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RESUME

L'objectif de notre étude est de déterminer le potentiel d’utilisation de souches de
Bradyrhizobium japonicum sélectionnées pour leur grande efficacité symbiotique avec le soja,
comme rhizobactérie favorable a la croissance des plantes chez le mais (Zea mais). Dans un
premier temps, on a testé I’efficacité symbiotique de 52 souches de B. japonicum chez le soja
(Glycine max). Un premier essai d’inoculation des semences de mais (Pioneer hybride 3394) a éé
ensuite effectué avec les 21 souches efficaces chez le soja, sur un substrat riche (Promix). Un
deuxiéme essai d’inoculation du mais avec les 11 meilleures souches choisies suite & I’essai sur
Promix, a été fait sur un sol agricole. Des augmentations significatives (9%) du rendement en
matiere séche de la partie aérienne du mais par rapport au témoin non inoculé, ont éé observées
avec les souches 532c(61A152) et SGR1 sur Promix et sol agricole, respectivement. La souche
SOY213 a diminué de fagon significative, aprés trois semaines de croissance dans le Promix, le
rendement en poids sec des racines du mais. Cependant, aprés sept semaines de croissance, cette
souche augmente légérement le poids sec des racines du mais en sol agricole. Aprés sept semaines
de croissance en sol agricole on a détecté dans la rhizosphére du mais la présence de log 4.74 et de
log 4,67 cellules des souches JPD1a et 532c, respectivement. Ces résultats suggérent que le B.
Japonicum est capable de se multiplier et de bien coloniser la rhizosphére du mais. L’analyse
minérale de la partie aérienne et des racines du mais cultivé en sol agricole, indique que
I'inoculation avec certaines souches de B. japonicum augmente de fagon significative le contenu
des plantes en Mg, Fe, Cu, Zn et P.

Hani Antoun, directeur Samia Saddiki, étudiante
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INTRODUCTION

On regroupe sous le terme de rhizobactéries favorisant la croissance des plantes ou RFCP,
toutes les rhizobactéries ayant un effet bénéfique sur les plantes, soit en augmentant leurs
rendements ou en les protégeant contre les pathogénes. Les RFCP représentent environ 5% des
rhizobactéries et appartiennent a différents groupes taxonomiques (Beauchamp, 1993).

L’effet bénéfique de I’'inoculation des Ilégumineuses avec les Rhizobium et les
Bradyrhizobium est bien connue. Cependant, ces bactéries fixatrices d’azote atmosphérique,
peuvent aussi survivre en I’absence de leurs plantes hétes (Gaur et al., 1980; Wiehe et Hoflich,
1995), et coloniser la rhizosphére des non légumineuses (Terouchi et Syono, 1990). Les
Rhizobium partagent d’autres caractéristiques avec les RFCP, comme par exemple la solubilisation
du phosphore inorganique, la production de phytohormones, d’HCN et de sidérophores et la lutte
biologique contre certains pathogénes.

Cette étude vise a évaluer le potentiel d’utilisation du Bradyrhizobium japonicum comme
rhizobactérie favorisant la croissance des plantes chez le mais (Zea mays). Dans un premier
temps, on a sélectionné les souches de B. japonicum les plus efficaces avec le soja. Par Ia suite,
on a évalué l’effet de I'inoculation des graines avec ces souches, sur le rendement et la
composition minérale des tiges et des racines du mais cultivé dans un sol agricole ou dans un
substrat riche (Promix). On a aussi vérifié la survie de ces souches dans la rhizosphére.
Finalement, nous avons testé chez ces souches certaines propriétés RFCP tel que la production
de I’acide indole-3-acetique, d’HCN et de sidérophores, la solubilisation du phosphore ainsi que
la capacité de ces souches a inhiber certains champignons phytopathogénes in vitro.



