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I ntroduction

Les légumineuses alimentaires constituent une composante essentielle pour la nutrition
humaine et animale ainsi que pour le maintien des systémes de production dans les zones
arides et semi arides. Les légumineuses représentent une famille ayant une grande importance
économique (ROCHESTER et al., 2001).

La ou se développent des légumineuses, les rhizobia du sol établissent une symbiose avec
lalégumineuse héte (GILLER, 2001).

La symbiose légumineuse rhizobia est un processus indispensable a la plante pour acquérir
I'azote sous forme réduite, mais aussi aux rhizobia pour obtenir les nutriments nécessaires a
leur développement. Le végétal fournit des matieres nutritives a la bactérie, celle-ci capte
|'azote atmosphérique qui sera assimilé par la plante hote (RAVEN et al., 2000).

Gréce a cette symbiose une importante économie d'engrais azotés peut étre réalisée. A titre
d'exemple, au Brésil I'inoculation du soja (Glycine max L.) aux champs fournit jusqu'a 300 kg
de N/ha, ce qui entraine des économies d'engrais azotés estimés a 3 milliards de dollars
(SANTOS et al., 2006). L'éablissement de la symbiose entre le rhizobia et la plante
légumineuses est un phénomene complexe. L'interaction symbiotique entre les bactéries
rhizobia et les plantes de la famille des Légumineuses se traduit par la formation d'organes
spécifiques, appelés nodules ou nodosités, ou les bactéries sous leur forme différenciées,

fixent et réduisent |'azote moléculaire en ammoniac (PERRY et al., 2004).

L’haricot faisant partie des |égumineuses favorise le développement des mycorhizes
gui améliorent la nutrition phosphatée des plantes lors d’une carence en P, et augmente le
degré d’infection des autres plantes par ces microorganismes (SMITH & READ, 2008). Au
dela d’une améioration de la nutrition phosphatée des cultures, les mycorhizes semblent
jouer d’autres roles dans les agro systéemes. blocage des métaux au niveau des hyphes dans
les sols pollués, améioration de la nutrition en micro éléments et en N des cultures, de la
résistance de la plante au stress hydrique et aux maladies, et de la stabilité structurale des
sols (SMITH & READ, 2008).

Les champignons ayant la capacité de s’associer aux racines des plantes pour former
cette symbiose sont connus sous le nom de champignons mycorhiziens et I’organe formé entre

les deux partenaires au cours de cette association symbiotique porte le nom de mycorhize



(PLENCHETTE, 2005). Il s’agit d’une relation mutuellement bénéfique gréce a laquelle
chague partenaire optimise son dével oppement.

L’objectif principale de notre travail est de vérifier si les variétés de haricot étudiées
(Contender, Tema, El Djadida) sont capables de contractés une symbiose dans deux sols
contrastés (intensif et biologique), et quelles seraient les différentes symbioses et quel sol
donnerait de meilleures résultats de points de vue association symbiotique ?

Notre hypothése de départ serait de supposer que le haricot comme les autres herbacées entre
en symbiose avec les mycorhizes en plus de la nodulation, et que cette symbiose serait faible

dans le sol intensif comparé au sol biologique.

Notre travail a été concu de lafagon suivante :

v Uneintroduction justifiant notre intérét sur I’association symbiotique

v' Un premier chapitre a été consacré a la synthése bibliographique sur les associations

symbiotiques telles-que les mycorhizes, rhizobia, et |es endophytes

v" Un deuxiéme chapitre concerne le matériel et les méthodes d’analyses qui se sont

déroulés au niveau du laboratoire.
v Enfin, un troisiéme chapitre a regroupé | es résultats obtenus.
v' En conclusion, une série de réflexions scientifiques et de perspectives sont proposées

pour divers domaines concernant I’effet des parametres symbiotiques sur les parameétres

de croissances chez e haricot.
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Chapitre Synthese bibliographique

1. LEHARICOT

Le haricot commun et les haricots du genre Phaseolus, sont originaires d’Amérique
centrale et d’Amérique du Sud. Le haricot commun a éé domestiqué indépendamment en
Amérique centrde (Mexique et Guatemala) et dans les Andes d’Amérique du Sud
(principalement le Pérou) pendant plus de 5000 ans et ensuite transporté vers d’autres
continents depuis le 16°™ siécle (BERNAL et GRAHAM, 2001). De nos jours, il a une
importance considérable, en particulier en Amérique du Sud et en Afrique. L espece est bien
établie dans de nombreux pays africains ol elle a été introduite par les Portugais au 20°™
siécle, et c’est dans la région des grands lacs d’Afrique centrale que sa culture est la plus
intensive (WORTMANN et al., 1998; NYABYENDA, 2005). Le tableau 1 représente la
répartition du haricot dans le continent américain.

Tableau 1. Répartition des groupesde haricots dansle continent américain

Groupes Répartition des groupes dansle continent américain
Pool mésoaméricain Colombie, Equateur et le nord du Pérou.

Pool andin Del’Argentine jusqu’al’Equateur.

Pool intermédiaire Situéen Colombie.

Source:(VADEZ, 1996)

1.1 Classification

Le genre Phaseolus se classe dans la soustribu des Phaseolinae, tribu des
Phaseoleae, famille des Fabaceae et ordre des Fabales. Selon I’APG (2003) on attribue au
haricot la classification suivante:

Classification classique Classification phylognétique
Régne: Plantae. Clade : Angiospermes.
Sousregne : Tracheobionta. Clade: Dicotylédones vraies.
Division : Magnoliophyta. Clade : Rosdées

Classe : Magnoliopsida. Clade : Fabidées.

Sous classe : Rosidae. Ordre: Fabale.

Ordre: Fabale. Famille Fabacae.

Famille : Fabaceae. Genre: Phaseolus.

Genre: Phaseolus. Espece : Phaseolus vulgaris.

Espéce :Phaseolusvulgaris.
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1.2 Caractéristiquesagro-mor phologiques

Le haricot est une plante herbacée annuelle a croissance déterminée ou
indéterminée (LAUMONNIER, 1979). A la germination, la plante est généralement a
racines pivotantes mais peu apres des racines adventives longues de 10 a 15 cm qui se
développent sur toute la racine principale. Les fleurs sont portées en grappes axillaires et
terminales. Elles sont zygomorphes composées de deux pétales en caréne, deux pétales
latéraux ailés et un péade standard disposé extérieurement. La couleur de la fleur est
généralement indépendante de celle des graines, mais l'association entre fleurs particulieres
et couleur des graines est connue (DIAW, 2002). Chez le haricot, la durée des stades de
développement vraie considérablement en fonction de la variété et des conditions
environnementales (ADAMS et al., 1985).

1.3 Cycleveégétatif

Chez le haricot, le cycle de végétation se déroule pendant les périodes les plus chaudes de
I'année. La durée des stades de développement varie considérablement selon les variétés. En
climat méditerranéen le semis s’effectue a partir de la fin avril alant jusgua fin mai. Le
haricot est une plante tres sensible au froid. Les fortes chaeurs de plus de 32 °C sont
prgudiciables, faisant avorter les fleurs (DIOUF., 1997). Les graines semées germent au
bout de 5 a7 jours aors que lafloraison s’effectue entre 24 et 42 jours apres le semis selon
les conditions climatiques, sa durée est de 5 a 30 jours. Le remplissage des graines dure de
23 a 50 jours, la  maturation des graines dure de 60 a 130 jours et qui varie
considérablement selon les variétés. La nodulation gpparait 15 a 30 jours apres le semis
(DIAW, 2002).
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Figure 1: Cycle de dével oppement de la culture du Phaseolus vulgaris (DIAW, 2002)

1.4 Importancedela culturedu haricot
La culture du haricot est destinée a la consommation humaine (les gousses ou graines
sont consommées a |’état frais ou les graines a |’état sec) et a I’alimentation des animaux
(les résidus de cultures : tiges et gousses). En effet, le haricot constitue un aliment de base
pour pres de 500 millions d’étres humains de part sa richesse en protéines (25% environ)
(PUJOLA et al., 2007).

Sur le plan agronomique et en tant que légumineuse, le haricot peut S’intégrer dans les
systémes de production biologique qui utilisent la bio-fertilisation. A cet effet, il est utilisé
avec d’autres |égumineuses dans les systemes des rotations et d’associations culturales avec
d’autres cultures notamment les cérédes dans le but d’assurer la meilleure efficacité
d’utilisation des ressources en azote (CANADO et al.,, 2003). Le haricot en tant que
légumineuse:

o~ Possede un systéme de fixation symbiotique de |’azote plus performant, du fait qu’il
associe cette fixation ala photosynthese (Pochon, 1981);

v' Constitue un bon précédant cultural dans la rotation, comme il peut bien
s'installer aprés les Solanacées, les Cucurbitacées et les Brassicacées et il donne
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un meilleur rendement si il est cultivé apres |’orge, le blé ou le mais (CANADO et al.,
2003);
v Apporte des masses importantes de résidus fermentescibles pouvant activer la

vie microbienne du sol (Abdenour, 1982).

