet de différents inocula
bactériens composés de diverses souches d’Agrobacterium et/ou de PGPR apportées au haricot
cultivé dans un sol pauvre sous différents amendements phosphatés. Finalement, un essai au
champ a été mené pour évaluer I’utilisation potentielle des souches sélectionnées comme inoculum
simple ou combiné (Agrobacterium et/ou PGPR) susceptibles d’améliorer la productivité et le

rendement du haricot vert.

Les sols prospectés dans le cadre de cette étude ont montré une faible nodulation chez la majorité
des plantes du haricot ou méme absente dans la plupart des sites prospectés sauf dans la région du
Gharb et de Tadla Azilal. La collection de bactéries isolées des nodules du haricot est constituee
de 133 isolats locaux obtenus des nodules provenant de régions différentes et éloignées du Maroc
collectés directement du champ. L’étude physiologique de ces souches a concerné les caracteres
les plus pertinents pour la culture du haricot notamment la tolérance aux fortes concentrations en

sel et aux variations de pH, en plus de quelques activités promotrices de la croissance des plantes.

Les résultats obtenus ont montré que les bactéries testées possédaient une tolérance variable a la
salinité et au pH du milieu. Ces bactéries ont aussi montré différentes activités PGP. Certaines
possédent des capacités remarquables aussi bien phytostimulatrices, grace a leur production assez
importante d’auxine, que biofertilisantes en solubilisant le phosphate inorganique. Tandis que
d’autres pourraient étre utilisées comme agent de biocontréle vue leur capacité a produire des
sidérophores. Ces souches constituent donc de bons candidats pour la formulation d’inoculum pour

le haricot cultivé dans des sols soumis a divers stress environnementaux.

L’étude de I’infectivité et de I’efficience des isolats choisis en se basant sur les résultats précedents
a permis de mettre en évidence I’existence de souches symbiotiques possédant une efficacité de
fixation d’azote variable. Certaines souches se sont avérées incapables de former des nodules sur

les racines du haricot, elles sont qualifiées de bactéries endophytes des nodules.
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L’identification moléculaire par séquengage de I’ADNr16S des souches capables de noduler le
haricot vert et de fixer 1’azote a permis de montrer 1’existence de souches d’Agrobacterium dans
les sols marocains capables de noduler le haricot efficacement. Ce résultat montre que la diversité
des bactéries fixatrices d'azote en symbiose avec le haricot vert est beaucoup plus grande que ce
qui est connu jusqu'a présent. 1l est cependant nécessaire de mener une exploration plus large de
la diversité bactérienne des souches capables de noduler le haricot et effectuer d'autres analyses

pour approfondir les connaissances sur cette symbiose.

Les résultats des expérimentations d’inoculation simple ou combinée menées sous serre ont révelé
une bonne performance de certaines combinaisons de souches, mais leurs performances dependent
largement du traitement en phosphate appliqué. Il a été également constaté que les activités PGP
observeées in-vitro chez les souches n’étaient pas directement corrélées avec leurs performances
en interaction avec les plantes de haricot cultivées sous serre. Ceci dit, que les traits PGP observés
in-vitro ne sont pas directement liés a une amélioration de la croissance végeétale ou bien que ces
bactéries peuvent étre bénéfiques uniquement dans leur habitat naturel ou elles sont en équilibre

avec les autres communautés microbiennes.

En d’autre part, certains isolats ont montré un degré de stimulation élevée de la croissance des
plantes du haricot dans les conditions de nos expérimentations. A 1’image des souches
d’Agrobacterium LMR670 et Bacillus sp. M131 qui ont démontré une performance importante en
améliorant la biomasse et le rendement du haricot dans les tests effectués y compris au champ.
Cependant, 1’efficacité des souches introduites dans les expériences en serre n’a pas €té totalement
traduite par un succes au champ comme c’est le cas de la souche d’Enterobacter sp. P1S6 co-
inoculée avec I’Agrobacterium LMR670 qui a amélioré les parameétres de croissance du haricot
vert en conditions contr6lées mais pas au champ. Ainsi, la réponse du haricot vert aux inocula
bactériens varie considérablement en fonction des conditions expérimentales, de la composition

de I'inoculum et du potentiel des souches.