CHAPITRE 1: REVUE DE LITTERATURE

1.0 Intoduction

Les micro-organismes peuvent former des associations intimes avec les racines soit a
I'intérieur du tissu racinaire, a la surface des racines (rhizoplan), ou bien dans le sol collé
immédiatement sur les racines (rhizosphére). Les habitants de ces sites tirent leur énergie en
utilisant les substances organiques libérées par les racines et leur croissance est trés liée a
I’activité métabolique des plantes impliquées.

La rhizosphére est généralement définie comme étant le sol qui est sous I'influence direct
des racines. La richesse de ce sol en nutriments peut varier selon 1’dge de la plante et du tissu
racinaire, 1’espéce, !’état physiologique, ainsi que les propriétés chimiques et physiques du sol.
La rhizospheére est le si¢ge d’échanges intenses ayant lieu entre les racines et le sol. Ces échanges
sont d’ordre physique, chimique et biologique.

1.1 Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (RFCP)

Les rhizobactéries sont des bactéries qui ont le pouvoir de coloniser de fagon agressive la
rhizosphére. L’impact des rhizobactéries sur la croissance des plantes peut étre bénéfique, neutre
ou délétére. Durant les derni¢res années, 1’étude de la biologie de la rhizosphére a mis en
évidence un groupe spécial de micro-organismes bénéfiques qui colonisent les racines des
plantes, stimulent leur croissance et les protégent contre certains pathogénes. On désigne ces
bactéries par le terme rhizobactéries favorisant la croissance des plantes ou RFCP (Kloepper et
al., 1989). Elles représentent environs 5% des bactéries vivant dans la rhizosphére (Beauchamp,



1993). Les RFCP sont généralement des bactéries Gram négatives. Elles appartiennent a
plusieurs groupes taxonomiques: les Bacillus, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Rhizobium, Serratia spp. (Beauchamp, 1993; Okon et Itzigsohn, 1995; Okon et
Labandera-Gonzalez, 1994) et les Pseudomonas (Kloepper, 1993) qui représentent le groupe
majoritaire.

Les mécanismes responsables de la stimulation de la croissance des plantes par les RFCP
ne sont pas bien établis. L’action des RFCP peut étre directe ou indirecte. L’amélioration de la
nutrition minérale des plantes par la fixation d’azote atmosphérique ou bien par la solubilisation
d’éléments nutritifs tel que le phosphore est un exemple d’action directe des RFCP. La
croissance des plantes peut aussi étre directement stimulée par la production de régulateurs de
croissance comme les auxines, cytokinines, gibbérellines et les substances de type kinétines
(Alagawadi et Gaur, 1988; Bakker et al., 1993; Kloepper et al., 1980 a et b; Weller et
Thomashow, 1993). Le mode d’action indirect est attribué a la compétition, a la production
d’antibiotiques ou de sidérophores et a la désintoxication du milieu. Les RFCP peuvent produire
des métabolites secondaires qui sont toxiques aux pathogénes du sol tels que les antibiotiques et
les cyanides (De-Ming et Alexander,1988; Flaishman et al., 1992; Kapulnik. 1996; Thomashow
et al., 1990; Thomashow et Weller,1988; Weller et Thomashow, 1993;). Certaines RFCP
peuvent agir comme des hyperparasites des pathogénes, elles produisent donc des exoenzymes

dégradant la chitine, la cellulose et les B-glucanes lysant leur paroi (Beauchamp, 1993). Certaines

RFCP agissent comme des agents de lutte biologique et diminuent les dommages causés par les
pathogénes des plantes (Liu et al., 1992 et 1995 a et b; Van peer et al., 1991; Weller et
Thomashow, 1993),

Il n’y a aucun doute que I'inoculation avec les RFCP peut augmenter la production
végétale de facon significative. En effet, plusieurs micro-organismes exercent un effet bénéfique
sur le développement des plantes quand ils sont appliqués sur les graines ou incorporés au sol
(Kloepper et al., 1989; Suslow et Schroth, 1982). L’effet des bactéries sur la croissance des
plantes résulte largement de plusieurs interactions, comme celles pouvant exister entre la bactérie
introduite et la microflore indigéne ou la plante. L’importance de ces intéractions dépend de
plusieurs facteurs environnementaux comme par exemple le sol, sa fertilité, sa température et sa
teneur en eau.



