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Résumé

La fixation biologique de I’azote atmosphérique constitue le principal mécanisme
d’incorporation d’azote dans la biosphere, elle consiste a transformer le diazote en ammoniac,
forme assimilable par les végétaux.

La symbiose bactérie-légumineuse, une des voies la plus importante de cette transformation,
est soumise a de nombreux facteurs qui peuvent avoir des effets bénéfiques ou néfastes. Dans
ce cadre, notre étude consiste a tester I’effet de deux herbicides (le norflurazon et la
prométryne) sur la croissance des plantules d’arachide (Arachis hypogaea L.), des souches
bactériennes (R30, Br12) et sur I’interaction bactérie - légumineuse.

Dans un premier temps, nous avons effectué une étude morphologique et physiologique des
caractéres de croissance des plantules cultivees en pots et en conditions hydroponiques.

En seconde partie, dans 1’objectif d’étudier le processus symbiotique, un test d’inoculation est
effectué en utilisant deux souches bactériennes.

Les résultats obtenus ont montré que :

> Le degré de tolérance des plantes et des bactéries difféere non seulement par le type
d’herbicide mais aussi par les doses utilisées.

- La réduction de la croissance et du développement des plantules d’arachide
en présence des herbicides est due a des perturbations physiologiques
(inhibition de la photosyntheése), se traduisant sur le plan morphologique.

- Les plantules traitées par le norflurazon présentent un ralentissement dans la
croissance des tiges et des racines. En plus, un phénomene de photobleaching
se manifeste et se traduit par une dépigmentation des plantules.

- Les plantules traitées par la prometryne présentent aussi un ralentissement
dans la croissance de la partie aérienne et un allongement important des
racines, par contre les feuilles sont de taille réduites et de couleur verte.

Le test d’inoculation est jugé positif en absence des herbicides vu la formation des nodules.
Ceci confirme ’infectivité des souches bactériennes inoculées et la spécificité de la relation
symbiotique.

En présence de 1’'un des deux herbicides (norflurazon ou prométryne) a différentes
concentrations (10, 10®° et 10°M ) ; il y a eu échec du processus de nodulation chez les
plantules cultivées en pots ; en revanche une importante stimulation de la croissance du
systeme racinaire a été observée en présence du norflurazon, une inhibition dans la croissance
des plantules d’arachide (partie aérienne et racinaire) en présence de la prométryne et un
prolongement des entre-nceuds quelque soit le type d’herbicide utilisé.

Les mémes expérimentations en conditions hydroponiques ont montré des resultats
comparables a ceux obtenus en pots.

Mots clés: Arachide (Arachis hypogaea L.), Bactérie, Rhizobium, Bradyrhizobium,
symbiose, inoculation, nodulation, herbicide, norflurazon, prométryne.
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INTRODUCTION

Introduction

L’azote est un élément présent en grande quantité chez les étres vivants. Dans le sol
par exemple, les teneurs en azote assimilable par les plantes sont faibles, ce qui constitue
souvent un des facteurs limitant la croissance des végétaux. L’azote est cependant, trés
abondant dans I’atmosphére (N2), mais seuls certains microorganismes sont capables de
I’utiliser, comme les bactéries dites « diazotrophes » qui possedent le complexe enzymatique

« nitrogénase ».

Ces micro-organismes diazotrophes vivent libres, ou en association plus ou moins

étroite avec des végétaux.

La symbiose Rhizobium-Légumineuses par exemple constitue I’association la plus
importante et la plus étudiée, car c’est une interaction a bénéfice réciproque : les
microorganismes fournissent aux légumineuses des composés nécessaires pour leur croissance
et en retour, la plante met a la disposition des populations bactériennes de nombreuses
substances carbonées (énergie), assurant ainsi la croissance des bactéries dans la rhizosphere
(Baudoin et al., 2003).

L’association symbiotique Rhizobium-Légumineuse présente un haut niveau de
spécificité, basé sur un dialogue moléculaire entre les deux partenaires. Cette relation se
manifeste par la formation des structures racinaires qu’on appelle « nodules », siege de la
fixation d'azote atmosphérique.

Les légumineuses sont subdivisées en trois sous-familles, Ceasalpinioideae,
Mimosoideae et Papillionoideae (Lewis et al.,2005) et le nombre de genres capables de
former des nodules racinaires donc d’entretenir une relation symbiotique avec des Rhizobia
est variable (Allen et Allen, 1981 ; Polhill et Raven, 1981). Alors qu'il n'y a que quelques
genres non-nodulants chez les Papillionoideae et les Mimosoideae, la sous-famille
Ceasalpinioideae, moins spécialisée, inclut de nombreux genres non-nodulants (de Faria et al.,
1989).
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A cause de leur importance écologique, économique et agronomique en Algérie, les
légumineuses détiennent une place importante parmi les végétaux cultivés et constituent avec

les céréales 1’épine dorsale du systéme alimentaire algérien.

Le deuxiéme partenaire de la relation symbiotique est représenté par les bactéries
nodulant les légumineuses ; parmi elles les Rhizobia occupent la partie majoritaire de ce
groupe. lls appartiennent a la famille des Rhizobiaceae, qui est subdivisée en cing genres

différents : Rhizobium, Sinorhizobium, Azzorhizobium, Allorhizobium et Bradyrhizobium

Les deux genres bactériens Rhizobium et Bradyrhizobium, nodulant spécifiqguement
I’arachide (Arachis hypogaea) comportent des especes, respectivement a croissance rapide et

lente.

Plusieurs facteurs entravent I’installation de la symbiose. Parmi ces facteurs nous
citerons particulierement la pollution chimique (engrais chimiques, pesticides...etc.) qui
occasionne au niveau des sols des problémes de production. A ce titre, certains pesticides
persistants, demeurent dans le sol sous forme de résidus pour des périodes plus ou moins

longues en fonction de leur vulnérabilité et constituent ainsi un probléme écologique majeur.

Cette contamination par les résidus affecte non seulement le sol et les plantes, mais
aussi la microflore bactérienne. Cette situation a conduit 1’émergence de mécanismes de

tolérance ou de résistance chez de nombreux microorganismes.

Ce travail consiste, a déterminer le comportement de deux souches bactériennes:
Rhizobium, Bradyrhizobium et de I’arachide (Arachis hypogaea L.) vis a vis de deux
herbicides (Norflurazon et Prométryne). L’effet de ces deux herbicides sur la symbiose a été

également évalué.
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1. Azote

Tout comme le carbone, I’azote est le deuxieme élément nutritif pour la plante, car il
intervient dans le processus de la formation des molécules organiques notamment les acides
aminés, les protéines, les acides nucléiques et la chlorophylle. Cette importance résulte de la
présence d’azote dans I’atmospheére dans un rapport approximatif de 78%, ce qui constitue un
réservoir important disponible et accessible a toute espéce sur la surface de la terre, toutefois,

malgré son abondance, 1’azote se présente sous une forme chimique (N=N) stable et non

assimilable par la plupart des plantes .

Trois voies de fixation permettent aux plantes d’assimiler 1’azote disponible dans

I’environnement;:

e La voie de fixation par décharge électrique : qui consiste & transformer le N, en
NOj; par réaction de réduction a base d’oxygene
e La voie de fixation industrielle : qui consiste a transformer le diazote en ammoniac
(engrais azotes).
e La voie de fixation biologique : qui consiste a transformer le N, en ammoniac puis en
nitrite (microorganismes).
Les trois voies de fixation d’azote nécessitent des échanges complexes entre trois
compartiments différents : atmosphere, sol et la biomasse (animale, végétale), ce qui permet
la réalisation du cycle d’azote.
Le cycle d’azote regroupe trois étapes principales : Ammonification, dénitrification et
absorption. (Fig. 1)
2. La fixation biologique de ’azote
La fixation biologique de l'azote atmosphérique constitue le principal mécanisme
d'incorporation d'azote dans la biosphére, elle incorpore tous les ans 60% d’azote fixé. A titre
de comparaison, la moitié de cette quantité est fixée industriellement (Arp, 2000) et les 10%
restant par décharge électrique.

Les organismes eucaryotes sont incapables de fixer 1’azote parce qu’ils ne possedent pas la
machinerie biochimique appropriée. La fixation biologique de I’azote reléve uniquement du
domaine des procaryotes, simplement parce qu’ils possédent un complexe enzymatique,

nommé dinitrogénase, qui catalyse la réduction de I’azote en ammoniac (Hopkins, 2003).

4
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N, Atmosphérique
Fixation Fixation Fixation par
biologique de N, industrielle de N, décha}rge Dénitrification
électrique

Ny S

NHsC——— > NO, ——> NOs

Pool de N2 dans le sol

Ammonification —_ Absorption

Minéralisation de la biomasse Biomasse végétale

Biomasse animale

Figure 1. Cycle de I’azote et sa relation avec les trois compartiments: 1’atmosphere, le sol et

la biomasse (animale et végétale).
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Ces organismes procaryotes sont connus par des fixateurs d’azote qui comprennent a la fois
des fixateurs libres qui ne requierent pas d’héte pour effectuer le processus. En revanche,
d’autres fixateurs d’azote sont symbiotique et fixe 1’azote seulement en association avec
certaines plantes et avec des champignons (lichens). (Madigan et al., 2007) .
2.1. Fixateurs libres

Ce sont des bactéries qui habitent les sédiments marins, les tubes digestifs des animaux,
les surfaces des feuilles et les sols (Hopkins et al.,2003).Ces différents habitats, permettent
aux organismes vivants d’étre départagés en plusieurs groupes :

v’ Bactéries aérobies : Azotobacter, Azomonas

v' Bactéries anaérobies : Clostridium, Bacillus, Klebsiella

v’ Bactéries phototrophes : Rhodospirillum,Chromatium

v' Les cyanobactéries : Nostoc, Anabaena, Tolypothrix, Cylindrospermum, Colothrix,

Rivularia (Richter, 1993)

On estime que ces bactéries apportent environ 7 kilos d’azote par hectare et par an.

2.2.  Fixateurs symbiotiques de ’azote
Les bactéries symbiotiques introduisent chaque année dans les cycles biologiques 120
millions de tonnes d’azote, soit plus du double de I’apport di aux bactéries libres (Davet,
1996), alors qu’ils sont nettement moins nombreuses que les fixatrices libres.
Parmi ces fixateurs, nous citons : les Rhizobia, actinomycetes et les cyanobactéries. (Pelmont,
1995).
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3. Molécule responsable de la fixation biologique
3.1.  Nitrogénase
3.1.1 Structure

La nitrogénase est une métallo-enzyme formé de deux composants protéiques majeurs :

4 Protéine a molybdene-fer : appelé composant | ou dinitrogénase, son poids
moléculaire est de 220 Kda et codé par deux genes : nif K et nif D (Howard et Rees,2000.),
c’est une hétérotétramere (02B2) qui contient du Fe et Mo, chague monomere contient un
centre [4 Fe - 4 S] reliés entre eux deux par deux. Ce tétramere est associé a un cofacteur
protéique qui contient 8 Fe et 2 atomes de molybdene (Mo) (Leclerc, 1995 ; Hopkins, 2003),
elle est impliquée dans le processus de la réduction (présence d’un site de réduction).

4 Protéine a fer: composant II ou la dinitrogénase réductase, c’est une
homodimére (2 sous — unités identiques), elle est de 64 Kda, codé par le gene nif H (Howard
et Rees, 2000.). Elle se caractérise par la présence d'un seul centre [4 Fe - 4 S], alimenté en
électrons par une ferrédoxine ou flavodoxine, elle se couple a sa partenaire a molybdéne, en
lui cédant un électron et hydrolyse de I'ATP (Leclerc, 1995 et Hopkins, 2003) ; elle
représente le donneur d’électrons. (Fig.2)

A

P-cluster et rata My FeMo-co
. " . : X \

Figure 2. Structure du complexe enzymatique « Nitrogénase », selon Rubio et Ludden, 2005.

A. Aspect générale de la structure
B. Structure du composant |
C. Structure du composant Il
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3.1.2. Meécanisme moléculaire de la fixation
La réduction de 1’azote en ammoniac est une réaction qui nécessite une tres grande dépense
d’énergie pour I’activation, au moins 8 ¢lectrons et 16 ATP (4 ATP par paire d’électrons sont
acquises), car 1’azote moléculaire est un gaz non réactionnel avec une triple liaison entre les

deux atomes d’azote.

L’équation de la réaction chimique est la suivante :

N, +8e+8H"+16 ATP-Mg™ — 2 NH3+ H, + 16 ADP-Mg + 16Pi

Nitrogénase
Protéine©= FeRed MoFe<=

Protéine®fed

16ADP + 16Pi

Figure 3. Mécanisme moléculaire de la réduction de I’azote atmosphérique en ammoniac par

la Nitrogénase. (Godfroy, 2008)

4. Symbiose
La symbiose est une association de deux ou plusieurs organismes différents, qui leur
permettent de vivre avec des avantages pour chacun (Broughton, 2000).
Deux types de symbioses ont été identifiés a base des fixateurs :
> Endosymbiose : peut étre obtenue suite a une association des légumineuses et

les fixateurs d’azote ou bien entre ces derniers et les plantes actinorhiziennes.
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Cette union permet la formation d’un nouvel organe au niveau des racines (ou de la tige chez
certaines espéces) appelé : « nodule », lieu de la fixation d'azote.
> Ectosymbiose : une interaction non nodulaire, représentée par les

cyanobactéries et les fixateurs.