Nos résultats permettent donc de proposer d’inclure dans les pratiques agronomiques les bactéries
symbiotiques fixatrices d’azote et/ou de bactéries solubilisatrices de phosphate autant que
biofertilisants capables de subvenir aux besoins d’azote et de phosphate du haricot. Ceci
permettrait non seulement d’alléger les cotits de production exacerbés par ’utilisation des engrais
chimiques, mais aussi d’améliorer le statut phosphaté et azoté du sol et de préserver les
écosystemes de la pollution par ces deux éléments, contribuant ainsi a 1’instauration d’une

agriculture productive, durable et plus écologique.
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Au terme de ce travail, plusieurs pistes de recherche et de valorisation sont envisageables :
- Séquencage global du génome des souches d’Agrobacterium identifiées dans cette étude.

-Marquage des souches d’Agrobacterium avec la GFP (Green Fluorescent Protein) pour visualiser

et mieux connaitre le processus d’infection et d’organogénése des nodules.

-Développement de consortia de bactéries efficaces pour leur utilisation comme inoculum pour

I’amélioration de la productivité agricole du haricot dans différentes conditions pédoclimatiques.

- Mener des essais multilocaux afin d’assurer que les résultats positifs obtenus dans les conditions
particuliéres d'un site se reproduiront dans les conditions géographiques variées des différentes

Zones.

Tous ces aspects doivent étre soigneusement étudiés pour le succes de cette approche
biotechnologique prometteuse et pour généraliser l'utilisation des biofertilisants bactériens en tant

que pratique agricole respectueuse de I'environnement.
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Annexes

Annexe 1: Composition chimique des milieux de culture

e YEM (Yeast Extract Mannitol) (Vincent, 1970)

Mannitol 549/l
Extrait de levure 19/
K2HPO4. 3H20 0.2 g/
KH2PO 0.12 g/l
MgSO4. 7TH20 0.12 g/l
NaCl 0.19/
Rouge Congo (1%) 2.5mL

e Milieu PVK (Pikovskaya, 1948) modifié

Glucose 19/l
KCI 0.02 g/l
MgSOa. 7H20 0.01 g/l
FeSO4. 7H20 Traces
MnSQO4. 7H20 Traces
Extrait de levure 0.01 g/l
(NH4)2S04 0.05 g/l
Phosphate naturel broyé 0.59/l

e Milieu Modi (Mayuranki et al., 1985)

Mannitol 10 g/l
NaCl 01 g/l
MgSO4. 7TH20 0.2 g/l
K2HPQO4. 3H20 0.5¢l/l
(NH2)NOs 1g/l
Sodium glutamate 19/

e Milieu Minimum (Dworkin and Foster, 1958)

Mannitol 3.64 g/l
NaCl 0.05 g/l

MgSOa. 6H20 0.2 g/l
Macroéléments K>HPOas. 3H.0 0.35 g/l
KH2PO4 0.15 g/l
CaClz. 2H20 0.05 g/l

FeCl; 6 mg/l
H3:BO3 10 mg/I
Yy MnCl; 0.1 mg/l
Microeléments  \aM0s. 2H:0 0.5 mg/l
ZnS0s4. TH20 0.5 mg/l
CuS0Og4. 5H.0 0.5 mg/l

Une quantité de 1 mL de chaque vitamine préalablement stérilisée par filtration (0.45 pum) est ajoutées a partir
d’une solution mere.
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Biotine 10 mg/ 30 mL
Thiamine 10 mg/ 30 mL
Acide pantothenique 10 mg/ 30 mL