1.2 Potentiel de I’utilisation des Rhizobium et Bradyrhizobiu comme RFCP

1.2.1 Association spécifique avec les légumineuses

Les Rhizobium et Bradyrhizobium sont bien connus pour leur capacité a former des
nodosités fixatrices d’azote atmosphérique chez les légumineuses. Les effets bénéfiques de
I’'inoculation des légumineuses avec les Rhizobium et les Bradyrhizobium sont bien connus. En
effet, des légumineuses inoculées avec des souches compatibles de Rhizobium montrent une
croissance et production améliorées par rapport aux plantes non inoculées (Alagawadi et Gaur,
1988; Gaur et al., 1980; Long et Staskawicz, 1993; Nap et Bisseling,1990).) ont observé que
dans les rotations de culture céréale -légumineuses, I’inoculation du mais avec le Rhizobium
augmente de facon significative le poids sec des tiges et la production finale en grain des
légumineuses (Vigna radiata L. et Arachis hypogaea L.) qui suivent dans la rotation. Cette
observation suggére que certaines souches de Rhizobium peuvent survivre et se multiplier dans la
rhizophére du mais.

La co-inoculation du Rhizobium avec des RFCP a montré des effets bénéfiques sur les
légumineuses. Cet effet est lié a I’'influence favorable des RFCP sur le nombre de nodules, leur
poids, leur volume et par conséquent sur le taux de fixation de I’azote atmosphérique. Des
augmentations du rendement en grains, du poids sec des nodules et de I’activité de la nitrogénase
ont été obtenues chez le pois chiche inoculé avec un mélange d’Azospirillum brasilense et de
Rhizobium (Rai, 1983) ou de Rhizobium et de Pseudomonas striata ou Bacillus polymyxa
(Alagawadi et Gaur, 1988). Chez le soja, I’inoculation mixte avec des RFCP et du B. japonicum
a significativement augmenté le rendement en graines, la matiére séche des tiges et des racines
ainsi que la fixation de 1’azote (Lie et Alexander, 1988; Yahaloum et al., 1987). Des résultats
similaires ont été obtenus par Dashti et al. (1997).

1.2.2 Association avec les non-légumineuses

Le potentiel des Rhizobium et des Bradyrhizobium a fonctionner comme RFCP a fait
'objet de plusieurs recherches. Ces rhizobactéries, généralement considérées comme des



symbiontes bénéfiques et spécifiques aux légumineuses, ont montré des capacités a coloniser les
racines des non-légumineuses. En effet, des tests fait au champ montrent que des souches de R.
leguminosarum bv. trifolii stimulent la croissance des non-légumineuses tels que les graminées et
les cruciféres (Hoflich et al., 1995). Des souches de B. japonicum augmentent le rendement en
poids de la matiére séche du radis de 15 a 60% par rapport au témoin non inoculé en cabinet de
croissance (Goussard, 1996). Des souches de Rhizobium leguminosarum bv phaseoli
sélectionnées pour leur capacité a dissoudre le phosphore inorganique, agissent comme des
RFCP avec la laitue et le mais (Chabot et al., 1996).