5. Symbiose Rhizobia — légumineuses
L’interaction Rhizobia —Légumineuse est bénéfique pour les deux parties en présence,
car elle permet d’une part a la plante de fournir I’énergie par photosynthése a son symbionte

et d’autre part les bactéries fixent et rendent 1’azote assimilable.
5.1. Macrosymbionte

Les légumineuses constituent une des familles les plus abondantes et les plus
diversifiées des dicotylédones, ainsi que des plantes supérieures aprés les graminées, cette
famille comprend des herbacées, des arbustes, des arbres ou des lianes. Elle est caractérisée
par un fruit typique qu’on appel « gousse » issu d’un ovaire supere formé d’un seul carpelle,
qui peut contenir plusieurs graines comme le haricot (gousse multiséminée), ou seulement

quelque graines comme 1’arachide (gousse pauciséminée).

La diversité de cette famille lui permet d’étre classé parmi les trois importants groupes des
angiospermes, avec plus de 720 genres et 20000 especes (Crok et al., 2006), et présente
pratiquement partout dans le monde terrestre, surtout au niveau des régions tropicales

(Amérique latine, Afrique) et tempérées.

En méditerranée particulierement, plusieurs espéces fourrageres et pastorales sont
représentées avec environ 3700 espéces au Maroc, 2162 en Tunisie et enfin 3139 espéces en
Algérie. (Quezel et Santa, 1963).
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5.1.1. La phylogénie des Iégumineuses

Les plantes qui appartiennent aux fabacées sont subdivisées en trois sous-familles :
Mimosoideae, Césalpinoideae et les Papillionoideae (Lewis et al.,2005), dont cette derniere
représente la plus grande partie avec plus de 10000 espéces. Le pourcentage des familles
examinées capable de noduler se répartit de la facon suivante : Papillionoideae (97%),
Mimosoideae (90%) et Cesalpinoideae (23%) (Duhoux et al., 2004).

v Césalpinoidées
Regroupe environ 2200 espéces, sous forme d’arbres, arbustes et des herbacées vivaces,
possédant des fleurs irréguliéres (zygomorphe).

v" Mimosoidées
Occupe une position intermédiaire entre les césalpinoidées et les papillionoidées ; caractérisé
par des fleurs réguliéres (actinomorphes) regroupées en inflorescence, elle comprend environ
2500 espéces représentées, principalement par des arbres et des arbustes.

v Papillionoidées
La sous famille des papillionoideae regroupe les especes cultivées les plus importantes
économiquement. Ces légumineuses cultivées sont réparties en deux grands groupes appelés
Galegoides et Phaseoloides, a I’exception de 1’arachide qui appartient au groupe des

Aeschynomeneae (Broughton et al. 2003).

5.1.2. Arachis hypogaea L.
5.1.2.1.0rigine

L’arachide est une espéce originaire de I’Amérique tropicale, plus exactement du Mato
Grosso, au Brésil ; elle se rencontre actuellement dans de trés nombreux pays ou elle constitue
parfois une spéculation majeure, comme le Sénégal et le Nigeria (Pollet, 1982).
Elle est considérée parmi les légumineuses qui posent probléme au point de vue origine, ou de
nombreux chercheurs suggérent que I’arachide est un hybride interspécifique stabilisé par
doublement de chromosome (2n = 40 allotétraploides), qui dérive de deux parents diploides

sauvages Arachis monticola qui n’ont pas été précisément déterminés.
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Le genre Arachis appartient a la sous famille des Papillionoideae des Fabacées; il

comprend environ 70 especes (Krapov et al.,1994).

Selon la collection mondiale, 17000 variétés de ce genre ont été maintenues; elles

appartiennent toutes a 1’espéce hypogaea réparties dans deux sous-especes différentes :

Arachis hypogaea hypogaea

Arachis hypogaea fastigiata. (Schiling et al.1996).

Tableau I. Les variétés d’arachide (Arachis hypogaea L.) les plus cultivées au monde selon

Nyabyenda, 2005.

Espece Arachis hypogaea L.

Sous espéce hypogaea Fastigiata

Variété hypogaea hirsuta fastigiata Vulgaris

Type Virginia Peruvian et Valencia Spanish et
Runner Natal

5.1.2.3.Morphologie de I’arachide

Arachis hypogaea L. est une plante herbacée, annuelle, érigée ou rampante peut
atteindre les 70 cm de hauteur. C’est une espéce fortement enracinée qui posséde une racine
principale et des racines secondaires, caractérisées par I’absence des poils absorbants.
La partie aérienne est formée d’une tige qui peut étre dressée ou rampante, des ramifications
latérales issues du collet de la plante et des feuilles composées de deux paires de folioles
elliptiques opposées au bout d'un pétiole inséré sur des ramifications alternes ou sequentielles.
La floraison débute 25 a 30 jours aprés le semis et se poursuit tout au long du cycle végétatif.
Les fleurs sont de couleur jaune, trés petites, caractérisées par une corolle papilionacée
(spécificité des légumineuses) ; elles sont fréles et flétrissent rapidement.
A titre d’information, seulement 10 a 20% des fleurs arrivent a maturité et donneront des
gousses.
A D’intérieur des gousses il y a formation des graines caractérisées par une forme cylindrique a
ovoides de 1-2 cm, a extrémité pointues ou aplaties, enfermées dans un tégument dont la

couleur va du blanc au violet foncé. (Fig. 4)
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Les graines peuvent étre dormantes dans le groupe Spanish et Valencia des variétés fastigiata

et vulgaris respectivement, comme elles peuvent étre non-dormantes dans le groupe Virginia

de la variété hypogaea.

La germination de ces graines nécessite une température optimale de 25-30°C.

Les graines d’arachide sont oléagineuses caractérisées par un taux important des lipides

(huiles), environ 50% des constituants totaux. (Tab. I1).

Tableau Il. Composition chimique de la graine d’arachide cultivée (Bewley et Black, 1994).

Composition moyenne en %

Arachis hypogaea L.

Protéines 31
Lipides 48
Amidon (glucides) 12

Figure 4. Morphologie générale de la plante d’arachide

1. Rameau en fleurs et en fruits, 2. L’inflorescence, 3. Fruit, 4. Graines. (Source :

PROSEA).
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5.2.  Microsymbionte
Au sens large, les micro-organismes fixateurs d’azote atmosphérique sont ceux qui
provoquent la formation des nodosités, soit sur les racines des légumineuses (Phaseolus
vulgaris), ou bien sur les tiges de certaines espéce (Sesbania, Aeschynomene et parasponia).
(Neyra et al.,1989).

Figure 5. Photographies mettant en évidence des nodules formés au niveau des racines et des

tiges par les bactéries fixatrices symbiotiques

A. Nodules racinaires de Parasponia rigida (Lancelle et al., 1985)
B. Nodules caulinaires de Sesbania rostrata (Duhoux et al., 2004)

C. Nodules racinaires de Phaseolus vulgaris (Duhoux et al., 2004)

5.2.1. Taxonomie
Au cours des vingt dernieres années, la classification des Rhizobia a subi de grands
remaniements.
Les bactéries symbiotiques ont été classées pour la premiére fois, suite a un test d’inoculation des
plantes hdtes qui a révélé deux groupes bactériens :

v Le genre Rhizobium: renferme les espéces a croissance rapide

v' Le genre Bradyrhizobium, représenté par les souches a croissance lente

(Vincent,1970)
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En 1984, Jordan est arrivé a la méme classification en se basant sur des caractéres
phenotypiques et la vitesse de croissance des Rhizobia.

Quelques années apreés, les Rhizobia ont connu une nouvelles classification représentée par
environ 40 especes; avec sept genres parmi les a- Proteobacteria : Allorhizobium (de Lajudie
et al., 1998) , Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988 ), Bradyrhizobium ( Jordan, 1982 ;
Kuykendall et al., 1992 ; Xu et al., 1995) , Mesorhizobium (Chen et al., 1991 ; Jarvis et al.,
1982 ; Jarvis et al., 1997 ; de Lajudie et al, 1998b ; Nour et al., 1994 ; Nour et al.,

1995 ; Wangs et al., 1999), Rhizobium (Amarger et al., 1997 ; Van Berkum et al., 1998 ;
Chen et al., 1997 ; Jordan, 1982 ; Lindstrdm, 1989 ; Marinez-Romero et al, 1991; Segovia et
al, 1993 Wangs et al, 1998 Wei et al., 2002) , Sinorhizobium (Chen et al., 1988 ; de Lajudie
et al., 1994; Rome et al.,, 1996; Wei et al.,, 2002 ) et une espece dans le genre
Methylobacterium (Sy et al., 2001). Actuellement, dans la relation symbiotique, d’autres
genres fixateurs d'azote ont été également décrits parmi eux : Burkholderia et Cupriavidus
dans la sous-classe des [3-Proteobacteria (Moulin et al., 2001).

La taxonomie moderne des bactéries fixatrices d’azote se base sur trois criteres importants: la
morphologie, la physiologie et I'analyse des séquences ADNr 16S, par consequent, la nouvelle
systématique a défini plus de 60 espéces regroupées en BNL (bactéries nodulants les
légumineuses), avec 12 genres de I'ordre des Rhizobiales, de la sous-classe a-Protéobactéries,
3 genres de l'ordre des Burkholderiales de la sous-classe p-Proteobacteries ( Zahkia et de
Lajudie.,2001; Moulin et al., 2001; Chen et al.,2001; Nogom et al.,2004 ), un genre dans
I’ordre Enterobacteriales de la sous-classe des y-Proteobacteria et enfin un genre de 1’ordre

des Pseudomonadales de la méme sous-classe (Benhizia et al.,2004). (Tab.I11).

5.2.2. Caractéres généraux
Les Rhizobia apparaissent sous forme de batonnets de 0.5 a 0.9um de large sur 1.2 a 3.0um de
longueur, ce sont des bactéries a Gram négatif (membrane riche en lipopolysaccharides et
pauvre en peptidoglycanes), strictement aerobies, non sporulantes (Jordan, 1984), mobiles
grace a des flagelles et présentes soit a I’état libre ou bien en association avec des
Iégumineuses dans le sol.
La culture de ces bactéries nécessite des milieux riches en carbone, azote et sels minéraux,

une température optimale (25-30°C) et un pH neutre (6 a7). (Somasegaran et Hoben, 1994).
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Tableau I11. Classification des bactéries nodulants les Iégumineuses (N’zoué et al., 2006).

Classe Genre Espéce Plante hote
Rhizobium . i
Jordan,1984; de R. leguminosarum Phaf"es:)JIm >a IIV l;r: L
Frank,1989 Seollis vilgaris L.
Sinorhizobium I . .
Chen et al. 1988 S. meliloti Medigaco, Melilotus
Allorhizobium . .
de Lajudie et al., 1998 A. undicola Neptunia natans
Mezorhizobium M. loti Lotus corniculatus,
Jarvis et al., 1982 ' L. tenuis L. japonicum
Phyllobacterium .
Valverde et al., 2004 Phyllobacterium sp.
Methylobacterium Crotalaria podocarpa,
Jourand et al., 2004 ; M. nodulans C. Perottetti
Sy et al., 2001 '
Alpha
Ochrobactrum

Proteobacteria

Ngom et al., 2004

A. mangium

A. caulinodans
A. johannense
Azorhizobium sp.

Azorhizobium
Moreira et al., 1999

Sesbania rostrata
Sesbania virgata

Rivasl?z;/Zil,aZ 002 D. neptunia Neptunia natans
Bradyrhizobium Glycine max
Jordan, 1984 ; B. japonicum
Kirchner, 1896
Blastobacter Aeschynomene

Alazard et al., 1985 B. denitrifican

;Young et al., 1991

Beta Proteobacteria

Burkholderia
Vandamme et al.,
2002

B. caribensis

Mimosa pudica,
M. diplotricha.

Gamma
Proteobacteria

Pseudomonas

Benhizia et al., 2004 Pseudomonas sp

Hedysarum carnosum,
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6. La nodulation

La mise en place de la symbiose fixatrice d’azote entre les bactéries du genre
Rhizobium et les légumineuses est un phénomene complexe, au cours duquel la bactérie doit
mener trois processus différents : la reconnaissance spécifique entre les deux partenaires,
I’infection des racines et I’induction d’une organogenése, qui conduit a la différenciation d’un
nouvel organe spécialisé qu’on appelle : nodosité ou nodule.
L'interaction légumineuse — Rhizobium est hautement spécifique car 1’espéce bactérienne
n'affecte et ne nodule qu'un nombre défini d'especes végétales, néanmoins le degré de
spécificité est variable selon la souche bactérienne et la plante héte (Debellé et al., 2001).
Les différentes étapes de la nodulation sont les suivantes :

6.1. Reconnaissance

Les Rhizobia qui vivent a 1’état libre dans le sol, sont attirés vers la rhizosphére des
plantes hotes par diverses substances qui y sont excrétées, telles que ; glucides, acide
carboxylique ; acides amines et les flavonoides, dont la plupart augmentent la croissance des
micro-organismes.
Les bactéries reconnaissent les flavonoides excrétés par les légumineuses et activent
I’expression des génes nod structuraux impliqués dans la synthese et la sécrétion de signaux
symbiotiques bactériens extracellulaires, les facteurs Nod. Les facteurs Nod sont de nature
lipo-oligosaccharides spécifiques a chaque espece de Rhizobia (Lerouge et al., 1990 ; Dénarié
et al.,, 1996 ; Gresshoff, 2003), percus par la plante et déclenchent des modification
morphologiques au niveau des racines.
Les cellules bactériennes s’attachent donc aux poils absorbants de la plante et permettent
I’adhésion, un processus hautement spécifique et irréversible qui nécessite la présence de
deux molécules : la léctine, une glycoprotéine spécifique formée par la plante et les
exopolysaccharides présents chez les bactéries.