1.5 Production du haricot en Algérie
Le tableau 2 montre gqu’il ya une augmentation remarquable des superficies
destinées a la culture du haricot vert. La production varie indépendamment de 255230
guintaux a 450964 quintaux. Cette variation est accompagnée par des fluctuations
imprévisibles des rendements de 42,60 g/ha en 2000 a 50,6 g/ha en 2009, avec un pic
enregistré en 2003 de 60,44 g/ha.

Tableau 2. La production nationale en haricot

Année Haricot vert Haricot sec

Superficie | Production = Rendement = Superficie  Production = Rendement

(ha) (ax) (gx/ha) (ha) (ax) (gx/ha)
2000 5990 255230 42,6 1280 4190 3,27
2001 6000 295270 49,21 1180 7340 6,22
2002 6400 29700 46,48 1190 8640 7,26
2003 6730 406810 60,44 1560 10960 7,02
2004 7530 411000 54,55 1992 15810 7,93
2005 6928 332650 48,1 9240 6660 5,52
2006 7766 355076 45,72 1496 9145 6,11
2007 8532 413220 48,4 1394 9170 6,6
2008 8622 401208 46,5 1040 5441 52
2009 8918 450964 50,6 1616 11588 7,2

Source: (FAO.STAT, 2011)

La culture du haricot peut jouer un role important dans les systémes agricoles en Algérie,
bien que sa production reste marginalisée en raison de la faiblesse et de la grande
instabilité des rendements dus au déficit hydrique et a la déficience en phosphore,

qui caractérisent la plupart des zones méditerranéennes particulierement les zones de



Chapitre Synthese bibliographique

cultures potentielles du haricot en Algérie (eg. ALKAMA, 2010).

2. Lesassociations symbiotiques |égumineuses
2.1 Lasymbiose

Le mot symbiose fut utilis¢ pour la premiere fois par I’alemand FRANK (1877) pour
gualifier la coexistence d’organismes différents. Les symbioses mutualistes, ou les partenaires
coexistent activement d’un point de vue physiologique, écologique et reproductif (HARLEY,
1989) furent pendant longtemps jugées peu importantes dans les processus écologiques
(LAMBERSetal, 2009).

La Symbiose est un terme signifiant «vivre ensemble». Il décrit une relation écologique
entre deux organismes d'especes différentes qui sont en contact direct I'un avec |'autre. Chacun
des deux organismes est appel € symbionte ou symbiote.

Exemples derelations symbiotiques mutualistes

Voici quelgques exemples de symbioses :

La symbiose rhizobienne: les racines des légumineuses possedent des nodosités ou nodules
qui abritent des bactéries symbiotiques. Les bactéries fixent |'azote qui est utilisé par la plante et
celle-ci fournit des glucides pour les bactéries.

L a symbiose mycor hizienne entre des plantes et des champignons.

Dans les coraux, avec leszooxanthelles, desalgues qui réaisent laphotosynthése. Les algues
apportent de I'oxygene et des nutriments au corail, qui en retour lui fournit une protection et
ses déchets qu'elle peut réutiliser. La perte des algues symbiotiques conduit au blanchissement
du corail. Lestress, leschangements climatiquesou la pollution sont responsables du
blanchissement des coraux.

Leslichens, qui associent un champignon et une algue.
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2.2 La symbiose rhizobium-légumineuse

La symbiose rhizobium-légumineuse, décrite pour la premiére fois par FRANK
(1889), présente un modele d'étude d'association entre eucaryote et procaryote. Elle présente
un intérét agronomique considérable. En effet, I'azote minéral du sol, principale ressource
azotée des plantes est, dans le cas des plantes cultivées, fourni principalement par des
engrais chimiques qui posent des problémes de pollution, en particulier des nappes
phréatiques par le lessivage des nitrates. La symbiose permet I'enrichissement naturel du sol
en azote et laréduction des apports d'engrais.

L'azote fixé par la symbiose est restitué au sol aprés la décomposition de la matiere
vegetale (racines, nodules, parties aériennes), ou via les dgections des animaux ayant
pauré (NDIAYE, 1996). Les légumineuses sont traditionnellement utilisées comme
fourrage.

221 Lerhizobium

Le Rhizobium est un genre bactérien fixateur d’azote associé aux légumineuses. Le«
Rhizobia » est un terme qui a été donné aux bactéries du sol qui sont capables d’induire des
nodules sur les Iégumineuses, et de fixer I’azote atmosphérique en symbiose. Ce terme
« rhizobia » est dérivé du nom du genre Rhizobium (ZAKHIA et al. 2004).

L’histoire des rhizobia commence au XIXéme siecle, quand BEIJERINCK (1888) et

FRANK (1889) regroupent toutes les bactéries isolées de nodosités de racines de

|égumineuses dans e genre Rhizobium (DOMERGUE, 2006).

a. Caractéristique

Les Rhizobiums sont classés selon deux groupes suivant leurs caractéristiques de
croissance (RABARY, 1993) :

- Les Rhizobiums a croissance rapide, parmi lesquels appartient le Rhizobium
Phaseoli, qui est |a bactérie nodulant e haricot. Leur temps de germination est de 2
a4 heures. Et ils se déplacent grace a2 ou 3 flagelles péritriches ;

- Les Rhizobiums a croissance lente, leur temps de germination est de 6 a 7 heures.

Leur moyen de locomotion est un flagelle unique subpolaire. On appelle aussi ces
bactéries des Bradyrhizobium.

Les Rhizobiums sont trés aérobies et donc facile a cultiver. Leurs milieux de cultures
doivent comporter une source de carbone, d’azote, des vitamines et des € éments minéraux
(RABARY, 1993).
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b. Morphologie, Biologieet écologie

D’un point de vue morphologique et microscopique, les rhizobiums se présentent sous
forme de batonnets Gram négatif, mobiles (grace a un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 a 6
flagelles péritriches), avec des dimensions approximatives de 0,5 a 0,8 um de largeur et 1,3
a 3,0 um de longueur. Ils se développent facilement dans un milieu de culture proche de la
neutralité avec une source de carbone et une source d’azote, a une température optimale
de croissance de 28 + 2°C (FATIMA, 2008)

2.2.2 Nodulation

La nodulation est considérée comme la premiere caractéristique de I'association
symbiotique qui est strictement contrélée par des mécanismes d'autorégulation interne de
la plante héte (LOHAR et al, 2009). En présence des rhizobia, la plante émet des signaux
par la production de flavonoides qui stimulent la sécrétion des facteurs Nod par les
rhizobia (HOLSTERS, 2002).

Chez les légumineuses deux types de nodules peuvent étre distingués suivant la
persistance ou non du méristéme. Les nodules a croissance indéterminée ont généralement
un mode de croissance continue et les étapes de développement du nodule sont séparées
dans I’espace et non dans le temps (NAP ET BISSELING 1990). Ce type de nodules est
caractéristiques des especes des climats tempérés tels que Medicago, Pisum, Vicia et
Trifolium. Par contre, les nodules a croissance déterminée sont observés chez les especes
tropicales (Lotus, Glycine, Vigna et Phaseolus). Ces nodules sont originaires d’un
méristéme qui détermine sa croissance durant une période de temps limitée. Cependant,
les étapes de dével oppement nodulaire sont séparées dans le temps (NAP et BISSELING,
1990).

2.2.3 Spécificité symbiotique

La symbiose Iégumineuses — rhizobium est tres spécifique, un Rhizobium donné n’est
capable d’effectuer une symbiose fixatrice d’azote que si I’autre partenaire appartient a
son spectre d’héte. Les amplitudes des spectres des légumineuses et des rhizobia
sont trés variables, en effet, on trouve des associations trés specifiques pour le partenaire
bactérien, tel que Azorhizobium caulinodans qui ne s’associe gu’avec Sesbania rostrata
(DREYFUS et COL,1988), dors que cette méme légumineuses possede
d’autres partenaires  bactérien (Snorhizobium saheli et S. terangae.) (BOIVIN et a
1997).
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Figure 2 : Différentes étapes de I’établissement de la symbiose rhizobia-légumineuse.

Cette spécificité serait controlée par les lectines de I'hdte qui reconnaissen certains
glucides des parois bactériennes (LARPENT, 1985; MARIE et al., 2001; DEAKIN et
BROUGHTON, 2009). Les lipopolysaccahrides sont un des composés minoritaires de la
membrane bactérienne externe qui jouent aussi un réle important dans la spécificité
rhizobia légumineuses (JONES et al., 2007).

Cette spécificité symbiotique est en relation avec la composition des exsudats racinaires
qui est intimement liée a I'espéce, rendant |a rhizosphére plus spécifique et favorable a ses
partenaires symbiotiques (SHARMA et d., 2004).