Le pH de tous les milieux de culture a été ajusté a 6.8 et 15 g d’agar a été ajouté par litre dans le cas des

milieux de culture solides.

e Milieu TY (Yeast Extract-Tryptone) (Beringer et al., 1988)

Tryptone 5 g/l
Extrait de levure 34/
CaCl; 0.08 g/l
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Annexe 2 : Réactifs utilisés

e Reéactif de Salkowsky (Ehmann, 1977)

Composition globale :

FeCl3 209
Acide Sulfurique 421.9 mL
Eau distillée qsp 1000 mL

Préparation :
Dans un erlenmeyer placé dans un bain d’eau froide :
- Verser 2g de FeClz dans 50 mL d’eau stérile, puis mélanger
- Aprés dissolution compléte du chlorure ferrique, verser lentement 421.19 mL d’acide sulfurique
concentré en agitant constamment avec une baguette de verre.

- Laisser reposer jusqu’a ce que le mélange soit froid, puis ajouter 50 mL d’eau distillée.

e Reéactif Vanadate-Molybdate (Tandon et al., 1968)

Solution A :
(NH4)M07024. 4H,0 259
Eau distillée 400 mL
Solution B :
(NH4)VOs 1.25¢
Eau distillée 300 mL

Dans un bécher, on chauffe de I'eau distillée jusqu'a ébullition, puis on rajoute du NH4VOs et on laisse le
bécher en ébullition.Apres refroidissement de cette solution, on ajoute sous la hotte chimigque 250 mL d'acide
nitrique concentré (60%) et on compléte I'ensemble des deux solutions (A+B) jusqu'a 1 litre.

e Réactif CAS (Schwyn and Neilands, 1987)

Solution 1 : Le HDTMA (Hexa Decyl Tri Methyl Ammonium Bromide) a 10mM.
Solution 2 : FeCls. 6H20 & 1mM préparé dans HCI & 10 mM.
Solution 3 : CAS (Chrome Azurol S) a 2 mM.
Solution 4 : pipérazine neutralisée (4.307 g de pipérazine anhydre dans 20 mL d’eau+6.25 mL de HCI 12 N ou
7.4 mL de HCl a 37%).
Préparation :
Dans une fiole de 100 mL, ajouter dans 1’ordre :
» 40 mL d’eau distillée + 6 mL de la solution 1 (HDTMA)
» Mettre en marche une agitation douce
» Ajouter goutte a goutte le mélange (1.5 mL de la solution 2+7.5 mL de la solution 3)
» Ajouter la solution 4 puis compléter a 100 mL avec I’eau distillée.

La solution CAS doit étre conservée a I’obscurité et de préférence dans un flacon en polyéthyléne.
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e Réactif Nessler (Cappuccino and Sherman, 1992)

HgCl, 10g
Kl 74
NaOH (32%) 16 g

Préparation:

Dissoudre 16g de NaOH dans 50 mL d’ecau distillée et laisser refroidir a température ambiante. Dissoudre Kl
et HgCl> dans de I’eau distillée stérile séparément puis rajouter les mélanges a la solution de NaOH en
mélangeant et compléter a 100 mL avec 1’eau distillée.
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Annexe 3 : Solution nutritive de base des plantes (Broughton and Dilworth, 1971)

Solution1 CacCl,. 2H,0 2M
Solution2 KH2 PO4 1M
Solution 3 MgSOa4. 7TH20 05M
K2S04 0.5M
MnSO4. H20 0.002 M
Solution4 H3BO3 0.004 M
ZnSQO4. TH20 0.001 M
CuSO0g4. 5H20 0.0004 M
CoS04. 7TH20 0.0002 M
Na2MoO;. 2H.0 0.0002 M
Solution 5 Fe-citrate 0.02 M

Prendre 5 mL des solutions 1 a 4 et 1 mL de la solution 5, les ajouter a 5 litres d’eau distillée, puis diluer
a 10 litres. Le pH doit étre ajusté entre 6.6 et 6.8 avec du NaOH 1 M.