6.2. Infection

Cette étape est réalisée apres modification morphologique des poils absorbants et la
formation d’une structure dite en « crosse de berger » qui renferme 1’ensemble des Rhizobia
piégés dans les racines de la plante hote (Esseling et al., 2003).
A D’intérieur de ces poils infectés, les Rhizobia se multiplient et permettent la formation d’un

cordon infectieux (Duchoux et al., 2004).
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L’infection est achevée des que le cordon d’infection se ramifie dans les cellules corticales et

guide les bactéries vers les cellules du méristeme nodulaire.

6.3. Organogénese

L’arrivée des Rhizobia dans le méristeme nodulaire induit une dédifférenciation et des
divisions a plusieurs reprises de type anticlines et périclines des cellules corticales, formant
ainsi le primordium nodulaire.
Les Rhizobia se libérent du filament d’infection et pénétrent dans les cellule héte (Raven et
al., 2007). IIs se développent en cellules spécialisées dans la fixation d’azote, nommées
bactéroides (Hopkin et al., 2003 ; Raven et al., 2007).
Finalement, les cellules végétales infectées et les bactéries infectantes se différencient pour
permettre la formation d’une nouvelle structure appelée : symbiosome, cellules capables de
synthétiser la nitrogénase et permettre la réduction de 1’azote moléculaire.
Les symbiosomes sont formés d’une membrane péribactéroidale issue des cellules corticales
et de bactéroides qui dérivent de la différenciation des Rhizobia
La prolifération des bactéroides enfermés dans leur membrane et les cellules corticales de la
racine produisent des excroissances tumorales appelées nodules ou nodosité (Davet, 1996 ;
Raven et al., 2007).
Le nombre de nodules et leur masse sont contr6lés par la plante en fonction des conditions

environnementales et de son état physiologique (Duhoux, 2004).

7. La nodulation de I’arachide (Arachis hypogaea L.)

Dans le cas de ’arachide, ’étape d’infection présente une différence par rapport aux
autres légumineuses.
L’infection est assurée par des fissures réalisées aux points d’émergences des racines par les
bactéries fixatrices d’azote (généralement les genres Bradyrhizobium et Rhizobium). Les
cellules infectees élaborent une sorte de conduit revétu de cellulose, le cordon d’infection,
dans lequel s’engagent les bactéries, dont la présence provoque la dédifférenciation de
certaines cellules corticales.
Le cordon d’infection traverse les parois cellulaires et se ramifie dans les nouvelles cellules

formées.
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Les Rhizobia sont libérés a I’intérieur des cellules, mais restent isolées du cytoplasme par une

membrane formée par la plante (I’arachide).

Leur forme s’est modifiée et le complexe enzymatique fixateurs d’azote est activé : ils sont

devenus des bactéroides.

18



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

NodRm-1V(AC, C16:2,5)

CH CH 5
o=c o=
cH H o0H
e % = 7 Jiﬁkl_ =z o
o e
Ho o Hi o
MH SH ooH _MH CH =
o=
<H

b

” legurme
oot
] cortical
ff____.r H cell divisions
MNod Tactors “‘——————_1_____
ook biair
i i defornmation
i i g

Tlavyonoids

Figure 6. Dialogue moléculaire entre les deux partenaires symbiotiques impliquant les
facteurs Nod. (Deléglise, 2001)
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Figure 7. Etapes du processus de nodulation lors de la symbiose Légumineuse-Rhizobium
(Perret et al., 2000).
A. Les Rhizobia (rh) colonisent la rhizosphére et s’attachent aux poils absorbants (r).
B. Les bactéries induisent la déformation du poil et initient un cordon d’infection (it)
C. Le cordon s’allonge et atteint la base de la cellule épidermique.
D. Le cordon se ramifie (rit) a I’approche du primordium nodulaire, formé suite a la division
des cellules du cortex (c).
E. Les bactéries sont relachées dans les cellules du nodule et forment des symbiosomes, ou
elles se différencient en bacteroides fixateurs.
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Structure et fonctionnement des nodules
8.1.

Structure

L'infection par les cordons d'infection a lieu a partir de la base du nodule, ce qui établit un

gradient de différentiation et plusieurs zones ont pu étre definies (\VVasse et al., 1990).

]
périderme
\ cortex

La zone | ou zone méristématique correspond a l'apex du nodule et contient des
cellules dépourvues de bactéries.

La zone Il ou zone de préfixation contient les cellules corticales nouvellement
produites par le méristeme qui sont envahies par des cordons d'infection rhizobiens.
Les bactéries sont déversées dans les cellules, entourées par la membrane
péribactéroidienne (MPB) et leur différenciation en bactéroide commence. A ce stade,
elles ne fixent pas encore l'azote.

Dans l'interzone 11111, la différenciation des bactéroides se poursuit et la fixation de
l'azote commence. Cette zone se caractérise par la présence de nombreux
amyloplastes.

La zone 11l ou zone de fixation est celle ou les bactéroides pleinement différenciés
fixent activement I'azote.

Dans des nodules agés, la zone IV correspond a une zone de sénescence. (Pawlowski
et Bisseling, 1996).

cortex
endoderme /
i
ll systeme ({ systémg
vasculaire vasculaire

parenchyme ~<1\

-A- -B- -C- -D -

Figure 8. Structure des nodules de Iégumineuses et des plantes actinorhiziennes. (Pawlowski

et Bisseling, 1996).

A. Nodule de Légumineuse de type indéterminé.

B. Nodule de Légumineuse de type déterminé.

C. Lobe nodulaire actinorhizien.

I. Zone méristématique ; 11 : zone d'infection ; 1I-111 : interzone; 1V : zone de sénescence.
D. Structure cellulaire d’un nodule de type indéterminé (Tirichine et al., 2000)
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8.2. Fonctionnement des nodules

Chez la légumineuse nodulée, la capacité de fixer lI'azote dépend largement de trois facteurs :
I'apport direct de photosynthétats aux bactéroides, le maintien de faibles concentrations d'0; a
I'intérieur du nodule pour protéger la nitrogénase, et I'exportation rapide de l'azote fixé. A
certains stades du développement, le nodule peut consommer jusqu'a 50% des photosynthétats
produits par la plante. Le contrble de la concentration en oxygene est principalement
dépendant de l'action d'une leghémoglobine produite lors de la symbiose. L'ammonium
produit dans les bactéroides est libéré dans le cytoplasme de la plante, par simple diffusion a
travers des membranes péribactéroides. Dans le cytoplasme végétal, le NH3 est assimilé via la

voie métabolique glutamine synthase (GS)/glutamate synthase (GOGAT) (Marschner, 1995).
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Figure 9. Fixation de 1’azote et transport de I’ammonium dans le symbiosome.

(Day et al., 2001)
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9. Les herbicides

Les herbicides constituent un des moyens de lutte, le plus efficace contre les maladies
majeures des plantes cultivées, et qui sont nécessaires pour 1’augmentation des rendements
agricoles.

En Algérie, I’'usage des herbicides ne cesse de se multiplier dans de nombreux domaines et en
grandes quantités. Pour cette raison, environ 400 produits phytosanitaires homologués dont
une quarantaine de variétés sont largement utilisées par les agriculteurs (Bouziani, 2007).
Cependant, la plupart de ces molécules sont hautement toxiques et difficilement
biodégradables. Leur utilisation massive et répétée peut engendrer des conséquences néfastes

pour toutes les composantes de I’environnement.

9.1. Définition

Par définition on appelle herbicide toute substance active qui provoque un effet permettant de
réduire la vigueur des espéces végétales que 1’on souhaite contrdler ou détruire. L’efficacité
de I’herbicide est I'une des propriétés importantes, ou certains herbicides ont un effet limité
sur quelques espéces, mais, d’autres agissent sur de nombreux végétaux, en fonction de la
dose d’emploi, du stade phénologique, du mode d’application et des conditions climatiques,
d’ou certains risques de phytotoxicité indésirables. Par ailleurs, la sélectivité est une autre
propriété des phytocides qui n’a aucun effet défavorable sur la plante cultivée.

Le produit herbicide qui correspond au nom commercial, ou bien désherbant notamment en
horticulture, constitue une vaste classe des pesticides (representent plus de 70% de la
production des pesticides) a usage agricole dans la catégorie des produits
phytopharmaceutiques ; il s’agit d’une molécule caractérisée par des structures et des

compositions chimiques trés diverses et complexes.
9.2. Classification des herbicides

Les herbicides sont classés en fonction de leur voie de pénétration ou bien par leur mode

d’action.
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9. 2.1. Classification par voie de pénétration
La diversité des herbicides permet de les subdiviser en deux grands groupes :
> Les desherbants de contact : présentent une diffusion faible ou extrément limitée a
Iintérieur du végétal, ils agissent au point d’impact du produit sur la plante et
détruisent les premiéres couches de cellules.
> Les desherbants systémiques : sont plus complexes, assimilés par les racines et les
feuilles, ils sont transportés par la séve dans les vaisseaux.
Ces herbicides ont une action en profondeur dans le végétal, ils agissent sur des sites

éloignés du point de pénétration. (Gama et al., 2006)

HERBICIDE SYSTEMIQUE HERBICIDE DE CONTACT

Transport Nécrose
par les | |
vaisseaux ocale

EFFET DIFFERE EFFET IMMEDIAT

Figurel0. Comportement de I’herbicide dans la plante. (Gama et al., 2006)

9.2.2. Classification des herbicides en fonction de leur mode d’action
Chaque famille d’herbicide a un mode d’action spécifique qui dépend du type de pénétration
dans le végeétal, son déplacement vers son site d’action, son interaction avec sa cible
biochimique (modification ou perturbation des processus métaboliques) et ses conséquences

physiologiques (limiter et bloquer la croissance et le développement des adventices).
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Tableau IV. Classification des herbicides selon leurs mode d’action. (Gama et al., 2006)

Herbicides

Mode d’action

Familles chimiques

Herbicides inhibiteurs
de la photosynthese

Herbicides agissant par blocage de la protéine
D1 du photosystéme 11

Inhibiteurs de la photosynthese par
détournement d’électrons a la sortie du
photosysteme |

Amides
Benzothiadiazone
Carbamates
Pyridazinone
Hydroxybenzonitriles
1, 3,5- triazines
Urées substituées.

Herbicides inhibiteurs
de la synthése des
lipides

Inhibition de ’enzyme ACCase

Acides arylphénoxy-propioniques
Cyclohexanediones oximes

Inhibition des elongases (enzymes conduisant
aux acides gras plus de 18 C, précursseur des
cires et de la subérine)

Acides organiques halogénés
benzofuranes

Inhibition des elongases et des enzymes
conduisant aux gibbérellines

Acétamides chloroacétanitriles
Oxyacétamides
Thiocarbamates

Herbicides inhibiteurs
de la synthése des
acides aminés

Inhibition de I’enzyme conduisant a la synthése
de la glutamine

Aminophosphonates
Acides phosphiniques

Inhibition de I’enzyme conduisant a la synthése
des acides aminés aromatiques

Amino-phosphanates
(organophosphorés)
Glycine
Glyphosate

Inhibition de I’enzyme conduisant a la synthése
des acides aminés ramifiés

Imidazolinones
Sulfonylurées
Triazolopyrimidines

Herbicides perturbant
la régulation de
I’auxine AIA

Herbicides auxiniques

Acides phénoxy-alcanoiques
Acides benzoiques
Acides pyrimidiques
Acides quinoléine-carboxyliques

Herbicides inhibiteurs
de la division cellulaire
a la métaphase

Herbicides bloquant la formation des
microtubules du fuseau achromatiques par
absence de la formation de la tubuline

Benzamides
2,6- dinitroanilines

Herbicides bloguant les MTOC et désorganisant

le fuseau achromatique Carbamates
Herbicides inhibiteurs de la synthése de ’acide
folique et bloquant les MTOC Carbamates

Herbicides inhibiteurs
de I’enzyme
conduisant a la
synthése des
chlorophylles

Herbicides inhibiteurs des pigments
chloroplastiques

Diphényl- éthers
N- phénylphtalimides
Oxadiazoles
Triazolinones

Herbicides perturbant
la croissance

Inhibiteurs du transport auxinique et inversion
du géotropisme

Acides phtaliques

Inhibiteurs de la synthése de la cellulose de la
paroi pecto-cellulosique

Acide quinoléine
Carboxyliques
benzonitriles
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9.3. Les Pyridazinones

C’est une famille qui regroupe un nombre importants d’herbicides qui affectent plusieurs
fonctions du métabolisme cellulaire. Parmi ces herbicides nous citons : le norflurazon, le
pyrazon, le SAN 9774 et le metflurazon.