2.3 La symbiose mycor hizienne

Le terme de mycorhize vient de «mukés» qui veut dire champignon et de «rhizo» qui veut
direracine.
Les mycorhizes sont des symbioses entre les racines des vegétaux et les mycéliums des
champignons. Les mycorhizes sont trés répondus dans la fructification des champignons.
De fagon classique, les mycorhizes se séparent en trois groupes :
-les ectomycorhizes
-les endomycorhizes
-les ectendomycorhizes

10
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2.3.1 Lesdifférentstypesdes mycorhizes

D’apres la morphologie de I’organe résultant de |’association plante — symbiote
fongique, différents types de mycorhizes sont distingués. Les mycorhizes & arbuscules, les
mycorhizes orchidoides et les ectomycorhizes sont les plus fréguentes et les plus étudiées.
Les mycorhizes a arbuscules sont les plus primitives et les plus répandues dans les
écosystemes naturels et cultivés (TEDERSOO et al., 2010). Les mycorhizes a arbuscules
seraient al’origine des autres types de symbiose mycorhizienne et coincideraient avec celle
des végétaux terrestres il 'y a450 millions d’années (WANG et QIU, 2006).

A. Lesectomycorhizes:

Les ectomycorhizes (ou mycorhizes externes) ne concernent que 5 % des plantes
vasculaires, en majorité des arbres des forets tempérées et boréals et des champignons de
la division des Ascomycétes des basidiomycétes ou des zygomyceétes. Ce type de
champignon rencontre essentiellement sur les racines des espéces ligneuses.

Ces mycorhizes ne pénétrent pas a travers des parois cdlulaires a l'intérieur des
cellules de la plante, mais entourent simplement les racines, formant un manteau de
mycélium et un réseau entre les parois des cellules de la racine.Le champignon s’associe
d’abord aux racines fines a croissance déterminée, dépourvues de poils absorbants. Puis,
il enveloppe la racine d’un manteau d’hyphes, le manchon mycorhizien. D'autres hyphes
croissent entre les cellules dans la partie externe du parenchyme cortical, formant ainsi
I'interface symbiotique ou « réseau de Hartig ». La symbiose modifie la physionomie de
la racine mycorhizée: elle se renfle, cesse de croitre et peut se ramifier de facon
abondante. La coiffe et le méristéme apical sont aors réduits.

B. Lesectendomycohizes

Il arrive que les ectomycorhizes et les endomycorhizes soient présents en méme temps

sur une racine, on parle alors d’ectendomycorhizes, le premier type est minoritaire et
concerne surtout les arbres, le second est mgjoritaire et concerne presque tous les végétaux.
lls montrent simultanément, un manteau réduit ou absent qui possede un réseau de Hartig
bien développé, des structures des ectomycorhizes et des hyphes qui pénétrent dans les
cellules racinaires, des structures des endomycorhizes.

C. Lesendomycorhizes

Les champignons endomycorhiziens(ou mycorhizes interne) ne sont pas

spécifiques et sont normalement associés aux plantes comme les plantes forestieres

agricoles et horticoles. (Affectent prés de 90 % des especes végétales).

11
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Ces symbiotes a colonisation intracellulaire corticale, forment des arbuscules (sont des
structures de transfert entre le champignon et la plante héte), des vésicules (sont des organes
de stockages de diamétres @=50um) ou des hyphes, ne se cultivent pas et ne sont pas
visibles qu’apres coloration.

Il existe trois types d’endomycorhizes :
- Les endomycorhizes arbutoides des Ericacées.
- Les endomycorhizes orichidoides des Orchidées.
- Lesendomycorhizes a arbuscules.

[

| ;
Ectomycorhizes ERGeMyCOMIzes
{ ;. a arbuscules

, #
] Endomycorhizes
archidoides

Tissus
vasculairg -
des végalaux

Endomycorhizes
aricoides

L \
1

) s ,
| ~ Ectendomycorhizes

Figure 3: Principaux types mycor hiziensreprésentés sur une coupe transversale de
racine (http://www.osi-per ception.or g/Presentation-des-mycor hizes.html).

2311 Lesmycorhizesaarbuscules

Parmi les associations endomycorhiziennes, ce sont les champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA) qui sont de loin les plus répandues a la surface du
globe. lls se sont adaptés a de nombreux environnements et différentes plantes hotes. Ils
peuvent former des associations mutualistes avec les racines fines d'environ 80 % de
toutes les plantes terrestres (SMITH et READ, 1997) ligneuses, herbacées, les

12
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mousses, fougeres, gymnospermes et angiospermes plusieurs coniféres et la majorité
des plantes a fleurs, mono et dicotylédones.

Les champignons mycorhiziens & arbuscules (CMA) sont des composantes
importantes des écosystemes terrestres (LIU ET CHEN, 2007; SMITH ET READ, 1997).
Des techniques de biologie moléculaire ont permis de démontrer que les premiéres
mycorhizes arbusculaires sont apparues au dévonien, il y a environ 450 millions
d’années (FORTIN et a, 2008). Les CMA sont représentés par diverses especes, selon
des estimations, il pourrait y avoir 1 250 espéces de CMA dans le monde (BORSTLER
et al, 2006). Au cours des 10 dernieres années, environ 113 especes CMA dans sept
genres ont été isolés en Chine, 70 especes en Afrique, et 84 especes aux Etats-Unis, la
France et I'Allemagne (LI1U et al, 2009).

Le champignon mycorhzien a arbuscule forme plusieurs structures a l'intérieur
des racines, principalement des arbuscules, des vésicules des spores et des hyphes non
spécialisés (TOMMERUP, 1984). On utilise e terme propagul e pour les désigner puisque
toutes ces structures servent a propager I’espece (FORTIN et a, 2008).

Le terme arbuscul e référe a une structure microscopique unique que dével oppent ces
champignons dans les cellules corticales des racines. Chez ce type de mycorhize, le
champignon ne cherche pas a envelopper les cellules de I’h6te, comme chez les
ectomycorhizes, mais y pénétre de fagon subtile sans trop en perturber les structures. A
partir de ce point d’ancrage dans la racine, le champignon mycorhizien a arbuscule
développe dans le sol une phase dite extraradiculaire, qui s’éend en un réseau mycélien
et envahit le sol adjacent, dans toutes les directions. Ce mycélium de tres fine dimension
offre une surface considérable de contact avec le sol. On estime que la surface des
mycéliums arbusculaires, sous un metre carré d’un sol de prairie est d’environ 90 m? et
gue dans un pot d’un litre ou pousse un seul plant de poireau, le mycélium peut
atteindre jusgu'a un kilométre, envahissant les moindres interstices du substrat (FORTIN
et al, 2008)

23.1.2  Structure des champignons mycorhiziens a arbuscules
w Spore
La spore sert d’organe de stockage et de propagation des CMA. Elle germe et donne
naissance a des filaments mycédliens. Lorsque les hyphes entre en contact avec une jeune
racine, ils forment un appressorium, entre et se propage rapidement, il se différencie a
I’intérieur des racines en arbuscules et dans certains cas en vésicules.

13
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w Arbuscule
L arbuscule est I’unité au niveau de laquelle se produisent les échanges entre I’hote et le
champignon. C'est une ramification latérale des hyphes fongiques dans les cellules du
cortex racinaire ou le champignon pénétre et croit a I’intérieur. La membrane de
la celule héte s'invagine et enveloppe le champignon, ce nouveau compartiment
fournit un contact direct entre le champignon et la plante.
w Veésicule
La vésicule est une structure de stockage a paroi fine, a contenu lipidique et apparait
généralement dans les espaces intercellulaires (HARLEY ET SMITH, 1983 ;
BONFANTE-FASOLO, 1984)
w Hypheextraradiculaire
L hyphe extra radiculaire produit par le champignon mycorhizien a arbuscule est un des

organes de propagation et peut coloniser une plante autre que la plante dont ils sont issus

14
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Figure 4 : Structures caractéristiques des champignons mycorhiziens

arbusculaires. (a) Arbusculesintercellulaires (b) vésiculesintraradiculaires

(c) Hyphesintraradiculaires (d) hyphes extraradiculaires

(http://invam.wvu.edu/the-funai/classification/glomaceae)

23.1.3 Cycledeviedeschampignons mycorhiziens a arbuscules

Le mycélium des champignons a arbuscules est de type cénotique, C'est-a-dire sans
cloison ou séparation formant des cellules. Le long de ce réseau mycélien cénotique, le
champignon forme des spores destinées a propager et disséminer I’espéce. Les spores
ainsi développent a partir du mycélium extra radiculaire des tubes germinatifs qui peuvent
sétendre sur plusieurs centimetres dans le sens des racines actives et donne une infection
primaire des racines. Chez certaines especes, des vésicules intraradicul aires, se différencient
dans le cortex racinaire et possedent des propriétés analogues a celles des spores.

Les segments des racines morts ou vivant peuvent étre une source dinoculum pour les

racines nouvellement dével oppées (TOMMERUP, 1984).
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2.3.2 Laphysiologie desmycorhizes:

La nutrition minérale et I’augmentation de |’absorption en eau par la plante sont
certainement les bénéfices les plus connus des mycorhizes. Celle ci confére toutefois plusieurs
autre avantages aux plantes et aux ecosystemes notamment |’agrégation du sol la protection
contre les pathogénes et la résistance aux tresse environnementaux.