Pour la solution nutritive azotee, ajouter 0.5g/I de KNO3

Annexe 4 : Composition du tampon de lyse

Tris acétate (40 mM) 2 mL
Acétate de Sodium (2 mM) 330 uL
SDS (20%) 2.5 mL
ARNase 1mL
EDTA (1 mM) 1mL

Eau deonisée stérile .s.p 50 mL
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Annexe 5 : Figures de corrélation
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Figure 1 : Corrélations entre la solubilisation du phosphate et le pH du milieu

94



Plppm]

LMR870 LMR874
251 357
R=097, p=16e-11 .
R=084,p=16e05 301
20
E 251
o
15 T
& 204
10 15
10
02 04 06 08 025 050 075 1.00
DO 600 nm DO 600 nm
LMRB76 P4S9
*
181 R =059, p=0.0099 .'
B B 301
16 R=084,p=13e05
14+ E
220
121 &
10+ 104
3
02 0.4 08 0.8 025 0.50 075
DO 600 nm DO 600 nm
P1S6 M131
- 4
R=097, p="5.5e-11 . 0 s- 0.95, p=18e-09
304 501
T 40
o
=
20 T al
20
10+
104
025 050 075 03 06 09
DO 600 nm DO 600 nm

Figure 2 : Corrélations entre la solubilisation du phosphate et la croissance bactérienne
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Annexe 6 : Tableau des activités PGP et tolérance des isolats sélectionnés pour le

test d’infectivité

P(ug/mL) Sid (%) Aux (ug/mL) NaCl(M) KCL (M) CaCl(M) _ pH
PV1 12.728 63 46.044 0.34 0.34 0 59
PV2 11.980 74 34.000 0.51 0.34 0 59
PV3 12.133 84 4.689 0.34 0.34 0 58
PV4 23.268 68 2,534 0.34 0.34 0 5 8
PV5 12.456 77 29.289 0.51 0.34 0.17 59
LMR670  22.550 27 124.232 0.51 0.34 0.17 59
PV7 12.201 84 5.734 0.51 0.34 0 59
PV8 9.090 83 4911 0.34 0.34 0 59
PV9 14.258 21 5.280 0.64 0.64 0.17 59
PV10 13.119 47 22.422 0.51 0.51 0 59
PV11 20.514 80 17.400 0.34 0.34 0 59
PV12 9.753 69 1.623 0.34 0.17 0 49
PV13 28.436 78 7.845 0.34 0.34 0 49
PV14 14.955 69 9.334 0.51 0.34 0.17 59
PV15 15.159 51 29.044 0.51 0.34 0 49
PV16 10.501 78 3.289 0.51 0.51 0 59
PV17 13.068 77 2.978 0.51 0.34 0 59
PV18 9.838 43 21.267 0.34 0.34 0 5 8
PV19 9.226 11 70.311 0.51 0.34 0 59
LMR674  31.705 88 85.742 0.64 0.64 0.17 59
PV21 7.271 81 4.334 0.34 0.34 0 5 8
PV22 8.206 74 13.578 0.34 0.34 0 59
PV23 6.965 59 3.356 0.51 0.34 0.17 59
PV24 7.730 84 4.778 0.51 0.51 0 59
PV25 8.189 76 54.644 0.51 0.34 0 49
PV26 8.733 71 14.489 0.34 0.34 0.17 79
PV27 7.135 39 17.089 0.51 0.34 0 78
LMR676  16.722 50 122.200 0.64 0.51 0.34 79
PV29 9.056 46 11.067 0.51 0.34 0.17 79
PV30 12.626 85 19.556 0.51 0.34 0 49
PV31 10.042 77 13.578 0.34 0.34 0 79
PV32 15.431 70 62.666 0.34 0.34 0.17 78
PV33 11.232 64 30.022 0.34 0.34 0.17 79
PV34 23.200 31 29.067 0.34 0.34 0 77
PV35 24.985 72 3.756 0.17 0.34 0 59
PV36 13.034 78 11.400 0.17 0.34 0 59
PV37 14.343 33 25.822 0.17 0.17 0 79
PV38 9.022 66 26.467 0.17 0.17 0 59
PV39 12.065 75 15.467 0.17 0.17 0 49
PV40 11.232 53 66.844 0.17 0.34 0 49
PV41 9.804 65 69.755 0.17 0.34 0 79
PV42 7.798 74 27.844 0.17 0.34 0 59
PV43 8.087 77 13.134 0.34 0.51 0 49
PV44 7.560 80 4.823 0.51 0.34 0 59
PV45 8.631 48 78.133 0.17 0.17 0 59
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Annexe 7 :