1.2.3 Colonisation et survie dans la rhizosphére des non-légumineuses.

Pour agir comme RFCP avec les non-légumineuses, les Rhizobium et les Bradyrhizobium
doivent coloniser et survivre a long-terme dans la rhizosphére de ces plantes. Les Rhizobium et
les Bradyrhizobium peuvent se multiplier dans la rhizosphére des plantes non hétes. Cela peut
expliquer le nombre relativement élevé de cellules de Rhizobium présentes dans un champ de
céréale (Wiehe et Hoflich, 1995). Gaur et al. (1980) suggérent que le Rhizobium peut étre
stimulé dans la rhizosphére du mais aprés inoculation de la Iégumineuse qui précéde la culture du
mais. Des recherches récentes montrent que R. leguminosarum bv. trifolii colonise des sites sur
les racines du riz et stimule sa croissance (Terouchi et Syono, 1990). Des souches de R.
leguminosarum bv trifolii, B. japonicum et Bradyrhizobium sp. s’attachent aux racines des
monocotylédones (riz, asperge, avoine, et blé) de la méme maniére qu’avec les dicotylédones
(Noel et al.,, 1995; Shimshick et Hebert, 1978). Les champs ensemencés de légumineuses
traitées avec des inoculants rhizobiens ont maintenu des populations rhizobiennes élevées durant
plusieurs années aprés la récolte des légumineuses (Kucey et Hynes, 1989). Des souches de
Pseudomonas et de Rhizobium, sélectionnées pour leur effet stimulateur de croissance,
colonisent la rhizosphére de différentes espéces de non légumineuses, graminées, cruciféres et
Chenopodiaceae (Héflich et al., 1995). R. leguminosarum bv trifolii R39 colonise la rhizosphére
du pois et du lupin blanc en plus de celle des non-légumineuses: mais, blé et colza (Wiche et
Hoflich, 1995).



1.2.4 Mécanismes liés a 1’activité RFCP des Rhizobium et Bradyrhizobium

Les Rhizobium et les Bradyrhizobium partagent certaines caractéristiques avec les RFCP
tels que la dissolution du phosphore, la production des phytohormones, des sidérophores et
d’HCN et I’antagonisme avec certains pathogénes. Dans une étude faite par Goussard (1996),
des 226 souches de Rhizobium testées sur le radis, 3% sont cyanogénes, 83% produisent des
sidérophores, 58% produisent de I’acide indole-3-acétique (AIA) et 54% solubilisent le
phosphore.

1.2.4.1 Production des sidérophores

Les RFCP exercent leur effet de stimulation de croissance en privant, par compétition, la
microflore native de certains éléments nutritifs. Les RFCP produisent des sidérophores extra-
cellulaires qui rendent le fer moins disponible pour certains micro-organismes telluriques
(Kloepper et al., 1980a). Malgré que le fer soit un élément mineur pour la croissance des plantes
et qu’il soit souvent sous une forme inutilisable par les plantes, ce qui cause des déficiences
occasionnelles en cet élément, il est un élément facilement transformable par I’activité de la
microflore (Alexander, 1977). Le probléme avec le fer n’est pas son abondance, puisqu’il est
classé le 4“™ élément parmi les plus abondants dans la croiite terrestre. Mais c’est plutdt sa
disponibilité dans un environnement aérobie ou le pH oscille de neutre a alcalin. Sous de telles
conditions, le fer tend a se précipiter en formant des polyméres d’oxyhydroxydes (FeOOH)
(Neilands et Leong, 1986).Certains éléments oxydés tels que I’hématite (Fe,0O,), magnétite
(Fe,0,) et limonite (FeO(OH)) sont parmi les plus abondants dans le sol et contiennent du fer
oxydé (Schwertmann et Taylor, 1989).

Le fer est un élément essentiel requis par les légumineuses et les bactéries symbiotiques
(Rhizobium sp et Bradyrhizobium sp) durant le développement de la symbiose. Le besoin en fer
des légumineuses est élevé comparativement aux non-légumineuses. En effet, la réponse au
stress ferrique est plus prononcée chez les plantes nodulées que chez les plantes non-nodulées
d’arachide et de soja (Sorensen et al., 1988; Terry et al., 1988). C’est un élément essentiel pour
la croissance de certain Rhizobium (Rioux et al., 1986).