2.4 Lesorganismesendophytes
2.4.1 Définition d'un organisme endophyte

Au sens littéraire, un endophyte est un organisme qui vit a l'intérieur d'une plante (du
Grec endon = dans, et phyton = plante). Les endophytes recouvrent une grande variété
d'organismes colonisateurs et colonises. On parle essentiellement de bactéries
(KOBAYASHI & PALUMBO, 2000) et de champignons endophytes (Stone et al.,
2000), mais on peut auss retrouver des agues (PETERS, 1991) et des insectes
(FELLER, 1995) considérés comme endophytes.

Des champignons et bactéries endophytes ont été retrouvés dans virtuellement toutes
les plantes étudiées rendant universelle la colonisation des plantes par les endophytes,
attestant d'un large spectre dindividus colonisés et capables de faire de la colonisation
(SCHULZ & BOYLE, 2005; HYDE & SOYTONG, 2008).

La définition d'un endophyte laisse place a un débat. Le sens du terme a évolué depuis
les premieres descriptions de ces organismes (De BARY, 1866) et continue encore
d'évoluer. Cependant la proposition majoritairement acceptée décrit gu'un endophyte est
un organisme qui peut étre détecté a un moment donné a l'intérieur des tissus de la plante
hoéte et ne causant pas de symptomes de maladies apparents (PETRINI, 1991; WILSON,
1995; STONE et al., 2000; SCHULZ & BOYLE, 2005). Selon les auteurs, une distinction
peut étre faite entre les interactions mycorhiziennes et les interactions endophytes, car ces
dernieres ne possedent pas dinterface avec des hyphes spécialisés présents chez la plupart
des mycorhizes (BRUNDRETT, 2004).Cette définition prend ainss en compte la
variabilité des interactions entre les endophytes et la plante. On retrouve un large éventail
d'interactions tels que le mutualisme (SIEBER, 2002) ou I'hGte et le colonisateur retirent
un bénéfice de l'interaction, le parasitisme (KOGEL et al., 2006; PASZKOWSKI, 2006)
ou |'endophyte vit au détriment de son héte sans symptbme apparent, ainsi que les
pathogenes latents (SCHULZ et al., 2006).
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La colonisation peut toucher tous les organes de la plante: systéme racinaire, tiges,
feuilles (PETRINI, 1991; SCHULZ et al., 1993; SAIKKONEN et al., 1998; Stone €t al.,
2000; SCHULZ & BOYLE, 2005; SCHULZ et al., 2006; SILVANI et al., 2008). Les
organismes endophytes peuvent étre adaptés spécifiquement a un organe de leur hbte.
Cest le cas par exemple des champignons a hyphes septées noires (dark septate
endophytes [DSE]), un groupe de champignons endophytes gque I'on retrouve exclusivement
associés aux racines de nombreuses plantes (JUMPPONEN & TRAPPE, 1998), ou
encore de Phyllosticta multicorniculata qui est associé aux aiguilles de Abies balsamea
(PETRINI, 1996). D'autres peuvent auss affecter le systéme racinaire et aérien tel Fusarium
moniliforme (BACON & HINTON, 1996).

De méme que les endophytes peuvent coloniser un organe particulier de la plante, le
spectre de plantes quils peuvent coloniser peut varier entre les différentes souches
considérées. Certains endophytes auront ains la capacité de coloniser de maniére
ubiquitaire les plantes présentes dans leur milieu, ou auront une préférence de leur héte
(PETRINI, 1996; STONE et al., 2000; COHEN, 2004). Cetans parleront de
spécificité d'héte, bien que cela implique |'adaptation de coloniser seulement un héte
particulier (ZHOU & HYDE, 2001; SCHULZ & BOYLE, 2005).

2.4.2 Interaction plante endophyte
A. Différentesstratégiesdevie

La colonisation d'une plante par un endophyte est le résultat de multiples stratégies de vie,
différentes d'un organisme a l'autre. Malgré la trées grande variété d'organismes
endophytes, peu de choses sont connues sur les raisons de la colonisation, ains que
I'importance d'une phase endophyte dans leur cycle devie (SCHULZ & BOYLE, 2005).

Selon les auteurs, les endophytes peuvent étre classes dans deux grands groupes: les
endophytes associés aux graminées, dits clavicipitaléens (clavicipitalean) ou balansiacées
(balansiaceous) selon les auteurs, et ceux associés aux autres plantes, les non-
clavicipitaléens ou non-balansiacées (SCHULZ & BOYLE, 2005; HYDE & SOYTONG,
2008). Ils sont aussi appelés endophytes de class 1 (RODRIGUEZ et al., 2009).

Les effets associés aux endophytes des graminées sont généralement mieux connus que
les effets des endophytes des plantes non herbacées (HYDE & SOYTONG, 2008). On
retrouve dans ce groupe les espéces du genre Epichlog, Claviceps et Neotyphodium. Des
organismes du genre Neotyphodium ont éé découverts en premier lors de la mise en

évidence de leur responsabilité de la toxicité d'herbes de prairies sur les animaux et leur
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impact économique et écologique a conduit a des recherches plus poussées sur ce groupe
d'organismes (Bacon et al., 1977; Schulz & Boyle, 2005). Les organismes de ce groupe
sont mutualistes et colonisent I'espace intercellulaire des feuilles des plantes herbacées
(SCHULZ & BOYLE, 2005; SANCHEZ- MARQUEZ et al., 2012).

Les organismes de ce groupe ont la capacité de se transmettre de maniere verticale (d'une
plante a sa descendance) ou des hyphes peuvent croitre dans les graines comme les especes
du genre Neotyphodium, ou bien a la fois verticale et horizontale (avec propagation par
production de spores pour colonisation d'autres plantes) comme celles du genre Epichloé
(SAIKKONEN et al., 2004). Ce mode de transmission uniquement vertical de
Neotyphodium est di a la perte de reproduction sexuée, aors qu'Epichloé a encore cette
capacité (SAIKKONEN et al., 2004).

Au contraire des endophytes associés aux graminées, les mécanismes et les raisons
poussant les endophytes a coloniser les plantes demeurent obscures. De plus on retrouve
une trés grande variabilité dans les types d'interactions entre la plante et e microorganisme
colonisant, laissant supposer de multiples stratégies de vie. Parmi les hypothéses proposées
pour expliguer ces stratégies de survie, il est supposé que la colonisation d'une plante
permettrait principalement a un organisme endophyte de se protéger plus efficacement des
stress biotiques et abiotiques en comparaison a un organisme de la rhizosphére
(HALLMANN et al., 1997; SCHULZ & BOYLE, 2005; ROSENBLUETH & MARTINEZ-
ROMERO, 2006).

La colonisation d'une plante par un endophyte est la réaction d'un équilibre antagoniste.
Comme mentionné précédemment, les endophytes sont des organismes vivant a l'intérieur
des plantes ne montrant pas de symptdmes de maadie. Cependant les voies de
colonisation utilisées par les endophytes sont similaires a celles utilisées par les pathogenes
(SCHULZ & BOYLE, 2005; HYDE & SOYTONG, 2008). lls peuvent coloniser les
plantes de maniere opportuniste via une blessure, mais peuvent auss pénétrer dans la
plante au moyen d'exoenzymes de dégradation, ains que de production de métabolites
phytotoxiques (SCHULZ & BOYLE, 2005).

L'équilibre antagoniste est le résultat d'un gjustement entre les réactions de virulence de
I'endophyte nécessaires pour la colonisation de la plante, et la réaction de défense de la
plante en réponse a la virulence de I'endophyte (SCHULZ & BOYLE, 2005; PORRAS-
ALFARO & BAYMAN, 2011). Dés lors qu'un déséquilibre est introduit, le résultat se

traduit par soit la virulence plus forte que les mécanismes de défense ou |'endophyte devient
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pathogéne, soit les défenses plus fortes que la virulence qui conduira au rejet de I'endophyte.
De plus on retrouve une grande diversité de colonisation des endophytes au niveau tissulaire
d'une plante. La colonisation peut étre définie selon le type d'organisme. Il a ains été
découvert que les DSE peuvent se retrouver en colonisation intercellulaire mais auss
intracellulaire formant des structures appelée microsclérotes (Jumpponen & Trappe, 1998;
Jumpponen, 2001; Schmidt et al., 2008; Porras-Alfaro & Bayman, 2011). La colonisation
peut aussi étre limitée a une seule cellule, ou systémique et s'éendre sur une plus grande
zone (Stone et al., 2000)
24.3 Lesinteractions plante-endophyte et leurs effets
Les endophytes recouvrent une grande diversité d'organismes. On retrouvera ainsi un
large spectre dinteractions différentes entre la plante et les endophytes. Ainsi une plante
peut abriter des organismes plus ou moins bénéfiques pour elle. Dans le cas d'une
interaction mutualiste, I'endophyte et la plante retirent tous deux dun avantage. Les
bénéfices retirés sont tout aussi variés pour les deux organismes. La plante peut bénéficier
d'une augmentation de sa croissance (PETRINI, 1991; VARMA et al., 1999; SCHULZ et
al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2009). Elle peut obtenir une résistance envers les stress
biotiques avec la production de métabolites secondaires tels que des acaloides induisant
une toxicité nouvelle luttant contre I'ingestion de la plante ou encore des antibiotiques
contre l'attaque de nouveaux pathogenes (BACON et al. 1977; CARROLL, 1988; CLAY,
2001; SELOSSE et al., 2004; SCHULZ & BOYLE, 2005; SIEBER, 2007; MELO et al.,
2009). La plante peut aussi étre protégee face aux stress abiotiques tels qu'une résistance
accrue a la sécheresse (SCHARDL et al., 2004; HAMILTOn & BAUERLE, 2012). Il est
aussi supposé que la colonisation d'un endophyte active la résistance systémique induite de
la plante et peut ains améliorer la réaction de défense contre les pathogenes. Les
interactions plante- endophyte montrent plusieurs similarités avec les interactions plante-
pathogénes au niveau des réactions de la plante. Des études ont montrées que lors des deux
types d'interaction, on trouve une augmentation de production de H2O; ainsi qu'une activité
de peroxydase a l'interieur de la plante caractéristiques de la réponse hypersensible chez
plante (PETERS et al., 1998; BOYLE et al., 2001; BISHOP, 2002). Seulement, a la
différence d'une infection pathogéne, une interaction plante-endophyte ne conduit pas a une
maladie et il est supposé que l'activation des systemes de défense demeure apres la
colonisation.