Photos montrant la nodulation et I’effet de 1’inoculation sur la croissance du haricot vert

Figure 2 : Nodulation des plantes du haricot vert
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Genetic diversity and population structure of 268 Lens culinaris symbiotic rhizobia collected from 40
cultivated fields in the main lentil production regions in Morocco were estimated. Three chromosomal
housekeeping genes (recA, ginll and atpD) and one common symbiotic gene (nodC) were sequenced and
analyzed in order to identify the local symbionts of lentil. The molecular phylogeny of the concatenated
housekeeping genes clustered more than 95% of the isolates in one main clade together with Rhizobium
laguerreae species. R. laguerreae represents the main symbiont of cultivated lentil in Morocco and, for the
first time, a large sample of individuals is obtained for this species. There is a significant and high genetic
differentiation of bacterial populations among the four regions for their symbiotic gene, and much lower
for their housekeeping genes. The reasons why R. laguerreae is so frequently recovered in our study is

© 2018 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

Lentil cultivation takes an important place in agricultural sys-
tems in many countries, due to its role in human and animal
nutritionas well as insoilfertilityimprovement. It is one of the most
ancient cultivated crops among legumes; it was first domesticated
in the Near East and expanded to Central Europe, all around the
Mediterranean basin, Ethiopia, Afghanistan, India and China and
later was introduced in Latin America [9,11]. Nowadays, lentil is
produced across all dry areas around the globe, from Bangladesh to
Morocco, and from Russia to Ethiopia [7,13]. In Morocco, legumes
fields are mainly located in areas with adequate rainfall conditions.
However, they still suffer from low profitability, especially com-
pared to cereals and oilseeds. According to the annual reports of the
FAO [14], annual lentil production in 2014 has reached 30,670 tons.
Furthermore, this crop covers an area of about 45,900 Ha, occupy-
ing the third place at the national scale for legumes after bean and
chickpea [32]. It is mainly cultivated as a supplementary activity in
Moroccan areas with deep and fertile soils dedicated to intensive

* Corresponding author at: IRD, IPME—Interactions Plant Microorganismes Envi-
ronnement, 911 Avenue Agropolis, BP 64501, 34394 Montpellier, France.
E-mail address: gilles.bena@ird.fr (G. Béna).
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and extensive crops, in bioclimatic zones ranging from arid to sub
humid. Moreover, a residual production of this legume, in that case
as a traditional crop devoted to self consumption, is localized in
Atlas mountainous areas.

Like many legumes, lentil is able to form an efficient nitrogen
fixing symbiosis with soil bacteria collectively referred as rhizobia.
This symbiosis can fully or partially satisfy the nitrogen demand of
the host leguminous plant. However, the amount of nitrogen fixed
depends on severalfactors, including plant andrhizobial genotypes.
This is why it is important to evaluate the indigenous diversity of
rhizobial population and screen for putative novel effective
inoculants strains [31]. Several studies have examined the genetic
diversity and the ability of rhizobia that nodulate members of the
tribe Vicieae, [3,4,22]. All of them concluded that Rhizobium legumi-
nosarum bv. viciae was the main nodulating species and symbiovar
in the tribe Vicieae [44].