Les sidérophores (Sider=fer, Phore=porteur) sont des composés de faible poids
moléculaire (500-1000 daltons) produits dans des conditions de stress en fer, ils sont solubles et
chélatent les ions ferriques (Fe’") (Leong, 1986; Neilands, 1981). Ces composés fixent le fer de
fagon spécifique et peuvent méme participer a son transport dans la cellule via des récepteurs
membranaires spécifiques (Mayer et al., 1979; Neiland, 1973; Patel et al., 1994). Les
sidérophores se partagent en deux groupes, les catécholes et les hydroxamates (Neilands, 1981).
La majonté des micro-organismes du sol produisent des sidérophores contenant des
hydroxamates (Plessner et al., 1993). La rhizobactine est le sidérophore le plus caractérisé, elle
est isolée a partir du Sinorhizobium meliloti souche DM4 (Smith et Neilands, 1984). R.
leguminosarum GF 160 produit I’acide anthranilique pour surmonter la déficience ferrique (Rioux
et al., 1986). La souche IARI 102 de R. leguminosarum produit des sidérophores de type
phénolates (Patel et al., 1994). Plusieurs études ont actuellement examiné !’habilité du B.
Japonicum a produire des sidérophores. Une souche efficace de B. japonicum (61A 152) produit
de I’acide citrique comme sidérophore (Guerinot et al., 1990).

En plus de leur role de chélateur du fer, les sidérophores jouent un rdle de régulateur dans
la symbiose. Des protéines contenant le fer figurent abondamment dans la symbiose Rhizobium
et Bradyrhizobium avec les légumineuses. La nitrogénase constitue 10 a 20% des protéines
totales dans la cellule bactérienne. La 1éghémoglobine représente 25 4 30% des protéines totales
solubles dans les cellules infectées (Verma et Long, 1983). Les plantes ayant subi un stress
ferrique ont peu de bactéroides dans leurs nodosités et présentent une diminution de la quantité de
léghemoglobine et d’activité de nitrogénase sans que !’initiation des nodosités et la survie du
Bradyrhizobium ne soient affectées dans la rhizosphére (O‘Hara et al., 1988 a et b). Aussi, les
sidérophores peuvent jouer un réle dans 1’antagonisme contre certains champignons pathogénes.
Les pseudobactines et les pyoverdines produites par les Pseudomonas sp. inhibent la croissance
du Fusarium oxysporum £. sp. lini. et du Gaeumannomyces graminis var. tritici (Kloepper et al.,
1980b). ainsi que la bactérie Erwinia carotovora (Kloepper, 1980 a).

La capacité d’utiliser les sidérophores produits par d’autres micro-organismes est
manifestement un avantage trés sélectif en présence de micro-organismes compétitifs et dans les
conditions de manque de fer. Des souches B. japonicum USDA 110 et 61A152 peuvent utiliser
des sidérophores de type hydroxamate, ferrichrome, rhodotorulate et pseudobactine St3 en plus
du citrate ferrique pour surmonter la manque de fer (Plessner et al., 1993).



Bienfait (1989) a identifié 3 stratégies d assimilation du fer chez les plantes: une premiére
qui implique 1’acidification de la rhizosphére, c’est le cas des dicotylédones. Une deuxiéme
observé chez les monocotylédones et qui implique la sécrétion d’agents chélateurs de fer qui sont
des phytosidérophores. La troisiéme stratégie implique les sidérophores microbiens. Les plantes
utilisent les sidérophores produits par les rhizobiums (Crowley et al., 1991). Jurkevitch et al.
(1988) rapportent que les sidérophores produits par les bactéries constituent une source
bénéfique de fer pour 1’arachide poussant sur sol calcaire. Plusieurs bactéries et champignons
produisent des produits acides tels que les acides carboniques, nitriques, sulfuriques et
organiques. L’augmentation d’acidité libére le fer en solution. La libération par les micro-
organismes de certains acides organiques et d’autres produits carbonés participent souvent a la
formation de fer organique soluble.