Les endophytes sont des organismes tres diversifiés. Les effets résultants dune
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interaction plante-endophyte ont ainsi des conséguences tres différentes selon les souches
considérées, ainsi que I'héte colonisé.

Les DSE par exemple regroupent un ensemble de champignons ascomycetes
conidiques et stériles colonisant principalement les racines des plantes (JUMPPONEN &
TRAPPE, 1998; JUMPPONEN, 2001). Ce groupe de champignons représente plus de 600
espéces de 320 genres, et peut coloniser un grand spectre de plante, allant des plantes
tropicales aux plantes arctiques (JUMPPONEN, 2001). Les DSE forment un groupe
largement hétérogene, ayant des fonctions écologiques trés diverses. lls peuvent en effet
faire des interactions mutualistes ainsi que des interactions pathogenes avec les plantes
(JUMPPONEN, 2001; ANDRADE-LINARES et al. 2011a; ANDRADE-LINARES et
al., 2011b). La variabilité du résultat d'une interaction peut dépendre de la souche
colonisant (TELLENBACH et al., 2011), mais aussi des conditions environnementales
(JOHNSON et al., 1997). Un stress environnemental peut aisément perturber |'équilibre
antagoniste existant entre la plante et I'endophyte, résultant potentiellement en maladie

ou en rejet de I'endophyte selon le déséquilibre.
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1. Obijectif de I’expérimentation

L’objectif de notre expérimentation est d’étudier les associations symbiotiques qui
existent chez le haricot commun (Phaseolus wulgaris) sur deux sols contrastés: sol
biologique et sol intensif.

2. Matériel biologique
2.1 Matériel végétale

Le matériel végétal utiliseé est représenté par trois variétés de haricot commun (Phaseolus
vulgaris) qui sont : Contender, El Djadida et Tema (figure, 5).

Contender | Tema

Figure5: les grames destrmsvarlet& de haricot commun utilisées

2.2Lesol

Les échantillons de sol utilisés dans notre expérimentation ont été prélevés a partir de deux
régions de la wilaya de Tizi Ouzou (figure, 6): une de Tamda (Sol biologique) et I’autre

d’Imsouhel (Sol intensif). Ce prélévement est effectué entre I’année 2016/2017 on utilisant
laméthode en Zig-zag
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Figure6: Lessitesde prélévement des échantillonsde sol (http://www.dcwtiziouzou.dz)
. 1% prélévement de larégion de Tamda (sol biologique).
@ 2°™ prélévement delarégion d’Imsouhel (sol intensif).

3. Ledispositif expérimental
3.1 Lamiseen place

Aprés I’échantillonnage, les sols ont été séchés a I”air libre, broyés et tamises avec un tamis a

mailles de 2 mm de diamétre.

3.1.1 Essai

L’expérimentation a été réalisée dans une mini serre sous conditions semi contr6lées au
laboratoire d’agropédologie au département des sciences agronomiques de I’université de
Mouloud Maameri (Figure 7). Nous avons utilisé des tubes de diamétre de 2 cm et d’une
hauteur de 22 cm, araison de cing (05) répétitions pour chagque échantillon et a raison de trois
répétitions seulement pour les témoins faute de quantité suffisante de sol.

Chaque tube est d’abord habillé de I’intérieur, d’un sac de toile a bluter qui contient un
substrat sable —sol d’une proportion de 1/3 sable 2/3 sol. Latoile a bluter est utilisé pour le
contréle des tubes au cours de nos essais et aussi pour faciliter la collecte des échantillons de

sol et du végétal a la fin de I’expérimentation. (Figure 8) (Figure 9).
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Dans les tubes témoin, les sols sont stérilisés avec un autoclave avec la pression de 1,5 bar/

pascal a120°C pendant 60 min.
Le dispositif expérimental utilisé est de type bloc aéatoire complet a deux facteurs (Variété et

sol). Aucun apport d’engrais ou de produit phytosanitaire n’a été appliqué.

Figure 7 : Photo qui représente le dispositif de notre expérimentation (originale, 2018)

Tubeen PVC / \
T Sol
Bouteilleen H
plastique ]
| | 2/3s0l+1/3sable
—T Eau
Papier .
wattman L -Filacoudre
9 y - /
Figure 8 : photo de dispositif utilisé Figure9: Schéma de dispositif utilisé

(Originale, 2018)
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3.1.2 Récolte

Larécolte est effectuée au stade floraison. La partie aérienne est séparée de la partie racinaire
et les nodules séparés de la partie racinaire.

Les parametres que nous avons mesurés au cours de cette étude sont : Le nombre des nodules
par plante, biomasse fraiche de la partie aérienne, biomasse seche des parties aériennes, la
matiere seche est déterminée aprés sechage pendant 48 h al'éuve réglée a 80 C°. Unefoisles
échantillons completement secs, leur poids sec est déterminé a l'aide d'une baance de
précision électronique en (g).

Concernant la conservation des nodules pour une longue période de stockage alant de 6 a 12
mois, la dessiccation est vivement recommandée. La méthode utilisée est celle décrite par
(VINCENT, 1970) ; (SOMASEGARAN et HOBEN, 1994), qui consiste a remplir la moitié
des flacons stériles par du chlorure de calcium CaCl2 (pour une meilleure absorption de
I’humidité). Ensuite mettre une quantité de coton sur le quelles les nodules sont déposés
(Figure 10). Sur chaque flacon, on doit mentionner le nom d’échantillon, le nom de la

variété. (Ces nodules sont conservés pour des études a venir)

Houchon

Nodules

Coton

Cadcll,

Figure 10 : conservation des nodules (VINCENT.1970)
4. Analysesde sol et de végétal
4.1 Analysesde sol
4.1.1 Analyse granulométrique

C’est une analyse physique permettant de déterminer le pourcentage des différentes fractions
minérales constituant le sol. Elle est réalisée selon la méthode internationale a la pipette
de «Robinson », seule la fraction minérale < a 2mm est concernée. Cette méthode a pour
principales étapes :

v Ladestruction de la matiére organique par oxydation ; I’eau oxygénée (H,0,).
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v’ Ladispersion des particules par un dispersant I’héxamétaphosphate de sodium.
En fin, des prélévements de différentes fractions sont réalisés a I’aide de la pipette de
Robinson
412 LepH
Le pH a été réalisé selon la méthode éectro métrique a I’aide d’un pH métre portant
une éectrode en verre, sur une suspension de terre fine dont le rapport sol / terreest de 1/ 5.

4.1.3 Conductivitééectrique (C.E)
Elle a été mesuree a I’aide d’un conductimeétre. La conductivité électrique d’une solution est
un indice des teneurs en sels solubles dans le sol, elle exprime le degré de la sainité par la
concentration des solutés ionisables présents dans le sol. La méthode utilisée consiste a faire
des extractions agueuses avec rapport sol/eau de 1/2.5, laisser le mélange au repos durant
30min, puis filtré jusqu’a I’obtention d’un filtrat claire auquel on ajoute 2 a 3 gouttes
d’hexamétaphosphate de sodium. (MEMENTO, 1993)

4.1.4 Calcairetotal (CaCOst)
Le calcaire total a été déterminé par la méthode volumétrique, qui consiste une destruction
des carbonates de calcium par I’aide d’acide chlorhydrique (HCI). L’excés de ce dernier est
titré par la soude en présence de I’indicateur coloré de phénolphtaléne a 2% (MEMENTO,
1993). Letaux de carbonates est obtenu par laformule suivante :

CaCO3(%)=125x (V-Ve)

CaCOg3(%) : cacairetota
V¢ : le volume de la soude consommé par le témoin

Ve: le volume de la soude consomme par I’échantillon

415 Lecarboneet la matiéreorganique
Le carbone organique (%) est dosé par la méthode Anne. Le sol oxydé par du bichromate de
potassium (K2Cr,0O7) en exces, en milieu sulfurique. L'exces de bichromate non réduit par le
carbone organique est alors titré par une solution de sel de mohr (qui réduit les bichromates)
en présence de diphénylamine dont la couleur passe du bleu foncé au vert. Une fois que la
fraction du carbone total sera connue cette derniére sera utilisée pour calculer le taux de la

matiere organique selon laformule :

MO % =C % x 1.72
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4.2 Analyse de végétal

421 Analysesbiométriques

4.2.1.1 Détermination du taux de nodulation

Le taux de nodulation a éé déterminé par le dénombrement des nodules observés au niveau

du systéme racinaire de chaque plant.
4.2.1.2 Evaluation dela biomasse aérienne

Aprés I’évaluation du taux de nodulation, les parties aériennes des plantes ont été évalués a
I’état frais et a I’état sec (apres séchage a I’étuve a 80°C pendant 48 heures) dont I’unité
utilisée est le (Q).