All studies conducted on lentil symbiotic bacteria also con-
firmed that R. leguminosarum bv. viciae was the symbiont of lentils
in many countries where it was grown [17,23,28,37,44] respec-
tively in Canada, West Asia-North Africa, France, China and Algeria.
However, recent studies have shown that the distinction among
closely related species in the genus Rhizobium was not so easy.
Phylogenetic analyses have shown that 16S rRNA gene from Rhi-
zobium laguerreae and R. leguminosarum were identical and
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ABSTRACT

Rhizobia are soil bacteria known for their ability to nodulate and fix nitrogen with legumes. Some rhizobia also show
different plant growth promoting characteristics (PGP); they can therefore be used as effective bio- fertilizers. Phaseolus
vulgaris is considered a weak nitrogen fixer; therefore, screening experiments have been designed to select stress-
tolerant effective bean rhizobia that have also PGP traits. Surveys of common bean fields in Morocco lead to the isolation
of 113 bacteria inhabiting root nodules. Screening tests showed that 45 isolates exhibited positive phosphate
solubilization, and auxin and siderophores production as well as high salt and pH tolerance. Correspondence analysis
showed that salt tolerance and phosphate solubilization were origin related. Among the screened isolates, 18 were able
to renodulate common bean but only 3 were highly effective with their host plant. Interestingly, phylogenetic analysis
of 16S rRNA gene showed that the nodulating isolates clustering within the Rhizobium genus were represented by only
two isolates related to R. miluonense and R. yanglingense while the remaining strains belonged to the Agrobacterium
genus. Our results revealed also the co- existence of several endophytic bacteria with the symbiotic strains inside the
nodules. These bacteria are stress tolerant and possess potential PGP traits, which indicate that they could stimulate

common bean growth and contribute to N and P plants nutrition.

1. Introduction

Common bean (Phaseolus vulgaris L.), is a highly appreciated grain legume
worldwide and estimated as an important source of dietary proteins (22% of
seed weight) for human consumption and also a major source of
micronutrients such as iron, zinc and folic acid (Pennington and Young, 1990;
Broughton et al., 2003). This legume crop is widely cultivated in Central and
South America, Asia as well as in many countries of Africa including Morocco.
Despite the ability of P. vulgaris to establish symbiosis with a broad variety
of bacteria (Mostasso et al., 2002; Garcia-Fraile et al., 2010), these symbiotic
relationships are often not/or less effective (Michiels et al., 1998). Also,
compared to other legumes, common bean is known as a weak nitrogen fixer
(Hardarson (1993); Farid and Navabi (2015)). The estimated mean value of ni-
trogen derived from the atmosphere for common bean across different
geographical regions of the world is only 39% as compared to lentil

*Corresponding author.
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(65%), soybean (68%) and pea (65%) (Peoples et al., 2009). The low capacity
of symbiotic nitrogen fixation of this legume crop was attrib- uted to its highly
promiscuous nodulation (Rodriguez-Navarro et al.,, 2000). Effectively,
common bean can be nodulated by different native and ineffective rhizobium
symbiovars and as a result bean production is mainly based on intensive
nitrogen fertilization which in return pre- vents the optimal expression of the
nodulation and the nitrogen sym- biotic fixation potentials of this symbiosis.
Consequently, screening of infective and effective rhizobial strains,
compatible with common bean cultivars, remains the most effective way for
achieving successful in- oculation of this legume and increasing the
contribution of symbiotic nitrogen fixation to common bean N nutrition.
Besides their symbiotic nitrogen fixation potential, some strains of Rhizobium
are able to induce plant growth promotion (PGP) and improve agricultural
sustainability in many ways. In addition to nitrogen fixation, the mechanisms
by which PGP rhizobia may stimulate plant growth involves improving

Rhizosphere xxx (xxxx) 100523

99


mailto:auragjamal@yahoo.fr
http://www.elsevier.com/locate/bab

Contents lists available at ScienceDirect

Rhizosphere

.