1.2.4.2 Solubilisation du phosphore

L’inoculation avec des micro-organismes bénéfiques peut améliorer la nutrition de la
plante en augmentant la disponibilité de certains éléments nutritifs. Le phosphore est un élément
qu’on trouve dans le sol, les plantes et les micro-organismes. Dans le sol il est présent sous deux
formes: organique et inorganique. La forme organique inclut les mono, di, et tetra phosphate de
K-, Na’, Ca™, Mg™, AI"™, et Fe™". La forme organique comprend la phytine, les
phospholipides, les acides nucléiques, les sucres phosphatés et les coenzymes. La matiére
organique du sol est aussi riche en phosphate organique qui dérive des végétaux et des
protoplasmes des micro-organismes en décomposition. Le phosphore est un élément clé, non
seulement dans le métabolisme des plantes, mais aussi dans les processus microbiolologiques du
sol. I a un rdle physiologique majeur dans certaines étapes d’accumulation et de libération
d’énergie durant le métabolisme cellulaire (Alexander, 1977). Le phénoméne de fixation et de
précipitation du phosphore dans le sol, qui est trés dépendant du pH, est responsable de la faible
efficacité des superphosphates. Ces superphosphates contiennent la quantité suffisante de
calcium qui cause la précipitation de la moitié de son contenu en phosphate (Halder et
Chakrabartty, 1993; Halder et al., 1990). Dans les sols calcaires la disponibilité du Ca accentue
cette précipitation.



Moins de 5% du phosphate total du sol est disponible pour les plantes. Des efforts faits
dans le but d’améliorer la disponibilité du phosphore pour les plantes au moyen des micro-
organismes ont abouti a I'isolement de champignons et de bactéries solubilisant le phosphore
(MSP). Ces micro-organismes augmentent la disponibilité du phosphore pour les plantes soit par
minéralisation des phosphates organiques par I’action des phosphatases (Abd-Alla, 1994; Halder
et Chakrabartty, 1993), ou bien par la dissolution des phosphates inorganiques par 1’action des
acides organiques (Abd-Allah 1994; Halder et Chakrabartty, 1993; Richardson, 1994). Plusieurs
études ont montré que la solubilisation du phosphore est une caractéristique importante des
RFCP (Hoflich et al., 1995). Les Rhizobium sont parmi les micro-organismes qui ont ce
potentiel de solubilisation du phosphore (Halder et Chakrabartty, 1993; Surange et Kumar,
1993). Des expériences faites en serres et aux champs par Chabot et al. (1993) démontrent que
certains MSP isolées des sols du Québec stimulent la croissance du mais et de la laitue.

L’effet de solubilisation est généralement di a la production d’acides organiques tels que:
I’acide citrique, succinique, oxalique, et a-ketobutyrique. L’action de ces acides est attribuée a

leur propriété chélatante qui permet la formation de complexes stables avec les ions Ca™, Mg™,
Al™, et Fe™~ (Abd-Allah, 1994; Alexander, 1977).