La figure suivante représente quelques herbicides de la famille des pyridazinones :

R1

)
R2 0
Cl

Formule générale des pyridazinones
/Etl CF3
| e “
J e ve

NORFLURAZON METFLURAZON SAN 9774

Figure 11. Structure de quelques herbicides de la famille des pyridazinone.

L’influence des dérivés de pyridazinones sur le métabolisme cellulaire est du a la
phytotoxicité de cette famille qui dépend essentiellement du degré de méthylation de la
fonction amine et aussi de la présence et de 1’absence du groupe triofluorométhyl sur le noyau
aromatique (Scallla, 1991).

Les principaux modes d’action sont :
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v" Une activité photosynthétique réduite a cause d’une photodestruction des ribosomes

chloroplastiques (Bartels et Hydes, 1970), de I’altération de la structure des chloroplastes

(Davis et Harwood, 1983) et I’inhibition de la réaction Hill.

v’ Perturbation et modification du métabolisme lipidique. (St John, 1976 ; Norman et St
John, 1987 ; Abrous et al., 1998)

v Perturbation dans la synthése des hormones de croissance, comme 1’acide abscissique

et la chélation de certains cations indispensable au métabolisme cellulaire (le cas du Mg?*)

9.4. Les Triazines
Constituent actuellement la famille la plus importante, avec environ 20 herbicides répartis en
deux groupes. Le premier renferme les dérivés de triazine symétrique qui sont :
Les chloro-diamino-S-triazine (simazine, atrazine ou propazine)
Les methoxy-diamino-S-triazine (terbuméton, siméton et prométone)
Les methlthio-diamino-S- triazine (prométryne, simétryne ou amétryne)
Le deuxiéme groupe est formé des triazines non symétrique (métribuzine). (Tissut et
Severin, 1984)

Rl \T"N SCHs
g

R2

Formule générale des triazines

NHy
CH(CH3-NH,_ _y SCH3 0. N\[/s- CHz
= |
\f \”/ CHaH X N
Na N Cijl' N
CHs
CH(CH3)2-NH
PROMETRYNE METRIBUZINE

Figurel2. Structure de quelques herbicides de la famille des triazines
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Les triazines pénétrent essentiellement par les racines et exercent leur action au niveau des
feuilles en bloquant la photosynthése apres un transport par la seve brute (Pelletier, 1992 et
Majumbdar et al., 2007)

Les principaux modes d’action de ces herbicides sont :

v Les triazines inhibiteurs du PS Il agissent en s'incorporant au systeme de transfert
d'électrons situé dans la membrane des thylakoides. Ils se comportent comme de Vvéritables
barrages du courant d'électrons au niveau de la plastoquinone (Tissut et Severin, 1984).

v lls agissent aprés une compétition avec la plastoquinone pour un site d'affinité localisé sur
la protéine D1 connue par la quinone B (Qb), bloquant ainsi le transfert des électrons, et
empéchent la réoxydation de la quinone A (Qa). (Heller, 1995).

v' L'énergie lumineuse recue par la chlorophylle n'est plus convertie en énergie
électrochimique, ce qui entraine avec le temps l'arrét du dégagement d'oxygene et de la
fixation du C02. (Ducruet.1991)

v Une réduction dans la synthése des pigments photosynthétiques (surtout les caroténoides)
favorisent une production importante de I’oxygene singulet a partir de la chlorophylle

excitée. (Tissut et Severin, 1984).

9.5. Devenir des herbicides dans le sol

L’utilisation des herbicides dans 1’agriculture ne comporte pas uniquement des effets
bénéfiques, mais également des conséquences néfastes pour I’environnement et pour la santé
humaine. En effet, suite a leur épandage sur les sols agricoles, une partie des herbicides
rejoint soit l'atmosphére par volatilisation, soit les eaux de surface par ruissellement. Mais
pour la plus grande partie d'entre eux, ces produits vont séjourner au sein des sols ou ils
peuvent étre dégradés en de petits composés, en dioxyde de carbone et en eau a travers des
réactions photochimiques, chimiques et biologiques (Perrin et al.,1997).

Les produits de dégradation sont appelés métabolites, caractérisés par des propriétés
chimiques spécifiques : la toxicité, la capacité d’adsorption et la résistance a la dégradation.
Dans certains cas, les métabolites peuvent étre plus toxiques et/ou persistants que I’herbicide

lui-méme.
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Tous les sols n’ont pas la méme capacité de dégradation. Ce potentiel est en fonction de la
composition physico-chimique du sol et de la composition de la microflore présente
(Coulibaly, 2005).

Certaines conditions telles qu’un pH acide ou de basses températures sont de nature a
augmenter la persistance des herbicides dans le sol. Par conséquent, pour connaitre la
persistance d’un produit dans le sol, il faut connaitre la vitesse avec laquelle ce produit se
dégrade « demi-vie de I’herbicide » (Fdil, 2004).

9.6. Type de dégradation
Dés leur application, les produits phytosanitaires subissent des processus biotiques et
abiotiques qui amenent a leur dégradation plus ou mois compléte (Colin, 2000).
a) Dégradation abiotique : elle se divise en dégradation chimique et photolyse.
e Dégradation chimique : est une décomposition conduite par des réactions chimiques
qui sont I’hydrolyse, I’oxydation et la réduction.
e Photodégradation : est un processus physique qui aboutit & une photodécomposition
par les rayonnements ultraviolets, la plupart des molécules phytosanitaires ayant un
maximum d’absorption compris entre 200 et 400 nm (Colin, 2000).

b) Dégradation biologique

e Dégradation microbiologique

Dans le sol les micro-organismes occupent un faible volume (moins de 0.1%), mais cela
ne les a pas empéché d’étre les responsables sur plusieurs transformations dans la nature (Fdil,
2004), parmi ces transformation nous citons la dégradation microbiologique.
Cette dégradation est liée a I’activité enzymatique des micro-organismes dans le sol, ainsi
qu’a la population microbienne, car elles ont la capacité de consommer I’herbicide. (Ertli et
al., 2004).
La décomposition des herbicides fait intervenir les mémes réactions chimiques que la
dégradation abiotique, et par conséquent il s’agit de 1’élimination compléte de la molécule
avec comme seuls rejets des produits simples tels que H,O, CO,, CHy, etc.
La flore microbienne utilise ces produits organiques comme source de carbone (Coulibaly,

2005).
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L’oxygene dissous dans 1’eau contenue dans le sol est utilis€ par les bactéries comme
accepteur final d’électrons, permettant ainsi leur métabolisme en milieu aérobie.

La température et I’humidité sont également des facteurs importants de 1’activité microbienne
et par consequent de la dégradation des herbicides. Celle-ci augmente avec la température
dans une gamme de 0 a 30°C, et une humidité de 85 a 100 % (Coulibaly, 2005 et Ertli et al.,
2004).

9.7. Devenir des herbicides dans la plante
La capacité qu’ont certaines plantes a supporter la présence des herbicides provient de
I’existence d’un complexe enzymatique susceptible de dégrader ou transformer ces derniers.
Cette biotransformation consiste a produire des métabolites plus solubles que la molécule
initiale et donc facilitant leur élimination et leur ségrégation dans les vacuoles.
Les mécanismes d’action enzymatiques responsables de la biotransformation des herbicides
peuvent étre classiquement divisés en trois phases (Sandermann, 1977, 1992 ; Coleman et al.,
1997).
- Phase 1 : elle correspond & une série de réactions d’oxydation (les monooxygénases a
cytochrome P450), de réduction et d’hydrolyse (les estérases) (Werck-Reichhart, 2000 ;
Siminszky, 2006), qui permettent 1’introduction ou la libération de fonctions chimiques

polaires sur I’herbicide, favorisant ainsi I’activation et I’action des enzymes de phase II.

- Phase Il ou de conjugaison sont des réactions d’addition d’une molécule endogéne
hydrosoluble sur I’herbicide ou I'un de ses métabolites primaires. Ces réactions font
intervenir des enzymes spécifiques du substrat endogéne a conjuguer, comme la glutathion S-
transférase qui conjugue le glutathion (tripeptide) et les glyco-transférases qui conjuguent des
sucres (glucose) (Pflugmacher et al., 2000 ; Edwards et Dixon, 2005 ; Oztetik, 2008).

- Phase 111 correspond a 1’élimination, hors du corps, des produits de la phase II stockés au
niveau des vacuoles cellulaires par une procédure d’excrétion en phase aqueuse, en paralléle
avec I’évacuation des produits de dégradation des constituants cellulaire. Les végétaux ne
possédent pas de fonction excrétoire équivalente a celle des animaux ni un milieu interne

circulant équivalent au sang.
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L — Paroi

Cytoplasme

Figure 13. Phases de métabolisation des herbicides dans les cellules de la plante (Ozgur, 2010)
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1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Pour mieux connaitre le phénoméne de la nodulation (symbiose) de 1’arachide et
comment réagit cette espéce vis-a-vis des herbicides, nous avons utilisé dans nos expériences
une variété locale et commerciale de la région d’El Oued (sud algérien), qui représente 1’une

des wilayas productrices d’arachide en Algérie.

A : Gousses B : Graines

Figure 14. Aspect morphologique des gousses et des graines d’arachide (Arachis hypogaea L.)

Tableau V. Caractéristiques morphologiques de 1’arachide (Arachis hypogaea L.).

Caractéristique

Graine grosse

Port érigé

Ramification alterne

Couleur de feuillage vert foncé

Fleur sur la tige principale non

Nombre de cavité par gousse 2

Cycle végétatif 90 jours
1.2. Le sol

Le sol argilo-limoneux de la station de I’'ITGC de Oued Smar est celui que nous avons
utilisé dans tous les tests en pots.
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/////

opération a éeté réalisée pour réduire de maniere importante la charge microbienne du sol et

pour permettre une plus grande efficacité de I’inoculation.

Tableau VI. Principales caractéristiques du sol (ITGC de Oued Smar)

Caractéristigues
Texture Argileuse
Structure massive polyédrique
pH (eau) 7.7
Carbone 0.9
Matiére organique 15
Azote total 0.05
Rapport C/N 18

1.3. Matériel biologique

Les deux souches bactériennes utilisées dans le cadre de ce travail nous ont été fournies
gracieusement par Mme Djebara M. (Membre de I’équipe de Biologie des sols). Elles ont été

isolées & partir des nodules d’une 1égumineuse (Arachis hypogaea L.) de la région de «El
Taref ».

e Aspect morphologique des souches bactériennes

Les deux souches bactériennes présentent des colonies, circulaires, légérement
élevées, lisses, opaques avec une texture blanchatre pour la bactérie Brl2, alors que la

souche R30 présente un aspect transparent.
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Rhizobium sp (R30)

Bradyrhizobium sp (Br12)

Figure 15. Photographies des colonies des deux souches bactériennes (Brl12 et R30) sur
milieu de production (YEMA), aprés 5 jours d’incubation a 30°C.

1.4. Les Herbicides

La contamination des sols par des herbicides est tres répandue et représente la
préoccupation majeure, qui a certaines concentrations, devient néfaste pour les végétaux, les
animaux et les micro-organismes. Plusieurs méthodes ont prouvé avec le temps que certains
herbicides, peuvent influencer la croissance et la physiologie des micro-organismes. De méme
ces herbicides peuvent affecter de maniere significative la nodulation des légumineuses ainsi
que le processus de fixation d’azote atmosphérique.

Nous avons utilisé deux herbicides : le norflurazon et la prométryne qui appartiennent a
deux groupes d’herbicides distincts. Ceux-ci ont été utilisés pour tester leur effet a différentes

concentrations sur une variété locale d’arachide.
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Tableau VII. Principales caractéristiques des herbicides (norflurazon et prométryne).

Caractéristiques

Norflurazon

Prométryne

Nom chimique

4-chloro-5-(methylamino)-2-
[3-(trifluoromethyl)phenyl]-
3(2H)- pyridazinone

2,4-bis(isopropylamino)-6-
(methylthio)-s-triazine

Nom commercial

Zorial / San 9789

Gesagard 480SC

Famille pyridazinone Triazine
Formule chimique C12HoC F3N30 C10H19NsS
1
F—C—F CH(CH:)»-NH, N SCH3
g |
Structure chimique N /" Ny N
N
CH(CH3)2-NH
cu;—rl«l (o]
H Cl
formulation Poudre de couleur beige Liquide blanc ressemblant a la
peinture
Poids moléculaire 303.7g/mole 241.37g/mole
Demi-vie environ 4 mois de 1 a 3 mois

Solubilité dans 1’eau

34mg/l 4 20°C

48mg/l 4 20°C

Utilisation principales

Poacées, Fabacées et les
harbres fruitiers

Iégumineuses, céleri et poireaux

Ces herbicides ont été préparés aux concentrations suivantes : 10°M, 10 M, 10°M, 10°M.