4.2.1.3 Observations microscopiques

Suivant la méthode de VIERHEILIG et al (1998), les racines ont été colorées afin de
déterminer le taux de mycorhization. Pour cela, elles ont été d’abord éclaircies dans une
solution de KOH a 10 % pendant une durée d’incubation de 20 minutes a 90 °C. Elles ont été
par la suite rincées a I’eau distillée froide avant de les plongées dans une solution de
coloration acidifiee (5% d’acide acétique et 5% d’encre Shaeffer). Enfin, les racines ont été
laissées pendant 24h dans une solution acidifiée (acide acétique 2%) pour décolorer les tissus
racinaires. Seules les parois des champignons mycorhiziens retiennent le colorant gréce a

leurs composés chitineux.

Le taux de la colonisation mycorhizienne a été estimé selon la méthode de Trouvelot et al,
(1986). Une trentaine de fragments de racine d’environ 1 cm de longueur prélevés de chague
échantillon coloré ont éé disposés parallelement entre lame et lamelle, a raison d’une
quinzaine de fragments par lame. La mycorhization s’observe a I’examen au microscope
photonique (X40) par une coloration bleue foncée des structures fongiques dans les racines.
Cela permet de les annoter selon un bareme de classe et d’estimer ainsi le degré de la
colonisation mycorhizienne de chaque fragment au moyen de six classes notées de 0 a 5
(Figure 11) et la richesse arbusculaire par quatre classes notées AO, A1, A2 et A3. Dont le
taux de colonisation a été donné par larelation suivante :

M % =Myco = (95n5+70n4+30n3+5n2+n1)/Nb total = (95n5+70n4+30n3+5n2+n1)/30

Cette méthode calcule cing paramétres de colonisation :
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F % : Fréquence de la colonisation mycorhizienne (% du nombre de fragments
racinaires mycorhizés), elle refléte I’'importance des points de pénétration de la
colonisation du systéme racinaire.

M % : Intensité de la colonisation du cortex racinaire (proportion du cortex colonisé
estimée par rapport au systeme radiculaire entier et exprimée en %), elle reflete
I’importance de la colonisation du systeme racinaire.

m % : Intensité de la colonisation développée dans la partie mycorhizée du systeme
racinaire (proportion du cortex colonisé dans la partie mycorhizée du systeme racinaire
exprime en %).

A % : Teneur arbusculaire de la colonisation ramené au systeme radiculaire entier
(proportion du systéme racinaire renfermant des arbuscules, exprimée en %).

a % : Teneur arbusculaire de la colonisation dans la partie mycorhizée du systéme
radiculaire (proportion colonisée renfermant desarbuscules, %).
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e 1% 10 % 11 9 at S0 04 S0 % et DU o) %
tolomisation dz la Tlrt.aEE de 1o surfoc: de In smrfoee deIn surfacc T
231 colonisee i A : e )
esrenlnmizée exf rolanisée el culunises el il

Figure 11 : Echdled’intensité de colonisation du cortex racinaire

5. Analyses statistiques

Afin d’évaluer I’impact des sols sur les associations symbiotiques qui existe chez le
haricot, les résultats obtenus sont soumis a une analyse de la variance a deux facteur au seuil
P=5% en utilisant lelogiciel, STAT BOX, version 6.0.

Si laprobabilité (P) est :

» P>0.05: les variables ne montrent aucune différences significative.
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» P<0.05: lesvariables montrent une différence significative
» P<0.01: lesvariables montrent une différence hautement significative

» P<0.001: lesvariables montrent une différence tres hautement significative

Dans le cas ou les différences sont significatives, nous faisons appel au test de NEWMAN et

KEULS au seuil de 5% afin de déterminer les groupes homogenes.
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1. Analysedu sol

L’interprétation des résultats est faite selon les normes présentées dans |’annexe.

1.1 Analyse granulométrique

Les résultats de I’anal yse granulométriques sont présentés dans le tableau 3. On remarque que
les argiles dominent dans le sol intensif (E9) a 55.5%. Par-contre le sol biologique le taux
d’argile est de 34.5%, Les sables sont importants dans le sol (E8) a (41.2%) aors que dans le
sol (E9) elle est de (18.1%) Selon le triangle de texture ;

¢ Lesol E8 delarégion de Tamda est de texture limono-argileux sableux
¢ Lesol E9delarégion d’Imsouhel est de texture argileux

Tableau 3 : Résultats del’analyse granulométrique.

Teneurs
A% L % SG+SF % Texture
Sol
Tamda(ES8) 34.5 24.3 41.2 l[imono-ar gileux sableux
I msouhel (E9) 55.5 26.4 181 Argileux

1.2 Résultats des analyses chimiques
Les résultats des anal yses chimiques des deux sols sont représentés dans le tableau 4.

e LepH : lepH déerminé a partir de la suspension du sol indique que le sol de Tamda est
basique avec une vaeur de 7.94, ains que le sol d’Imsouhel est trés basique avec une
valeur de 8.19

e CaCOj3: sdon les résultats obtenus de calcaire total (CaCQOs) le sol de Tamda est

faiblement calcaire avec une valeur de 5.31%, aors que le sol d’Imsouhel est fortement
calcaire avec une valeur de 34.37%.

e CE:D’apres les vaeurs obtenues des deux sols 0.31et 0.30ds /m On conclue que les deux

sols ne sont pas salins.

e M.O: lesol delarégion de Tamda est un sol pauvre en matiere organique avec un taux
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de 2%, et celui de larégion d’Imsouhel est a teneur élevée en matiere organique avec un

taux de 5%.

Tableau 4 : Résultats des analyses chimiques des sols.

Sol et analyse Eléments E8 E9 M éthodes
Ph 7,94 8,19 PH métre
CaCO; t(%) 531 34,37 Volumétrique
Chimiques CE (ds/m) 0.31 0.30 Conductimétre
La matiere organique Laméthode
% 2,05 5,01 4’ ANNE

2. Analyse biométrique

2.1 Labiomasse aériennefraiche

Au niveau des deux sols, nous avons remarqué que le poids de la MAF chez les

échantillons du sol cultivé est plus élevé comparant aux sols des témoins, dont |aplus faible

valeur des biomasses est observée pour la variété El Djadida (2.90g et 2.25g) pour les sols E9

et E8 respectivement. La plus grande valeur est observée pour la variété Contender (4.85g et

4.53¢g) pour les sols E9 et E8 respectivement, ainsi que pour celle des témoins sont inferieur

(1.949) chez lavariété Contender et (1.20 g) chez lavariété Tema pour le sol E9.
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Figure 12 : lesvariations dela matiérefraiche aérienne en fonction des sols et des
variétés de haricot commun
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Selon les résultats de I'analyse de la variance on observe que pour le facteur sol il ne
présente aucune différence significative (P=0.69), a I’exception des variétés entre elles
I’analyse montre une différence trés hautement significative (P=0) (annexe 1).

D’apres le tableau de test de NEWMAN-KEULS au seuil de 5% (annexe 2) trois groupes
homogenes peuvent se dégager ; le groupe (A) comprend lavariété (C) avec la moyenne de
4.698q, et le groupe (B) comprend lavariété(T) avec la moyenne respectivement de 3,671g, et
le groupe (C) comprend la variété&(Dj) plus toutes les variétés témoins, avec des moyennes
respectivement de 2.58g. 1.905g, 1.623g, 1.508g.

2.2 La biomasse aérienne seche

Au niveau des deux sols cultivés en observe que le poids de MAS la plus faible est
donnée par El Djadida de( 0.54g et 0.379) et lavaleur la plus éevée est donnée par Contender
de(0.9g et 0.73g), dans les deux sols, ains que la biomasse chez les témoins sont
inferieurs(0.56g+0.25g),a I’exception de la variété (El Djadida)qui présente I’égalité du poids
avec son témoins dans le sol (E8)dont les valeurs notés sont( 0.37g et 0.329)
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Les échantillons de sol Les variétés cultivées

H Sol E8
@ Sol E9

Figurel3: lesvariations de la matiér e seche aérienne en fonction des sols et desvariétés
de haricot commun.