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/rhisph

Beneficial effect of Rhizobium laguerreae co-inoculated with native Bacillus
sp. and Enterobacter aerogenes on lentil growth under drought stress

Kaoutar Taha® ", Imane El Attar>", Mohamed Hnini?, Amina Raif?, Gilles Béna ¢, Jamal Aurag?,
El Bekkay Berraho®

aCenter of Plant and Microbial Biotechnology, Biodiversity and Environment, Microbiology and Molecular Biology Team, Faculty of Sciences, Mohammed V University in
Rabat, Rabat, Morocco

b Department of Microbiology, National Institute of Agronomical Research (INRA), Rabat, Morocco

¢ PHIM Plant Health Institute, Univ Montpellier, IRD, CIRAD, INRAE, Institut Agro, Montpellier, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A collection of 29 Rhizobium laguerreae strains phylogenetically different originating from 4 biogeographic re-
Lentil gions of Morocco were tested for their PGP activities and phenotypic traits. The strains showed different levels of
Rhizobium

tolerance to salt ranging from 0.5 to 1.5% NaCl, an optimal growth in neutral pH (7) and were sensitive to low
(10 °C) and high (40 °C) temperatures. Sixteen strains showed important IAA production (50-123 pg IAA/ml)
and 11 were identified as high phosphate solubilizers (greater than 20 pg/ml). A pot experiment enabled the se-
lection of 3 R. laguerreae strains LMR575, LMR597, and LMR655 with a symbiotic efficiency of 78, 78 and 76%
respectively. In a subsequent greenhouse experiment, the elite rhizobial strains were tested in single and com-
bined inoculations with 2 PGP strains Bacillus sp. LMR698 and Enterobacter aerogenes LMR696 previously iso-
lated from lentil rhizosphere using field soil. All treatments underwent two irrigation levels (30 and 50% of wa-
ter retention capacity). Under sufficient watering conditions (50%), the combination of R. laguerreae LMR655
with both bacterial strains (E. aerogenes LMR696 and Bacillus sp. LMR698 increased plants biomass by 38 and
23% respectively and number of nodules (54 and 52 nodules/plant respectively). Whereas, under drought stress
conditions (30%), all combination except R. laguerreae LMR575+ Bacillus sp. LMR698 yielded a shoot dry
weight significantly comparable to nitrogen-fertilized control. Moreover, R. laguerreae LMR597 and LMR655
combined with E. aerogenes showed an increase of areal biomass of 8 and 3% respectively. These performing
strains could be further exploited in agricultural practices to mitigate the drought stress effects for a sustainable
lentil cultivation.

PGPR
Abiotic stress
Co-inoculation

Chapitre | 1. Introduction R. laguerreae as a microsymbiont of Pisum sativum and Vicia faba in Mo-

rocco. A year later, Sijilmassi et al.(2021) confirmed R. laguerreae as a

Legumes of the Viciae tribe in the Mediterranean basin and South ~ Predominant species of lentil in Merchouch region (Rabat-Morocco).