1.5. Milieux de culture

Dans toutes les expérimentations, plusieurs milieux de culture ont été préparés:

= Un milieu pour la culture des plantes
o Milieu de KNOP
= Milieux pour la culture des bactéries

o Milieu liquide :

o Milieux solides:

TSB (Trypton soja broth)
YEMA (yeast extract mannitol agar)

TSA (trypton soja agar)
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2. Méthodes
2.1. Mise en culture de I’arachide (A. hypogaea L.)
2.1.1. Sélection et stérilisation des semences

Avant la mise en germination des semences, une sélection des graines a été réalisée de
telle sorte a mettre en évidence des graines propres, non endommagées et qui appartiennent au
méme intervalle & la méme classe de poids (1.5g <P < 2g) pour réduire la variabilité lors des

experiences.

Les graines d’Arachis hypogaea L. correspondant a la lignée locale d’El Oued, sont
immergées pendant 30 secondes dans de 1’éthanol a 95%, ensuite pendant une minute dans de

I’hypochlorite de sodium a 2% et enfin rincées 10 fois avec de 1’eau distillée stérile.

2.1.2. Germination des graines

Les graines imbibées dans de 1’eau distillée stérile et tiede pendant 3 a 4 heures, sont
mises dans une chambre de culture a I’obscurité et a une température de 28 a 30°C pendant 4
a 5 jours sur un milieu de culture TSA, afin de mettre en évidence d’éventuels contaminants

microbiens.

Avant germination Aprés germination

Figure 16. Photographies des graines d’arachide (Arachis hypogaea L.) avant et apres
germination.

36



MATERIEL ET METHODES

2.2. Tests physiologiques

IIs consistent a déterminer 1’action des herbicides sur les deux partenaires (bactéries et
plante). C’est ainsi que nous avons testé le comportement de 1’arachide et des Rhizobia vis-a-
vis de deux herbicides (le norflurazon et la prométryne) séparément et a différentes

concentrations.

2.2.1. Effet des herbicides sur la plante

Pour étudier la capacité des plantules d’arachide (Arachis hypogaea L.) a tolérer le
Norflurazon et la Prométryne, nous avons mis en présence des germinations des teneurs
variables en herbicide (10,10 et 10"° M) dans des pots (2 plantules/pot) contenant le sol de

I‘ITGC (Oued Smar) ; ces plantules sont suivies durant 5 semaines.

2.2.2. Effet des herbicides sur les bactéries

Sur une boite de Petri contenant un milieu de culture solide (TSA), un puits central est
réalisé dans la gélose qui regoit Iml d’herbicide (Norflurazon ou prométryne). Ces boites de
Petri sont ensuite ensemencées avec chacune des 2 souches bactériennes sélectionnées
(séparément), puis incubées a 28°C. Des observations sont effectuées tous les jours pendant 6

jours.

2.3. Analyse morphologique
- Mesure biométriques des plantules
La croissance des plantes est déterminée par mesures répétées des longueurs moyennes
des racines principales et de la tige.
De plus diverses observations sont faites telles que :
Pour les racines : la couleur, les ramifications et leurs aspect

Pour les feuilles: leur nombre, leur surface et leur état (jaunissement,
blanchissement ou nécrose).

Pour la tige : les entre-nceuds.
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- Détermination des poids sec.

Aprés 5 semaines de culture, les plantules d’arachide sont prélevées et les racines sont
séparées des tiges et des feuilles constituant ainsi 3 échantillons par plante (racines, tiges et

feuilles pour chaque traitement).

Les poids secs des différents échantillons sont déterminés apres séchage a 1’étuve

jusqu'a obtention d’un poids constant (60°C pendant 48h) .
- Taux d’inhibition.

Afin, d’estimer 1’effet des herbicides sur la croissance des plantules d’arachide, nous avons

calculé le pourcentage de I’inhibition a partir de 1’équation suivante :

1% : Pourcentage d’inhibition
LO : Longueur de la plante cultivée dans un sol sans herbicide

L : Longueur de la plante traitée

2.4. Extraction et dosage des pigments

Dosage

La matiére végétale fraiche (feuilles) est prélevée, pesée puis broyée dans un premier
temps a sec dans un mortier, puis dans 10 ml d’acétone (80%).
La solution obtenue est centrifugée a 4500trs/min pendant 10 min.
Le surnageant est récupéré puis utilisé dans la quantification de la chlorophylle a, b et les

caroténoides pour les longueurs d’ondes spécifiques et respectives de : 470 - 647 et 663nm.
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2.5. Indice de tolérance pour les plantules mises en culture hydroponique

Un indice dit de « tolérance », est calculé a partir de la longueur des racines, il permet
de comparer la capacité des plantes a pousser dans un milieu de culture liquide additionné
dans notre cas de chacun des deux herbicides (le norflurazon ou la prométryne), par rapport

aux plantes poussant dans un milieu non traité.

La formule de cet indice est la suivante :

IT (%) = % X 100. (wilkins, 1957)

IT : Indice de tolérance
T : Taille moyenne des racines des plantes traitées

TO : Taille moyenne des racines des plantes témoins

2.6. Test de nodulation

Le but de ce test est d’évaluer I’aptitude des souches bactériennes a former des nodules
avec la plante hote dans des conditions bacteriologiques contrdlées, en absence et présence

des deux herbicides (norflurazon et Prométryne).

2.6.1. Préparation de I’inoculum bactérien

La biomasse bactérienne des deux souches (Bradyrhizobium : Br 12 ou Rhizobium : R30) est
produite sur milieu de prolifération liquide (TSB), sous agitation et incubation a 28°C,

pendant 48 heures.

Le bouillon de culture est ensuite centrifugé a 6000 trs/min, & 4°C pendant 20 minutes. Le
culot est ensuite récupéré et rincé trois fois avec de 1’eau physiologique stérile (solution de
Na Cl a 0.9%). La densité bactérienne est enfin uniformisée par calibration a une densité

optique de 0.3 (A =680) par ajout d’eau physiologique stérile. Cette solution bactérienne
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servira comme inoculum dans le cas des expérimentations menées en culture hydroponique ou

en pots.

2.6.2. Inoculation des plantes en pots et en culture hydroponique

e Inoculation des plantules en pots

Apres germinations, les graines d’arachide sont transférées dans des pots (140g de sol
ITGC/pot) et inoculées avec 2ml de la solution bactérienne, ce qui correspond
approximativement & 10° bactéries. Le dispositif expérimental est mis dans une chambre de

culture durant 5 semaines de végétation dans les conditions suivantes :

- Température ambiante (environ 30°C jour et 20°C nuit)
- Eclairage 5000 lux
- Photopériode (16heures jours/8 heures nuit)

Figure 17. Dispositif expérimental pour la culture de I’arachide en pots.

e Inoculation des plantules d’arachide en culture hydroponique stérile

Apres germination des graines, chacune des germinations est transférée dans un tube (de

2 cm de diameétre et 18cm de long) contenant des billes en verre et 15 ml du milieu Knop.

Les germinations sont inoculées avec 2ml de la suspension bactérienne (10° bactéries).
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Les tubes sont ensuite recouverts d’un papier opaque et mis dans les mémes conditions
expérimentales que précédemment.

Figure 18. Dispositif expérimental de culture de I’arachide en condition hydroponique.

2.6.3. Action des herbicides sur la symbiose (Rhizobium- Arachis hypogaea L.)

Afin d’estimer I’effet des herbicides sur la symbiose, trois concentrations sont utilisées :
1010° et 10°M

Les dispositifs préparés précédemment, sont ensuite arrosés avec 20ml d’herbicide
(norflurazon ou bien prométryne) pour les cultures en pots et 2 ml pour les plantules en

culture hydroponique.

La croissance des plantes est déterminée par analyse morphologique, alors que le taux de

nodulation est calculé par le nombre de nodule par plant.

.7. Traitement statistique et analyse des données

Les mesures des parametres de croissance (poids et la taille) des plantules d’arachide
ont été relevées et traitées a 1’aide des logiciels excel et statistica pour I’analyse de variance et

la comparaison des moyennes avec un niveau au seuil de 5%.

Chague test est répété au moins deux fois pour une meilleure appréciation des résultats.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Effet des herbicides (norflurazon, prométryne) sur la croissance de deux souches
bactériennes (R30, Br12)

1.1. Croissance des souches bactériennes (R30, Br12) en absence des

herbicides (norflurazon et prométryne)

La culture de deux souches bactériennes sur un milieu, & permis d’obtenir des colonies,
circulaires, légérement élevées, lisses, opaques avec une texture blanchatre pour la bactérie
Brl2 et un aspect transparent pour la souche R30 qui se caractérise par une production trés
importante d’exopolysaccharides. Les colonies apparaissent au bout de 24 a 48h pour les
Rhizobium sp (R30), ce qui indique qu’clles sont a croissance rapide, tandis que les
Bradyrhizobium sp (Br12) sont a croissance lente, les colonies n’apparaissant qu’apres 6 jours

d’incubation.

1.2.  Croissance des souches bactériennes (R30, Br12) en présence des

herbicides (norflurazon et promeétryne)

Il existe une tres grande variabilité dans la tolérance des souches bactériennes aux différentes
concentrations d’herbicide testées.

Des colonies ont été observées autour du puits en présence des herbicides (norflurazon et la
prométryne) aux concentrations : 10 et 10°M, alors qu’a 10™*M aucune croissance n’est
observée (Fig 19-20). Cela signifie que les deux souches bactériennes tolérent seulement les
faibles concentrations (10°M et 10°M). Cet effet inhibiteur est déterminé aprés 8 jours
d’incubation a 30°C.

Les deux souches bactériennes présentent la méme concentration inhibitrice pour les deux
types d’herbicide (10™* M).

Les resultats ont montré aussi que la souche R30 tolere mieux les deux herbicides
(norflurazon et prométryne) que la souche Brl2. Il semblerait donc que la vitesse de
croissance et la production importante des exoplysaccharides influencent le comportement des

souches bactériennes vis-a-vis des deux herbicides (le norflurazon et la prométryne).
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R30 + Norflurazon (107 M) R30 + Norflurazon (10°® M)

Témoin R30 + Prométryne (10 M) R30 + Prométryne (10° M)

Figure 19. Photographies illustrant I’effet du norflurazon sur la croissance des souches
bactériennes R30 et Br12.

Br12+ Prométryne (107 M) Br12+ Prométryne (10° M)

Figure 20. Photographies illustrant 1’effet de la prométryne sur la croissance des
souches bactériennes R30 et Br12.
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2. Effet du norflurazon sur la croissance des plantules d’arachide
2.1. Elongation de la plante en fonction des concentrations du norflurazon

Nous avons mesuré I’impact des traitements norflurazon sur 1’élongation racinaire et foliaire
chez I’arachide durant 5 semaines de végétation. Les résultats sont présentés dans la figure 21
(AetB)
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Figure 21. Elongation de la plante d’arachide (Arachis hypogaea L.) en fonction des

concentrations appliquées du norflurazon.

A : Longueur de la partie aérienne
B : Longueur de la partie racinaire

- Taille de la partie aérienne

Les résultats obtenus montrent que les plantules témoins présentent une meilleure
croissance avec une taille moyenne qui atteint les 19.02 cm et un développement tres
important, alors que les plantules stressées sont moins développées, avec des valeurs
moyennes qui varient entre 12.46 - 12.2 et 10.82 cm, respectivement pour les doses 10,107
et 10* M. (Fig. 21 A)
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- Taille de la partie racinaire
Les plantules traitées par le norflurazon présentent un ralentissement remarquable dans
la taille des racines par rapport aux témoins qui notent une valeur moyenne de 14.9 cm contre
des valeurs respectives de 8.56- 9.6 et 10.25 cm chez les plantules dosées a 10*,10° et 10°®
M. (Fig. 21 B).

De plus les plantules stressées présentent des racines moins ramifiées que celles des témoins.

> L’allure des résultats tant au niveau foliaire que racinaire est la méme, il semble y
avoir un effet Iégerement inhibiteur et qui ne dépasse pas 42% pour les concentrations les
plus élevées (10*M).

Avec les résultats de 1’analyse statistique, nous pouvons considérer que 1’effet du norflurazon
sur la croissance des plantules d’arachide est faible aussi bien sur la taille de chevelu racinaire

que sur la longueur des feuilles.
2.2. Evolution de la biomasse en fonction de la concentration en norflurazon appliquée

La biomasse constitue un autre moyen nous permettant d’évaluer 1’effet des deux herbicides

sur la croissance de 1’arachide.

- Biomasse seche de la partie aérienne (PA)

La peseée de la matiere végétale séche aérienne des plantules d’arachide a montré une
valeur moyenne de 0.614g pour le témoin contre 0.448 - 0.348 et 0.311g respectivement pour
les concentrations 10°°,10et 10*M. Cela signifie qu’en présence de norflurazon, la biomasse
diminue progressivement en fonction de I’augmentation de concentration, cette perte est
maximale (de ’ordre de 50.6%) a la plus forte concentration (10*M). (Fig. 23 A)

- Biomasse séche de la partie racinaire (PR)

Contrairement & la biomasse de la matiere végétale seche de la partie aérienne, la
détermination de la biomasse seche racinaire montre des valeurs moyennes de 0.12 - 0.11 -
0.12 et 0.15g respectivement pour le témoin et les plantules dosées par le norflurazona 107,
10 et 10™*M. Ces résultats montrent que la masse racinaire la plus importante est en faveur
des plantules dosées & 10™M. Toutefois nous n’avons révélé aucune différence significative

entre le témoin et les plantules stressées (Fig. 23 B).
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- Rapport PR/PA
Le rapport a montré des valeurs en faveur des plantules stressées ou « PR/PA »
atteint : 0.47, 0.35 et 0.23 respectivement pour les concentrations suivantes d’herbicide : 10
10 et 10 M, alors que pour le témoin, ce rapport a enregistré une valeur de 0.18, valeur

nettement moins importante que les précédentes (Fig. 23 C).