L’analyse de la variance ne montre aucune différence significative pour le facteur sol
(P=0.78) mais il y’a une différence trés hautement significative (P=0) pour le facteur variété
(annexe 3)
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Le test de NEWMAN-KEULS au seuil de 5% (annexe 4) montre quatre groupes homogenes,
concernant les variétés éudiées le groupe(A) comprend la variété (C) avec la moyenne de
0.815q, €t le groupe (B) comprend la vari&t&(T) avec la moyenne de 0,581¢, et les groupe (B,
C et D) comprennent les variétés (Djt) (Ct), avec des moyennes respectivement de 0,463g.
0,433g, et les groupes(C, D) comprend les variéés (Tt) et (Djt) avec les moyennes
respectivement de 0.338g et 0.288g.

2.3 Lenombredenodules

Selon les résultats obtenus (figll) on remarque au niveau du sol (E8), le nombre des nodules
variés de 25 a 85 dont le nombre le plus élevé est observé chez la variété Contender et le
nombre le plus faible est observé chez El Djadida , a I’exception des variétés Tema et El
Djadida qui présente presgue I’égalité de nombre du nodule qu’est de (40 et 38), ainsi que le

nombre des nodule chez les témoins sont nul pour les deux sols.
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Figure 14 : lesvariations de nombre des nodules en fonction des deux sols et lesvariétés
de haricot commun

D’apres les résultats de I’analyse de la variance on remarque que le facteur sol ne montre
aucune différence significative (P=0.1) et pour les variétés il montre une différence tres
hautement significative (P=0) (Annexe 6)

D’apres le test de NEWMAN-KEULS au seuil de 5% (annexe 7) montre trois groupes
homogenes concernant les variétés étudiées le groupes (A) comprend la variété (C) avec la

moyenne de 68, le groupe (B) comprend les variétés (T et Dj) avec les moyennes
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respectivement (49 et 33), et le groupe (C) comprend les variétés des témoins avec une

moyenne nul.
2.4 Taux de mycor hization

Le taux de la colonisation des mycorhizes est mesuré apres I’observation a la loupe
photonique et calculé avec la formule donnée en méthodologie (figure 11). D’aprés la
figurel3 le taux de colonisation est important chez le sol biologique pour les trois variétés
dont le taux maximum est 24.20 % chez la variété El Djadida, et le taux minimum est de
22.64 % chez la variété (Tema).Pour le sol intensif le taux de colonisation est moins éevé
avec un taux maximal de 13.26 % chez lavariété (Tema) et un taux minimal de 11.32 % chez

lavariété Contender.
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Figure15: Lesvariations destaux de colonisation des mycor hizes en fonction des deux
sols E8 et E9 et lestroisvariétés cultivés

L’ analyse de la variance de taux de mycorhization affirme que les deux facteurs sol et variétés
présente une différence tres hautement significative pour les deux facteurs sol et variété avec
un seuil de (P=0), ce qui nos permet d’identifie une interaction entre le sol et les variétés

cultivés (annexe 8).

Le test de NEWMAN-KEULS nos montre que I’effet du facteur sol agisse indépendamment

sur la variation du mycorhization pour former deux groupes homogenes, groupe A pour E8
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avec une moyenne de (11.67%) et groupe B pour E9 avec une moyenne de (6.07 %),
également pour le facteur variété agisse pour former deux groupes homogeénes, groupe A pour
les variétés ( Dj, T et C) avec des moyennes respectivement (18.02 %, 17.95 %, 17.27 %), et
le groupe B pour les trois variétés du témoins avec une moyenne nul. Ainsi que I’interaction
sol- variété agisse pour former trois groupes homogénes, groupes A et B contiennent tous les
différentes variétés dans les deux sols et |e groupe C pour tous les variétés témoins (annexe 9)

3. Etude microscopique

3.1 Taux de colonisation symbiotiques

A fin de déterminer le taux de colonisation des racines par les mycorhizes, des observations
mi croscopique ont été effectuées :

3.1.1 Sol biologique(E8)

Figure 16: les structures caractéristiques des
associations symbiotiques chez la variéé El
Djadida a G x 40(A, B et C représentent les
échantillons observés, avec 1, 2, 3 e 4
représente respectivement, vésicule, arbuscule,
sporeet les endophyte) (originale, 2018).
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Figure 17 : les structures caractéristiques des associations symbiotiques chez la variété
Contender a G x 40(A, B et C représentent les échantillons observés, avec 1, 2 et 3
représente respectivement, vesicule, arbuscule et les endophyte) (originale, 2018).
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Figure 18 : lesstructures caractéristiques des associations symbiotiques chez la variété
Tema a G x 40(A, B et C représentent les échantillons, observés, avec 1, 2 et 3
représente respectivement, vésicule, arbuscule et les endophyte) (originale, 2018).
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3.1.2 Sol intensif (E9)

Témoin

q

Figure 19 : lesstructures caractéristiques des associations symbiotiques chez la variété

Tema a G x 40(A, B représentent les échantillons observés, avec 1 et 2 représente

respectivement, vésicule et I’endophyte) (originale, 2018)

Témoin

Figure 20 : lesstructures caractéristiques des associations symbiotiques chez la variété
El Djadida a G x 40(A, B représentent les échantillons observés avec 1 et 2 représente

respectivement, les endophyte et les vésicules) (originale, 2018)
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Témoin

Figure 21 : lesstructures caractéristiques des associations symbiotiques chez la variété
Contender a G x 40(A, B représentent les échantillons obsérvér avec 1 et 2 représente
respectivement, vésicule et les endophyte) (originale, 2018)

Selon les observations on remarque que les taux de colonisations des champignons
mycorhiziens a arbuscules est faible dans le sol intensif pour lestroisvariétés C, T et Dj ou on
remarque |I’absence des arbuscules et |a présence des endophytes en plus, avec un taux de
colonisation mycorhizien d’une moyenne de 13.26 % chez lavariété Tema et 11.32 % chez la
variété Contender , ainsi que dans le sol biologique le taux de colonisation mycorhizien est
important avec une moyenne de 24.20 % chez la variété El Djadida et 22.64 % chez la

variété Tema

4. Discussion desrésultats

La texture sablo-argileuse du sol biologique lui confére une bonne aération et le rend
perméable favorisant ainsi le développement des hyphes et du champignon mycorhiziens
(LACOMBE et a, 2007) avec le taux important de colonisation (24.20 %) chez la variété El
Djadida. Ce résultat confirme la dépendance mycorhizienne du haricot signalé par FROTIN et
al, 2008. Contrairement au sol intensif, la mycorhization est représenté uniquement par le

nombre de structures internes.
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Dans la racine issue du sol biologique les hyphes et les vésicules sont de forme ovoide
caractéristique des vésicules de genres Glomus chez la variété El Djadida (figure 15),

Le nombre élevé des vésicules pour les deux échantillons de sol chez le haricot indique une
bonne activité symbiotique (TCHAMENI et a, 2008).0On note |’absence des arbuscules
dansl’échantillonE9 qui pourait se justifier par leur durée de vie limitée qui ne dépasse pas 10
jours (HAURSE et FESTER, 2005).

Les champignons mycorhiziens ont permis une stimulation de la croissance aérienne du
haricot par rapport au témoin ce qui confirme par I’analyse statistique (figure 12). Cela se
traduit par I’effet positif qu’apportent les mycorhizes a arbuscules a la plante héte en
favorisant une bonne nutrition minérale (GUISSON et al, 2001).

D’apres les résultats obtenu (figues 14) on remarque que |’association Rhizobia et les
champignons mycorhizien donne une mycorhization meilleure il Sagit-la d’un effet
synergétique entre les deux partenaire microbiens et c’est ce qui confirme les résultats obtenus
(ABDET WAHAB, 2004). On constate une augmentation de la biomasse aérienne du haricot
ans qu’une augmentation de nombre de nodule et de taux de mycorhization ce qui
reviendrait adire il existerait une synergie entre rhizobia et mycorhize.

Selon les résultats obtenus des observations en remarque une autre association qui existe chez
le haricot dans les deux sols étudiés qui est |es endophytes.

Les endophytes chez le haricot, ils ne colonisent uniquement gue les racines de la plante, de
maniére extensive. lls sont caractérisés par la nature de leurs hyphes. Ces derniéres sont
septées et de couleur sombre de par la présence de mélanine .Ce sont les Dark Septate
Endophyte (DSE). Dans les racines, ces champignons forment de fagon occasionnelle des
micro-sclérotes,(QIANG,WEIS,2012) IIs ont un réle particuliérement important dans les
milieux arides, semi-arides. Ils ont une importance similaire a celle des mycorhizes : leur
distribution est large et leur taux de colonisation est important (effet sur I’acquisition de
nutriment et aussi la croissance de I’h6te a divers stress biotique et abiotique (JOHNSON et

al., 2014), il protege aussi les plantes contre les éléments toxiques (GILL et al., 2016).
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Conclusion

L’ objet de ce travail est I’éude des associations symbiotiques qui existe chez le haricot
(Phaseolus vulgaris) des trois variétés (Contender, Tema, El Djadida) cultivées dans deux

sols contrastés.