America are classically nodulated by Rhizobium leguminosarum. A new 11 addition to its ability of fix nitrogen in symbiosis with legume partners,
closely related species, R. laguerreae, was also reported as symbiont of R. laguerreae showed also interesting in vitro Plant Growth Promoting
these legumes. Saidi et al. (2014) were the first to identify R. laguerreae (PGP) activities comparable to those of conventional PGP rhizobacteria.
as a symbiont of Vicia faba and Pisum sativum in Tunisia and Peru. Ithas  1ts potential in plant growth promotion has been demon-strated on both
been subsequently isolated from P. sativum nodules in northern Spain ~ legumes and non-legume plants (Ayuso-Calles et al., 2020; Jiménez-
by Martinez-Molina et al. (2016), from Vicia faba in Algeria (Belhadi et Gomez et al., 2018). For instance, R. laguerreae PEPV40isolated from
al., 2017) and from Phaseolus vulgaris nodules in a Spanish region where = Phaseolus vulgaris exhibited an important phosphate solu- bilization
Lens culinaris is traditionally cultivated (Flores-Félix et al., 2018). In  activity, indole acetic acid (IAA) and siderophores produc- tion. This
2018, Taha et al. (2018) identified R. laguerreae as the main symbiont of ~ Strain was also shown to be an excellent plant probiotic by producing
Lens culinaris in different cultivated fields belonging to four bioclimatic ~ cellulose and forming biofilms involved in root colonization which
regions in Morocco. Later on, Missbah El Idrissi et al. (2020) identified ~ contributed in increasing crop production and quality of spinach
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Most of the soils are N and P-deficient and require high applications of chemical fertilizers to ensure optimal crop production.
However, this practice poses in most cases serious environmental issues. In recent years, inoculation with beneficial bacteria has
emerged as a safe and sustainable alternative to chemical fertilizers. In this context, we investigated the effect of two symbiotic
Agrobacterium radiobacter strains (LMR670 and LMR676) and two plant growth-promoting rhizobacteria Bacillus sp. (M131)
and Enterobacter sp. (P1S6), as single or combined inoculants, on common bean growth and yield under N and P- deficient
conditions. In a first trial, Agrobacterium strains’ symbiotic efficiency with common bean was evaluated in a low phosphorus
and nitrogen soil under greenhouse conditions. Strain LMR670 recorded the highest nodules number (53 nodules per plant) and
shoot dry weight (0.553 g plant). This strain was then used in combination with the PGP rhizobacteria in a common bean co-
inoculation assay under sufficient and deficient P levels (80 kg haof P and No P added). Single inoculation with LMR670
recorded the highest shoot dry weight (82% increase compared to non-fertilized control) compared to combined inoculants (46-
47% increase). To corroborate the obtained results, a field experiment was conducted using the same treatments. LMR670 as a
single inoculant or mixed with M131 was consistently effective leading to common bean yields comparable to N and P fertilized
plants (13.07 t ha™ and 12.35 t ha* respectively). In addition, single inoculation with the multi-PGP strain M131 showed positive
effects on all common bean growth parameters and yield value (14 t hat); exceeding even N and P fertilized control plants. These
results suggest that the strains LMR670 and M131 can be used, in a single or combined inoculation, as effective biological
fertilizers for common bean cultivation to replace phosphorus and nitrogen fertilizers. Globally our results highlight the potential
of native phytobeneficial strains for successful nodulation, growth and yield of common bean under N and P-deficient conditions.
Keywords: Agrobacterium, co-inoculation, nutrients scarcity, PGPR, Phaseolus vulgaris L.

INTRODUCTION

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is currently estimated
to be one of the most important food legumes in the world.
Unlike other legumes, common bean is considered as a weak
nitrogen fixer. This is due in particular to the genetic
characteristics of symbiotic partners as well as soil and
environmental conditions (Assefa et al., 2019). To address this
issue, intensive efforts are made worldwide to increase the
natural process of nitrogen fixation through cultivar

selection (Barbosa et al., 2018) and promote bean
growth through inoculation with selected bacteria
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During the past decades, considerable interests in nitrogen
fixing bacteria and Plant Growth Promoting Rhizobacteria
(PGPR) have emerged for sustainable agricultural practices
and for crop yield increase at a low cost (O’Callaghan, 2016).
PGPR have been reported to exhibit various beneficial
properties such as phytohormone production (Backer et al.,
2018), and inorganic P solubilization (Oteino et al., 2015).
They are also reported to provide iron to iron-starved plants
through the production of siderophores (Maldonado et al.,
2020) and enhance plant stress tolerance such as salinity,
drought and heavy metals (Enebe and Babalola, 2018). Thus,
micro-organisms possessing PGP properties can be used as
bio-inoculants to promote plant growth and development
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