L’analyse de variance a révélé une différence hautement significative entre le témoin et les
plantes stressées, peu significative entre les plantules dosées & 10° et10™ et trés significative

entre ces deux derniéres et celles traitées a 10™M.

Les résultats obtenus en calculant le rapport PR/PA, ont permis de déterminer le type

d’accumulation de la matiere séche, ainsi que le degré de sensibilité des plantules d’arachide.

Lorsque le PR/PA est faible la croissance de la partie aérienne est favorisée, c’est le cas des
plantules témoins, alors qu’en présence du norflurazon le rapport a noté des valeurs variables

et importantes selon la concentration.

C’est ainsi que chez les plantules traitées a 10* M de norflurazon, I’accumulation de la
matiére séche est au niveau des racines, ce qui traduit une croissance plus importante a ce
niveau, alors qu’a la concentration de 107 et 10°M, nous constatons une homogénéité dans la

répartition de la matiére séche entre la partie aérienne et racinaire.

- Humidité de la partie aérienne

La figure 23 D exprime des humidités importantes dans la partie aérienne des
plantules d’arachide. La valeur moyenne la plus élevée est de 79.33% pour les témoins,

contre 52.76, 64.97 et 77.22% respectivement pour les plantules traitées & 10,10 et 10°M.

L’analyse de variance a révélé une différence hautement significative entre les plantules
témoins et stressées, en revanche, aucune différence significative n’est observée entre les
plantules stressées & 10™ et 10°M, en paralléle, ces deux derniéres ont une différence peu

significative avec les plantules dosées & 10™*M.
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Enfin, nous pouvons dire, que la baisse de teneur en eau des plantules d’arachide a fortes
concentrations peut étre liée a la mise en place de nécrose (phénoméne non visible a 1’ceil nu

sur les plants d’arachide).
2.3. Impact du norflurazon sur le contenu pigmentaire

L’évolution du contenu pigmentaire dans les parties aériennes varie en fonction de la dose de

norflurazon.

L’effet le plus marqué est celui obtenu a 10*M avec un blanchissement des plantules (tige et
feuilles). Cette dépigmentation débute par la tige, la base des feuilles et se propage vers
I’extrémité, c’est le phénoméne de « photobleaching » qui entraine la formation des plantes

albinos.

Pour les plantules traitées & 10°M, la dépigmentation touche les feuilles alors que la tige est

totalement verte.

A 10™M les feuilles d’arachide présentent une réduction dans le contenu pigmentaire a partir

de la deuxiéme feuille et juste au niveau de la nervure principale (Fig. 22).

Figure 22. Photographies montrant 1’effet du norflurazon sur la morphologie des plantules

d’arachide.

Témoin (plantules d’arachide non traitées par 1’herbicide)
Plantules d’arachide traitées par le norflurazon a 10* M
Plantules d’arachide traitées par le norflurazon a 10° M.
Plantules d’arachide traitées par le norflurazon a 10°M.

oCowy»
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Les résultats statistiques confirment les observations précédentes et montrent que le contenu
pigmentaire ne varie pas de maniere significative pour des concentrations de I’ordre de 10°M.
Pour les concentrations plus élevées, 1’évolution des teneurs en chlorophylle a et b ainsi que
celle des caroténoides suit la méme allure. A partir de la concentration de 10“*M en
norflurazon, nous enregistrons des traces de la chlorophylle a et b et disparition totale des

caroténoides.
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Figure 23. Croissance des plantules d’arachide (Arachis hypogaea L.) sous I’effet du
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norflurazon.

Biomasse seche de la partie aérienne (PA)

Biomasse seche de la partie racinaire (PR)

Ratio de matiére seche : partie racinaire (PR)/partie aérienne (PA)

Humidité de la partie aérienne (%)
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3. Effet de la prométryne sur la croissance des plantules d’arachide
3.1. Effet sur I’élongation des plantules

Sur une méme période de végétation (5 semaines), des cultures d’arachide traitées par la
prométryne aux concentrations (10,10° et 10° M) ont été menés a coté des témoins et des
plantules stressées par le norflurazon. Les résultats obtenus sont présentés en figure 21(A et
B).
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Figure 24. Elongation de la plante d’arachide (Arachis hypogaea L.) en fonction des

concentrations appliquées de la prométryne.

A : Longueur de la partie aérienne

B : Longueur de la partie racinaire

- Taille de la partie aérienne
La taille la plus élevée est notée chez les plantules témoins avec une valeur moyenne
de 19.02cm, contre des valeurs plus en moins faibles en présence de la prométryne ; elles
atteignent les valeurs: 10.9, 7.2 et 2.03cm respectivement pour les plantules traitées avec les
trois concentrations étudiées: 10°, 10 et 10*M. (Fig. 24 A).
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L’analyse de la variance a révélé une différence hautement significative entre les

plantules témoins et les plantules stressees.

- Taille de la partie racinaire
Comparativement a la taille de la partie aérienne des plantules, la partie racinaire
présente des tailles peu semblables, avec une valeur de 14.95cm pour les plantules témoins et
des valeurs de 20.1, 16.8 et 4.5cm respectivement pour les plantules traitées a 10°,10° et 10°
*M ( Fig. 24 B).

L’analyse de la variance montre une différence hautement significative entre les

plantules témoin et celles stressées par la prométryne & 10, 10° et 10°M.

> Sur la base de ces résultats, nous constatons que la croissance est liée a la
concentration de la prométryne appliquée pour les deux organes mesurés (parties aérienne et
racinaire). Il semble y avoir un effet stimulant aux faibles concentrations (10 et 10°M),
contre un effet inhibiteur important qui dépasse les 70% & forte dose (107*M).

Avec les résultats de 1’analyse statistique, et contrairement au norflurazon nous
pouvons dire que 1’atteinte de la croissance lors de 1’utilisation de la prométryne en traitement
racinaire est importante sur la taille du chevelu racinaire et sur la longueur de la partie

aérienne.
3.2. Effet sur la biomasse des plantules

- Biomasse aérienne seche (PA)
La biomasse aérienne seche enregistrée par le témoin est de 0.57g contre des valeurs
moyennes respectives de 1.14, 0.80 et 0.01g pour les plantules traitées par la prométryne aux
concentrations de 10°,10°,10™* M (Fig. 26 A).

En se basant toujours sur le méme test statistique, les résultats montrent une différence
hautement significative entre les plantules témoins et les plantules stressées aux différentes

concentrations.
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- Biomasse racinaire séche (PR)
La figure 26 B représente 1’effet de différentes concentrations en prométryne sur la
biomasse racinaire séche. Elle montre des valeurs moyennes variant de 0.12, 0.42, 0.38 et

0.27g respectivement pour le témoin, les plantules traitées 810°® 10°,10* M.

L’analyse de la variance a montré une différence hautement significative entre les témoins et

les plantules stressées & 10,10 et10°M.

- Rapport PR/PA

Le rapport PR/PA le plus important est noté chez les plantules traitées par la
prométryne avec une valeur élevée (0.41) pour les plantules traitées & 10°M, contre un
rapport faible pour les plantules témoins. (Fig. 26 C)

L’analyse de la variance a révélé une différence hautement significative entre les plantules

témoins et stressées a 10“ 10 et10°M.

Ces résultats signifient que les plantules témoins favorisent la croissance de la partie aérienne
en accumulant de la matiére séche, par contre les plantules stressées & 10 ,10° M accumulent
préférentiellement de la matiére séche au niveau des racines. Cependant, la concentration 10
M présente des plantules caractérisées par une homogénéité dans la répartition de la matiére

seche.

- Teneurs en eau de la partie aérienne

La teneur en eau la plus faible est notée chez les plantules traitées par la prométryne
avec un pourcentage de 72.2 et 63.39% pour les doses de 10 et 10° M contre 79.81% pour le
témoin (Fig. 26 D).
L’analyse de la variance a enregistré une différence peu significative entre témoins et les
plantules stressées a 10 10” et10°M.
En se basant sur ces résultats, nous pouvons conclure qu’en présence de la prométryne
I’absorption d’eau est atténuée. Cette diminution de I’humidité est proportionnelle a la dose

en prométryne.
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3.3. Effet sur le contenu pigmentaire

Chez les plantules traitées par la prométryne & forte dose (10™*M), nous avons remarqué une
décoloration partielle (jaunissement) de la premiere feuille. Cette dépigmentation est localisée

au niveau de ’extrémité apicale des feuilles.

L’effet le plus marqué est celui obtenu aux faibles doses (10~ et 10°M) avec un verdissement
important des feuilles. Ce phénomeéne ne peut étre que le résultat de nombreuses perturbations

des processus physiologiques et biochimiques (Fig. 25).

L’ensemble de ces résultats nous permet de dire qu’en présence de la prométryne, les
plantules d’arachide réagissent différemment, elles réduisent la longueur des plantules et des

surfaces  foliaires afin de  minimiser 1’absorption  importante  d’herbicide.

Figure 25. Photographies montrant 1’effet de la prométryne sur la morphologie des plantules

d’arachide

A. Témoin (plantules d’arachide non traitées par 1’herbicide).
B. Plantules d’arachide traitées par la prométryne & 10 M.
C. Plantules d’arachide traitées par la prométryne & 10 °M.
D. Plantules d’arachide traitées par la prométryne a 10°M.
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Figure 26. Croissance des plantules d’arachide (Arachis hypogaea L.) sous 1’effet de la

prométryne

A. Biomasse séche de la partie aérienne (PA)
B. Biomasse séche de la partie racinaire (PR)
C. Ratio de matiére séche : partie racinaire (PR)/partie aérienne (PA)

D. Teneur en humidité de la partie aérienne
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4. Effet de I’inoculation sur la symbiose (Rhizobium-Arachis hypogaea L.)
La capacité symbiotique d’une souche de Rhizobium est évaluée par deux parameétres :
son infectivité et son efficience. L’infectivité de chaque souche est appréciée par le nombre de
nodules formés sur la racine de chaque plante. L’efficience est estimée par la détermination de

la biomasse végétale racinaire et aérienne.

4.1 Infectivité des souches
Le tableau représentant les résultats des tests d’inoculation en pots, permet de montrer
que les deux souches bactériennes testées R30, Brl2 ont infecté les racines d’arachide en
formant des nodules, seulement aprés trois semaines de culture.
L’apparition des nodules chez les plantules inoculées par chacune des 2 souches
bactériennes a été observée en méme temps, malgré la différence de croissance des souches
bactériennes (Br12, R30), la premiére étant a croissance lente alors que la seconde est a

croissance rapide.

Tableau VIII. Test de nodulation.

Nombre de pied/ pot Nombre de nodules /pied
Plantules d’arachide non 2 0
inoculées (Témoin)
Plantules d’arachide inoculées 2 7
par la Br12
Plantules d’arachide inoculées 2 5
par la R30

4.2  Efficience des souches
» Formation des nodules
Pour les plantes inoculées avec la souche R30 : les nodules obtenus sont presque tous de
la méme taille, de couleur rose indiquant la présence de léghémoglobine et présageant ainsi

d’une activité nitrogénasique.
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Pour les plantes inoculées avec la souche Brl2, les nodules sont de petite taille et plus

nombreux que les précedents (Fig. 27).

Bri2 R30

Figure 27. Photographie des nodules racinaires obtenus apres 3 semaines de culture lors du

test de nodulation.

» Croissance des plantules d’arachide
Pour déterminer 1’effet des inoculums bactériens sur la croissance d’arachide, nous avons
mesuré la taille des plantules (parties aérienne et racinaire), ainsi que la biomasse racinaire et
aérienne, apres cing semaines de culture.

L’ensemble des parametres étudiés est représenté dans le tableau suivant :
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Tableau IX. Effet de I’inoculation sur la croissance des plantules d’arachide

) . ) Biomasse Biomasse
Taille aérienne Taille . . X T R
L aérienne seche | racinaire seche
(cm) racinaire (cm)
(9) (9)
Plantules 10.1+0.68 9.9 +3.20 0.30 + 0.12 0.07 +0.03
témoins
Plantules
inaculées par 25 + 0.59 14.2 +2.98 0.75+0.18 0.15+0.01
la souche Br12
Plantules
inoculées par 23.9 + 0.64 10.6 + 3.22 0.61 +0.16 0.09 + 0.03
la souche R30

e La taille aérienne la plus élevée est notée chez les plantules d’arachide inoculées
avec la souche Brl2 et la souche R30 respectivement avec des valeurs de 25cm,
23.9cm contre seulement 19 cm pour les plantules témoins (non inoculées).

L’analyse de variance a révélée une différence significative entre les plantules

témoins et inoculées.

e Les racines présentent des valeurs de 9, 11 et 14cm respectives avec les plantules
témoins, inoculées par les souches R30 et Brl2.

e La biomasse aérienne séche est de 0.30, 0.75 et 0.61g respectivement pour les
plantules témoins et inoculées (R30 et Brl2), ces résultats montrent que les
plantules inoculées possédent la biomasse la plus importante.