Les résultats de ce modeste travail ont démontré I’existence d’une symbiose mixte chez les
trois variétés étudiées (Contender, Tema et El Djadida). Cette symbiose mixte renferme les
associations suivantes ; haricot-rhizobia, haricot-mychorize et haricot-endophytes. Il s’avere
gue le sol biologique (E8) donne les meilleures associations (nodulaire et mychorhizienne)
sauf pour les endophytes qui étaient dominantes dans le sol E9. Notre hypothése de départ est

donc vérifiée.

D’apres les résultats biométriques on constate que le sol biologique de la région de
Tamda afavorisé la nodulation et la colonisation des mycorhizes de type endomycorhizes
(CMA), contrairement au sol intensif d’Imsouhel qui a engendré une faible colonisation des
mycorhizes et le sol E8 présente une texture Sablo-argileuse ce qui signifie qu’on est face a
un sol Iéger. Contrairement, le sol E9 présente une texture argilo-limoneuse ce qui signifie
qu’on est face a un sol lourd donc asphyxiant et défavorable au microorganisme du sol et au
systeme racinaire du haricot.

Les endophytes chez le haricot, ne colonisent que les racines de la plante, de maniére
extensive. lls sont caractérisés par la nature de leurs hyphes. Ces derniéres sont pestées et de
couleur sombre de par la présence de mélanine. Ce sont les Dark Septate Endophyte (DSE).
Dans les racines, ces champignons forment de facon occasionnelle des micro-sclérotes. Ils
ont un réle particulierement important dans les milieux arides, semi-arides. lls ont une
importance similaire a celle des mycorhizes : leur distribution est large et leur taux de
colonisation est important (effet sur I’acquisition de nutriment et aussi la croissance de I’héte

adivers stress biotique et abiotique).

A partir des résultats obtenus des perspectives peuvent étre proposés pour compléter ce

travail:

- Etudier lafixation symbiotique des trois variétés étudiées voir méme plus de variétés.

- Etudier en détail chaque association et faire des observations plus poussees dans le cas
des mycorhizes et des endpphytes

- Lamise en évidence de la coloration mycorhizienne

*
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Annexe

A4

1. Interprétation des résultats de I’analyse granulométrique :

1.1 Utilisation du triangle de texture (d’aprés U.S, département of agriculture).

77 wone 100 %5 A i

W % N
D ..

£S5

S SN / 100 %
100% 90 80 50 60 50 40 30 20 10 L
sable

A argileux L :lunoneux.

As . argiln-sablenx. 15 : limone-sablenx.

Al : argilo-hmeneusx. Lia : limoneux tins agrileux.

Ta : hmono-argilenx, .0 Titnonenx s sablenx

Laf : limono-argileux fins. Lif : imoneux trés fins.

Las : lumone-argileux sableux, 81 : sablo-lnnensux.

S :sableux

1.2 Interprétation des résultats des analyses chimiques du sol selon M émento de
I’agronome 1993

» Echelle d’interprétation de la réaction du sol (pH)
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Valeur pH Qualification
<45 Extrémement acide
46-5 Tres fortement acide
54-55 Fortement acide
56-6.75 Faiblement acide
6.75-7.3 Neutre
74-78 Légerement alcalin
79-84 Moyennement alcalin
85-9 Fortement alcalin
>91 Tres fortement alcalin

» Normes d’interprétation de la conductivité électrique du sol (ds/m a 25 °C)

C.E (d¥m) Qualification
<06 Non salé
06-14 Peu salé
14-24 Salé
24-6 Tressalé
» Normes d’appréciation du calcaire total du sol
CaCOst (%) Quialification

5-125 Faiblement calcaire
125-25 Modérément calcaire
25-375 Assez fortement calcaire
37.5-50 Fortement calcaire

> 50

Tresfortement calcaire

*
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» Normes d’interpreétation de la matiere organique

MO % Qualification
0-7 Tres pauvre
0.7-15 Pauvre
15-3 Moyennement pourvu
3-6 Bien pourvu
>6 Trés bien pourvu

2. Lesrésultatsdes analyses statistiques: selon lelogiciel STATBOX
Tableaux d’ANOVA pour la plante : Test deNEWMAN et KEULS

2.1 Lapartieaériennefraiche:

Annexel: Analysedelavariancede MAF

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 90,423 47 1,924
VAR FACTEUR 1 0,101 1 0,101 0,157 0,69579
VARFACTEUR 2 65,211 5 13,042 20,293 0
VARINTER F1+2 1,973 5 0,395 0,614 0,6919
VAR RESIDUELLE 1 23,137 36 0,643 0,802 30,09%

Annexe 2 test NEWMAN-KEULS de MAF

F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 C 4,698 A

2.0 T 3,671 B

3.0 DJ 2,58 C
4.0 Ct 1,905 C
6.0 DIt 1,623 C
5.0 Tt 1,508 C

2.2 Lapartie aérienne seche

Annexe 3: Analysedelavariancede MAS
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VAR.INTER F1*2

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 2,29 47 0,049
VARFACTEUR 1 0,001 1 0,001 0,071 0,78691
VAR FACTEUR 2 1,452 5 0,29 18,831 0
VARINTER F152 0,281 5 0,056 3,647 0,00908
VARRESIDUELLE 0,555 36 0,015 0,124 25,53%
Annexe4: Testede NEWMAN-KEULSde MASvariété
F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 C 0,815 A
2.0 T 0,581 B
3.0 DJ 0,463 B C
4.0 Ct 0,433 B C D
5.0 Tt 0,338 C D
6.0 DJt 0,288 D
Annexe5: Testede NEWMAN-KEULSde MASvariétés- sol
F1 F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
2.0 1.0 E9 C 0,9 A
1.0 1.0 EQ C 0,73 A B
2.0 2.0 E9T 0,593 B C
1.0 2.0 E8T 0,57 B C D
1.0 4.0 E8 Ct 0,567 B C D
2.0 3.0 E9 DJ 0,548 B C D
1.0 3.0 E8 DJ 0,378 C D E
1.0 5.0 E8 Tt 0,377 C D E
1.0 6.0 E8 DJt 0,327 C D E
2.0 4.0 E9 Ct 0,3 D E
2.0 5.0 E9 Tt 0,3 D E
2.0 6.0 E9 DJt 0,25 E
2.3 Lenombredesnodules
Annexe 6 : Analyse delavariance de nodule
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR 35226,31 35 1006,466
VARFACTEUR L 420,254 1 420,254 1,72 0,19949
VARFACTEUR2 | 26539,48 5 5307,896 21,726 0
2403,246 5 480,649 1,967 0,11957
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| ARRESDUELLE | 5g6333) | 24 | 244,306 | 15,63 62,18%
Annexe7: Testede NEWMAN-KEUL Sdenodule

F2 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

1.0 C 68,5 A

2.0 T 49,333 B

3.0 D 33 B

5.0 Tt 0 C

6.0 Dt 0 C

4.0 Ct 0 C

2.4 Letaux demycorhization
Annexe 8 : Analyse dela variance dela mycor hization
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.

ARTETAE 3578,794 35 102,251
VARFACTEUR1 | 283,136 1 283,136 40,64 0
vaRFacTEUR2 | 2837,603 5 567,521 81,459 0
VARINTERF1*2 290,85 5 58,17 8,349 0,00012
JARRESPUELLE | 167 206 24 6,967 2,639 29,74%

Annexe9: Testede NEWMAN-KEUL S de mycor hization

F2 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
3.0 DJ 18,022 A

2.0 T 17,953 A

1.0 C 17,275 A

5.0 DJt 0 B

6.0 Tt 0 B

4.0 Ct 0 B




Résumeé

o
v

Le haricot comme toutes |es |égumineuses présente un intérét considérable notamment sur le
plan nutritionnel, écologique et agronomique. Dans notre étude on cherche a déterminer les
différents types d’association chez trois variétés de haricot (Contender, Téma, El Djadida),
dans deux sols contrastés (Intensif et biologique). Des analyses de sol ont été réalisées et
guelques parametres biomeétriques ont été évalués. Les résultats montrent que I’association
symbiotique du haricot peut ére mixte notamment haricot-rhizobia-mycorhize-endophytes.
Cependant, nous notons que dans le sol intensif la mycorhization est faible et les endophytes
sont plus présentes par rapport au sol biologique. Aussi, le nombre de vésicules dans les

variétés du sol enrichi (intensif) est beaucoup plus faible.

Mots clés : endophytes, haricot, mycorhize, nodules, rhizobia.

Abstract

Beans, like all legumes, are of considerable interest, particularly in terms of nutrition, ecology
and agronomy. In our study we try to determine the different types of association in three
varieties of beans (Contender, Tema, El Djadida), in two contrasting soils (Intensive and
biological). Sail tests were performed and some biometric parameters were evaluated. The
results show that the symbiotic association of the bean can be mixed in particular bean-
rhizobia-mycorrhiza-endophytes. However, we note that in intensive soil mycorhization is
weak and endophytes are more present compared to the biological soil. Also, the number of

vesiclesin enriched (intensive) soil varietiesis much lower.

Key words: endophytes, beans, mycorrhizae, nodules, rhizobia