L’analyse de variance a révélé une différence significative entre les plantules témoins

et les plantules inoculées avec 1’une ou I’autre des deux souches bactériennes (R30 et

Bri2).

e La biomasse racinaire séche la plus élevée est de 0.15g chez les plantules
inoculées par la souche Brl12 contre 0.07g chez les plantules inoculées par la R30

et le témoin.

Les résultats obtenus, montrent que, quel que soit la bactérie utilisée, les plantules d’arachide
inoculées produisent plus de biomasse que les plantules témoins. Il semblerait aussi que les
deux bactéries inoculées presentent un effet PGPR qui est beaucoup plus marqué pour la

souche Brl2.
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5. Effet du norflurazon sur les plantules d’arachide (Arachis hypogaea L.) inoculées par

deux souches bactériennes (R30 et Br12)
5.1 Effet sur la nodulation
Le traitement par le norflurazon des plantules d’arachide inoculées par les deux souches
bactériennes (R30 et Br12) a provoqué une inhibition du processus de nodulation et ceci aux
différentes concentrations (10, 10 et 10™M).

Tableau X. Effet du norflurazon sur le test de nodulation

Nombre de pied/ pot | Nombre de nodules /pied

Témoin inoculé par la souche Br12 2 7

Plantules traitées par le norflurazon 2 0

inoculées par la souche Br12

Témoin inoculé par la souche R30 2 5

Plantules traitées par le norflurazon 2 0

inoculées par la souche R30

5.2. Effet sur la croissance

Afin, d’estimer I’effet du norflurazon sur la croissance des plantules d’arachide
inoculées, nous avons réalisé des mesures biométriques et déterminé le poids sec des
plantules.
D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que la taille de la partie aérienne des plantules
inoculées par les souches bactériennes R30 et Brl2 et traitées par le norflurazon (10,107 et
10°M) se développe de la méme maniére que les témoins avec une élongation des entre

nceuds en faveur des plantules stressées.
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Contrairement & la taille de la partie aérienne, le norflurazon a un effet positif sur la
croissance racinaire des plantules stressées inoculées par la bactérie R30, ou elles atteignent
une taille plus élevée par rapport aux plantules témoins. Cette augmentation est d’autant plus
prononceée que la dose du norflurazon est importante. Dans le précédent chapitre nous avions
déja signalé un effet PGPR de la souche R30 qui apparemment persisterait méme sous 1’effet
du norflurazon. Par ailleurs, 1’effet de ce méme herbicide sur la croissance de la souche Br12

n’est pas trés important méme aux concentrations élevées en Norflurazon.

Comparativement aux plantules témoins, les plantules stressées sont plus fréles et

dépigmentées.

Nous pouvons donc dire qu’en présence de norflurazon, la souche bactérienne R30 favorise

la croissance des racines au détriment de la partie aérienne.

Les plantules inoculées par la souche bactérienne Brl2 et traitées par le norflurazon,
montrent une diminution dans la croissance des racines par rapport aux témoins, avec une

différence hautement significative.

Comparées aux plantules témoins, les plantules stressées ne présentent pas de différence
notable, puisque la taille est sensiblement la méme que celles des témoins. Ceci montre que
contrairement a la souche bactérienne Brl2, la souche R30 semble atténuer ’effet du

norflurazon la plantule d’arachide
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Figure 28. Effet de 3 concentrations de norflurazon sur les plantules d’arachide (Arachis
hypogaea L.) inoculées par la souche Brl2 durant 5 semaines de culture.
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Figure 29. Effet de 3 concentrations de norflurazon sur les plantules d’arachide (Arachis

A

B
C.
D

hypogaea L.) inoculées par la souche R30 durant 5 semaines de culture.
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6. Effet de la prométryne sur les plantules d’arachide (Arachis hypogaea L)

inoculées par deux souches bactériennes (R30 et Br12)

6.1. Effet sur la nodulation

Les résultats obtenus montrent qu’il n’y a pas eu de formation des nodules donc, ceci
peut étre du a D’interruption de dialogue moléculaire entre la bactérie et la plante hote en
présence de la prométryne. Dans ces conditions, nous notons I’incapacité des deux souches
bactériennes (R30 et Br12) a infecter les racines de I’arachide.

Tableau XI. Effet de la prométryne sur la nodulation des plantules d’arachide

Nombre de pied/ pot | Nombre de nodules /pied

Témoin inoculé par la souche Bri2 2 7

Plantules traitées par la prométryne 2 0

inoculées par la souche Br12

Témoin inoculé par la souche R30 2 5

Plantules traitées par la prométryne 2 0

inoculées par la souche R30

6.1.1. Effet sur la croissance
La taille moyenne de la partie racinaire des plantules d’arachide inoculées avec la souche
bactérienne R30 traitées par la prométryne est comparable a celles des plantules témoins.
Les valeurs atteignent respectivement 10.6cm, 4.8cm, 7.4cm et 11.1cm: pour le témoin et les

plantules stressées & 10,10 et 10°M.

L’analyse de variance ne révele aucune différence significative.

Pour la taille aérienne, les valeurs des plantules stressées par la prométryne atteignent 3.4-14
et 20.3cm cm respectivement pour les concentrations : 10,10 et 10°M contre une valeur
moyenne de 23.9cm pour le témoin.

De plus, un allongement des entre nceuds est noté en présence de la prométryne.
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Concernant les plantules inoculées par la souche bactérienne Brl2 traitées par la
prométryne présentent une diminution dans la croissance des racines par rapport aux
témoins, les valeurs atteignent : 3.2-9.2- 13.4cm pour les concentrations10™10” et 10°M

contre 21.1cm pour le témoin, avec une différence hautement significative.

L’analyse de variance n’a révélé aucune différence significative entre la taille aérienne
des plantules inoculées par la Br12 traitées par la prométryne et le témoin.
Comme le norflurazon, la prométryne provogque une élongation des entre-nceuds
proportionnelle & la dose appliquée.
A partir de ces résultats, nous pouvons dire que 1’inoculation par la bactérie R 30 atténue
Ieffet de la prométryne & faible concentration (10 et 10° M), vue que la croissance est
nettement plus importante que celle obtenu sur les plantules d’arachide traitées par la
prométryne et non inoculées, tandis qu’a 10™*M les résultats sont sensiblement les mémes.
Contrairement a la bactérie R30, nous constatons que la Br12 ne semble pas avoir un effet sur

la prométryne .
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Figure 30. Effet de 3 concentrations de prométryne sur les plantules d’arachide (Arachis

hypogaea L.) inoculée par la souche Br12 durant 5 semaines de culture.
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V- Discussion générale

L’objectif de notre travail, est d’étudier I’impact des herbicides sur la morphologie et la
physiologie d’une légumineuse (Arachis hypogaea L.) dans différentes conditions
d’inoculation et de non inoculation.

Dans la premicre partie, nous avons essayé d’analyser la symptomatologie liée a I’emploi
d’un herbicide sur I’arachide en fonction de sa nature (norflurazon et prométryne), de la dose

(10, 10° et 10°°M) et des conditions de culture (culture hydroponique et en pots).

Le norflurazon, herbicide appartenant a la famille des pyridazinones, semble avoir un effet
négatif sur la morphologie des plantules d’arachide dont les symptomes sont visibles aprés un
traitement de 1’ordre de 10°M.

Ces symptdmes concernent les parties aeriennes (feuille et tige) qui perdent progressivement
leur couleur verte pour devenir complétement blanches & forte concentration (10™ M).

Ces observations (dépigmentation) apparaissent dés qu’il y a la percé de la tige, c’est a dire
apres 5-6 jours de culture.

Le « photobleaching » observé est expliqué par I’inhibition d’une enzyme clé « phytoéne
désaturase », enzyme responsable sur la biosynthese des caroténoides et la principale cible du
norflurazon (Wilkinson, 1989 ; Scalla, 1991), qui entraine avec le temps une inhibition du
développement des chloroplastes (Ben-Aziz et Koren, 1974) et par conséquent une réduction
de la teneur des pigments photosynthétiques.

Il est a signalé, qu’en plus des perturbations morphologiques (bleaching) et physiologiques
(inhibition des enzymes), I’herbicide exerce une phytotoxicité sur les feuilles d’arachide en
provoquant d’autres effets indésirables dans la synthése de nombreux métabolites
physiologiques et biochimiques tel que la modification du métabolisme lipidique (Hilton et
al., 1971 ; Abrous et al.,1998) et I’inhibition de la réaction de Hill (Moreland et Hill, 1962 ;
St John et Hilton, 1976).

D’autres auteurs tels que Christopher et Holtum, (2000) ont insisté sur 1’effet inhibiteur de la
plupart des herbicides sur les différentes fonctions métaboliques et sur les enzymes qui
catalysent les différentes réactions biologiques.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux qui ont été mis en évidence sur le soja (Abrous et
al., 1998), sur une Cyanobacterium synechoccus (Linden et al., 1990) et sur une algue marine
(Scenedesmus actus) (Kunerty et boger,1979 ; Sandman et Alibercht, 1990).

66



RESULTATS ET DISCUSSION

Concernant la cinétique de croissance des plantules d’arachide cultivées en pots et en culture
hydroponique, I’analyse de variance a révélé un effet significatif du norflurazon. Cet effet est
constaté suite a une réduction de la taille et de la biomasse de la partie aérienne et racinaire.
De plus, les racines des plantules stressées sont nettement moins ramifiées que celles des
témoins, ceci peut étre lié au déficit de photosynthése consécutif a la disparition partielle ou
totale des pigments associés a I’acte photosynthétique, qui par conséquent, diminue
I’accumulation de pool de carbone nécessaire pour la synthése des protéines.

La réduction de la croissance d’arachide traitée par le norflurazon peut provoquer d’autres
perturbations au niveau du métabolisme ou le pool de carbone accumulé et réduit s’oriente
vers la voie des phénylpropanoides (flavonoides) au lieu de la voie isopérénoide (métabolites
primaires : sucre, protéine, ...etc.) (Laksoo et al., 2000). A partir de ce résultat, nous pouvons
dire aussi que la synthese des composés phénoliques est fonction du développement de la
plante et de la répartition des carbohydrates entre le métabolisme primaire et secondaire.
(Matsuki, 1996).

Dans le cas de la prométryne et contrairement au norflurazon les symptémes morphologiques
ne sont pas trés visibles a faibles concentrations, tandis qu’10™M un verdissement important
est observé au niveau des feuilles (vert foncé), ceci est expliqué par une perturbation dans la
synthese des pigments photosynthétiques due a un blocage dans le passage des éelectrons dans
la membrane des thylakoides du a I’inhibition du PSII (cible de la prométryne). (Tissut et
Severin, 1984). Ce résultat est confirmé par plusieurs auteurs, par exemple, Molander (1991),
Molander et al. (1992) et Larsen et al. (1986).

Ce phénomene de « verdissement » est probablement une conséquence d'un mécanisme
d'homéostasie ou les cellules végétales en situation de stress augmenteraient leurs antennes
pigmentaires afin de maintenir une conversion efficace entre I'énergie lumineuse et I'énergie
chimique (Dahl, 1996 ; Dahl et Blanck, 1996) et éviter la dissipation de 1’énergie lumineuse

sous forme de chaleur. (Ducruet, 1991).

Par ailleurs, I’inhibition du PSII entraine plusieurs effets, parmi eux, 1’arrét du dégagement
d’O, et de la fixation du CO, ainsi qu’une production d’O, singulet (forme trés active) a partir

des chlorophylles excitees.
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L’oxygéne singulet active entrainera la destruction oxydative des constituants des thylakoides,
des pigments, et accumulation de nitrites toxiques (Ducruet, 1991 ; Moreland, 1967, Tissut et
Severin, 1984).

Le CO2 non fixé provoque une accumulation de pool de carbone, qui entraine une inhibition

de la biosynthése des métabolites primaires (protéines, sucre...etc.).

L’effet de la prométryne sur la croissance en longueur des plantules d’arachide est différent.

Dans le cas des plantules d’arachide traitées par la prométryne, nous constatons qu’il y a une
réduction importante de la taille aérienne a forte concentration d’herbicide, due probablement
a une accumulation des formes actives d’O, (O, singulet) due a une réduction de la capacité
photosynthétique, aprés une absorption foliaire importante. Cette accumulation d’O; singulet
aurait pour conséquence une destruction des thylakoides, et par conséquent 1’inhibition de la

synthese des pigments photosynthétiques.

Contrairement a la partie aérienne, la longueur des racines est importante aux concentrations
élevées en prométryne. Ceci serait probablement du a une réaction de la plante pour
développer son systeme racinaire afin de « fuir» la zone rhizosphérique polluée par la

prométryne.

Concernant la biomasse racinaire et aérienne des plantules traitées par la prométryne, nous
remarquons qu’il y a une réduction en fonction de la concentration de I’herbicide, c'est-a-dire
plus la concentration est élevée, la biomasse est faible. Ce résultat est en accord avec les
travaux de El Dib et al., 1989 et Abou —Waly et al., 1991, qui ont montré d’une maniére
significative I’effet négatif des différentes doses d’herbicide (triazines) sur la croissance des

chlorophycée (Scenedesmus).

Dans 1’objectif d’étudier I’influence des herbicides sur le processus symbiotique, un test
d’inoculation est réalisé. Ce test consiste a mettre en évidence les deux partenaires
symbiotiques (Rhizobium- Arachis) en contact direct avant et apres application du norflurazon
ou la prométryne.

Chez les plantules d’arachide non traitées par I’herbicide, les deux souches bactériennes ont
montré leur capacité de pénétrer dans les tissus racinaires, et d’induire la formation des
nodules, donc, elles confirment que nos bactéries sont infectives et qu’elles appartiennent aux

bactéries nodulant les Iégumineuses.
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La formation des nodules est expliquée par 1’ infectivité des souches bactériennes (Brl2 et
R30) a travers une bonne expression des genes nod portés par les Rhizobium et
Bradyrhizobium, et par conséquent une bonne communication avec la plante héte (Arachis).
(Zhang et al., 2000).

A son tour, I’arachide assure la syntheése des photosynthétats (ex : glucides, flavonoides,...),
nécessaire pour 1’établissement de la symbiose, et dont la plupart augmentent la croissance

des microorganismes.

En plus de la formation des nodules, I’inoculation des plantes a eu des effets bénéfiques sur la
croissance des plants d’arachide, ceci est constaté suite a une augmentation de la biomasse
aérienne et racinaire, une stimulation dans la croissance en longueur (aérienne, racinaire), et
un développement important de 1’arachide (plante entiére). Ces résultats sont confirmés par
une analyse statistique qui a révélé une différence significative entre les plantules inoculées

par les souches Brl2 et R30 d’une part et le témoin d’autre part.

L’amélioration dans la croissance que nous avons observée est le phénomene le plus souvent
rapporté chez une légumineuse inoculée, grdce a une fixation importante de 1’azote
atmosphérique, qui favorise la synthése et 1’augmentation du taux de la matiére organique
(Roose, 1994).

La contamination des sols par les herbicides peut avoir des effets non seulement sur la plante
mais aussi, sur les populations microbiennes, pour cette raison que dans la deuxieme partie de
notre travail, nous avons essayé d’étudier 1’influence du norflurazon et de la prométryne sur la

croissance de deux souches bactérienne (Brl2 et R30)

Les résultats obtenus montrent que les deux souches bactériennes (Brl2, R30) présentent non
seulement un comportement différent au type d’herbicide (norflurazon et prométryne) mais aussi

a la dose utilisée.

Cette étude microbiologique nous a permis de noter une différence de croissance entre les 2
souches bactériennes (croissance lente pour la Br12 et rapide pour la R30). Celle-ci ne semble
pas constituer un facteur primordial dans 1’établissement de la symbiose. Par ailleurs, le retard
signalé dans la vitesse de croissance des souches bactériennes est dli au temps nécessaire pour que
celles ci consomment et développent plusieurs mécanismes pour mobiliser, immobiliser, dégrader

ou transformer les toxiques comme les herbicides (Gremion, 2003).
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La dégradation a principalement été attribuée a une activité enzymatique, qui fait activer
plusieurs réactions chimiques tel que : la désalkylation, déshalogénation et la déesamination
(Bliefert et al.,2001) , par conséquent, 1’élimination compléte de la molécule avec comme
seuls rejets des produits simples tels que : CHy..., qui vont étre utilisé comme source de

carbone pour la flore microbienne (Coulibaly, 2005).

D’autres mécanismes de résistance aux herbicides ont été identifiés, nous citons: la
biominéralisation, la séquestration, ou la conversion enzymatique qui différent des véritables
résistances aux métaux lourds qui sont eux liés a la présence de genes portés par des éléments

génétiques mobiles tels que les plasmide (Monchy, 2007).

Dans le cas des plantules traitées par ’herbicide (norflurazon ou la prométryne), les résultats
ont montré un échec dans le processus de nodulation quel que soit le type et la dose
d’herbicide, ceci est probablement dii a I’incapacité des souches a pénétrer dans les tissus

racinaires et d’induire la formation des nodules.

De nombreuses explications peuvent étre apportées, puisque sous 1’action des deux herbicides
(norflurazon et prométryne) nous avons constaté une réduction importante de la croissance
bactérienne & des concentrations de I’ordre de 10™M. Ceci pourrait constituer une premiére
hypothese, puisque la nodulation ne peut avoir lieu qu’a une densité rhizobienne supérieure
ou égale a 10° bactéries. g™ de sol sec. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Rao
et ses collaborateurs (2002), qui sont arrivés a dire que les bactéries du genre Rhizobium

présentent une sensibilité vis-a-vis des herbicides.

La deuxiéme explication pourrait étre apportée par la plantule d’arachide. En effet, nous
avons noté une altération des fonctions physiologiques de la plante, particulierement aux
concentrations élevées en norflurazon et proméryne (10™). Cette altération pourrait avoir des
incidences négatives sur la production des photosynthétats, nutriments essentiels aux bactéries
rhizosphériques. La troisiéme hypothése permettant I’explication de la non nodulation en
présence d’herbicides se situerait dans la perturbation du langage moléculaire entre les deux
partenaires (Rhizobium et arachide), perturbation liée a une exsudation racinaire défaillante.
L’association Rhizobium —Arachis hypogaea est un processus complexe qui implique un
échange coordonné des signaux. Cet échange nécessite la présence des métabolites primaires
synthétisé par la plante (Sullivant et al.,1994) et des exopolysaccharides synthétisé par la
bactérie (Kaufusi, et al., 2004) pour la reconnaissance des deux symbiontes, cependant la

présence des herbicides (norflurazon et prométryne) provoque une perturbation, et modification
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dans la synthése des metabolites primaires, ceci va rendre la bactérie et la plante incapable

d’établir une réaction symbiotique.

La derniére hypothése consisterait a considérer la résultante des trois premiéres explications

qui limiterait de maniere importante la nodulation de I’arachide.

Nous pouvons noter que I’inoculation des plantules d’arachide avec les 2 souches
bactériennes (Br12 et R30), méme si elles ne sont pas parvenues a induire la nodulation, ont
tout de méme contribué a atténuer 1’effet des herbicides en apérant un effet PGPR (effet
promoteur de croissance racinaire) particulierement pour la souche Brl2 qui a permis une

élongation racinaire remarquable méme aux concentrations élevées.

Cette observation est probablement a mettre sur le compte de la production
d’exopolysaccharides par ces bactéries. Il semblerait que la gangue muqueuse produite par ces
bactéries (EPS) serait un moyen de se protéger contre les effets négatifs des herbicides. Ces
mémes polymeéres contribueraient ainsi a limiter les transferts des herbicides vers la plante par

des mécanismes d’adsorption.
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CONCLUSION

Conclusion

L’objectif général de notre travail consiste a améliorer la culture des végétaux, en
particulier les légumineuses soumises aux conditions environnementales defavorables et
évaluer I’impact de deux herbicides (norflurazon et la prométryne) sur la morphologie et la
physiologie de la plante en présence et en absence d’inoculum bactérien. La cinétique de
croissance de I’arachide cultivée en pot a montré que, les herbicides induisent un
ralentissement dans I’allongement de la partie aérienne et racinaire des plantules, dont
I’intensité dépend de la dose appliquée, tout au moins durant les premiers stades de

développement (4 a 5 semaines de culture).

Un photobleaching est noté chez les plantules traitées par le norflurazon, qui se

manifeste par un blanchissement total des plantes & forte concentration (10 M et 10° M).

Contrairement au norflurazon, les plantules traitées par la prométryne ont eu une

condensation de la chlorophylle au niveau des feuilles dont la taille devient réduite.

La tolérance des souches bactériennes aux herbicides semble variable ; elles présentent
une tolérance importante pour les faibles concentrations (10° M) et une sensibilité relative

aux concentrations élevées (10™ M).

La souche bactérienne qui a montré une croissance importante en présence des deux
herbicides est la souche (R30) caractérisée par une production importante
d’exopolysaccharides, polymeéres qui interviennent dans le dialogue moléculaire entre la

plantes et la bactérie au cours de I’interaction.

Les deux souches bactériennes étudiées R30 et Br 12, appartenant respectivement aux
genres Rhizobium et Bradyrhizobium ont montré une capacité a pénétrer les tissus racinaires
et induire la formation de nodules. Elles sont de ce fait, toutes les deux, dites infectives vis-a-

vis de ’arachide.

Les nodules formés en absence de prométryne et de norflurazon sont le résultat d’une

série d’interactions controlées par des signaux moléculaire entre la plante et les bactéries.
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CONCLUSION

Les exopolysaccharides produits par les Rhizobia et localisés au niveau des surfaces

bactériennes représentent un élément important dans le processus d’infection racinaire.

La prométryne et le norflurazon, méme s’ils n’ont pas d’effet significatif sur la
prolifération et la croissance des deux souches bactériennes Brl2 et la R30, ont inhibé la
formation de nodules. Il s’agit donc d’un effet inhibiteur des deux herbicides sur I’installation

de la symbiose.

Cet échec de nodulation ne serait pas du a un effet direct de I’herbicide (norflurazon
ou prométryne) sur les deux souches bactériennes, mais plut6t a un effet indirect par le biais
de DP’action de I’herbicide sur la plante et sur la bactérie qui a probablement modifié
I’environnement rhizosphérique en perturbant les échanges des signaux moléculaires entre les

deux partenaires et perturbé ainsi la relation trophique.

Perspectives

Plusieurs pistes de travail peuvent étre proposées comme perspectives et compléments a ce
travail :

e Déterminer le mécanisme de dégradation des herbicides ( norflurazon, prométryne).
e Identification des métabolites de dégradation d’herbicide par des techniques

séparatives telles que : la chromatographie liquide ou gaz (HPLC ou CPG), la
spectrophotométrie de masse (MS), ...etc.
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Annexel

Pour la culture des bactéries, nous avons utilisé deux milieux : T.S.A et Y.E.M.A.

Composition du milieu T.S.A.

Tryptic Soy Broth 39
Agar agar 159
Eau distillée (gsp) 1000ml

Composition du milieu Y.M.A (Vincent, 1970).

Mannitol 10g
K2HPO4 0.5¢
MgSOs4 - 7TH20 0.29
Extrait de levure 0.49
NaCl 0.1g
Rouge de Congo 1% 10ml
Eau distillée 1000ml

Le pH des deux milieux de culture est ajusté a pH=7 et la stérilisation est assurée par
autoclavage a 120 °C pendant 20 min

Annexe 2

Pour I’inoculation des plantules d’arachide, nous avons utilisé¢ le milieu TY.

Tryptone 59
Extrait de levure 39
Eau distillée 1000ml

Le pH est ajusté a 7 et la stérilisation est assurée par autoclavage a 120 °C pendant 20 min.

Annexe 3

Pour la culture d’arachide en conditions hydroponiques, nous avons retenu le milieu minéral
de Knop (Knop, 1865) dont la composition est la suivante :

Ca(NO3)2.4H20 4.33mg
KNOs 0.25g
KPO4 0.25g
MgSOa4 0.25g
FeSO4.7H20 1mg
Eau distillée (gsp) 1000ml




Summary

Biological fixation of nitrogen is the primary mechanism of incorporation of nitrogen in the biosphere;
it is to convert dinitrogen to ammonia, available form for plants.

The bacterium-legume symbiosis is one of the largest tracts of this transformation; it may be subject to
positive or negative factors.

Our job is to test the effect of two herbicides (norflurazon and prometryn) on growth of seedlings of
peanut (Arachis hypogaea L.), two bacterial strains involved in the symbiosis (R30, BR12) and the
symbiosis itself (bacterium interaction - legume).

Initially, we conducted a morphological and physiological affects the growth of seedlings grown in
pots and in hydroponic conditions.

In the second part, a test of inoculation of two strains of Rhizobium (R30, BR12) is performed in the
presence of two herbicides to assess the impact on symbiosis.

The results showed that:

e The degree of tolerance in— plants and bacteria differ not only by the type of herbicide, but
also by the doses used.

e  The reduced growth and— development of peanut seedlings in the presence of herbicides is
due to physiological disturbances, or morphological, generated by the action of photosynthesis
inhibiting herbicides.

- The seedlings treated with norflurazon present a slowdown in the growth of stems and roots.
In addition, a phenomenon of photobleaching occurs and results in depigmentation of
seedlings.
- Seedlings treated with prometryn show a slowdown in the growth of the aerial part and high
elongation of roots by cons leaves are small and have a green color.
The inoculation test was positive in the absence of herbicides saw the formation of nodules. This
confirms the infectivity of inoculated bacterial strains and specificity of symbiotic relationship.
In the presence of both herbicides at different concentrations (10-4, 10-5 and 10-6 M), the nodulation
process is affected, since the seedlings of peanut (Arachis hypogaea L.) grown in pots do not present
nodule. However a significant stimulation of root growth was observed in the presence of norflurazon,
prometryn unlike that causes an inhibition of seedling growth (noted at the aerial part and roots). The
same results were observed in hydroponic conditions.

Keywords: Groundnut (Arachis hypogaea L.), bacteria, Rhizobium, Bradyrhizobium symbiosis,
inoculation, nodulation, herbicide, norflurazon, prometryn.
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