1.2.4.3 Production de régulateurs de croissance

Les régulateurs de croissance comme I’AIA, les cytokinines, les gibérellines et les
inhibiteurs de synthése de 1’éthyléne ont une action directe sur la croissance des plantes. On
soupc¢onne que I’AIA produite par les Rhizobium joue un réle dans la stimulation de la croissance
des plantes non légumineuses. En effet, des mutants auxotrophes au tryptophane et a 1’adénosine
ne stimulent pas la croissance des plantes comme le fait la souche non auxotrophes (Noel et al.,
1995). Badenoch-Jones et al. (1982) ont détecté la présence de I’AIA parmi d’autres composés
indoliques dans les surnageants de souches de Rhizobium. En effet, certaines souches
convertissent le tryptophane produit par les racines en AIA (Kefford et al,, 1960). L’auxine est
probablement impliquée dans la symbiose. En effet, une étude faite par Badenoch-Jones et al.
(1983) a montré que le niveau d’AIA est plus élevé dans les nodosités en comparaison aux autres
tissus. L.’ AIA est probablement impliqué dans 1’induction de la dédifférenciation du cortex
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racinaire et dans la formation du méristéme nodulaire. Les Rhizobium ont une influence sur le
taux de gibérelline présent dans les nodosités et cette influence peut étre & l'origine de
I’élongation des tiges observée suite a I’'inoculation (Dobert et al., 1992). Certains RFCP tels que
les Pseudomonas putida agissent par la production de [’enzyme 1-aminocyclopropane-I-
carboxylase (ACC) deaminase qui inhibe la production de 1I’éthyléne dans la rhizosphére (Glick et
al.,, 1994 aetb).

1.2.4.4 Production d’HCN.

Les cyanides sont des métabolites secondaires de plusieurs micro-organismes. Ils peuvent
étre produits directement a partir de la glycine ou & partir des glycosides cyanogénes (Bakker et
Schippers, 1987). Deux réles possibles peuvent étre attribués aux cyanides, un réle bénéfique et
un role délétére. L’action bénéfique est liée a la lutte biologique, soit par induction des
mécanismes de défense des plantes ou par antagonisme. La production d’HCN par la souche
CHAO de P. fluorescens diminue ’effet du Thielaviopsis basicola qui cause la pourriture noire
des racines du tabac (Haas et al., 1991; Voisard et al., 1989). L’HCN produit par la souche
BK8661 de Pseudomonas putida sapprime la croissance des conidies et du mycelium de Seproria
tritici et des urediospores de Puccinia recondita (Flaishman et al., 1992).

Les cyanides sont des métabolites secondaires produits dans la rhizosphére et qui inhibent
la production d’ATP dans les racines. Puisque le mécanisme d’absorption des éléments nutritifs
par la plante est un processus énergétique, la production des cyanides par les micro-organismes
réduit alors I’assimilation de ces éléments par la plante. Bakker et Schippers (1987) rapportent
que I’'HCN peut étre responsable de la réduction du rendement de la pomme de terre. L’un des
mécanismes qui aident a améliorer la production végétale par les RFCP est de limiter ou
d’empécher la production des cyanides dans la rhizosphére et vu que la production d’HCN est
dépendante du fer, les bactéries produisant les sidérophores stimulent ainsi la croissance des
plantes en compétition pour le fer avec les micro-organismes produisant les cyanides (Bakker et
Schippers, 1987).
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1.2.4.5 Lurtte biologique.

La littérature abonde de rapports décrivant I’habileté des RFCP a coloniser les racines des
plantes et a induire leur résistance systémique contre les pathogénes. Les mécanismes d’induction
de la résistance systémique des plantes incluent en général la compétition et ’accumulation de
substances tels que les phytoalexines et/ou la formation de lignine, de callose, et des
glycoprotéines riches en hydroxyproline (Thomashow et al., 1990; Van-Peer et al, 1991).
Plusieurs RFCP ont induit la résistance des plantes suite 4 I’inoculation. En effet, des souches de
Pseudomonas sp. induisent la résistance systémique contre le Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
(Van Peer et al., 1991), et certaines souches de P. fluorescens induisent la résistance du pois
contre P. syringae pv. phaseolicola (Alstrom, 1991). La souche WCS417r de Pseudomonas sp
produit des signaux qui induisent la synthése et 1’accumulation des phytoalexines aux sites
d’infections par le Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Van peer et al., 1991). Des RFCP
induisent la résistance systémique du concombre contre le Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum, le Pseudomonas syrirgae pv. lachrymans (Liu et al., 1995 et la mosaique virale
(Liu et al., 1992).

Les métabolites secondaires, comme les antibiotiques I’HCN et les sidérophores produits
par certaines souches, semblent jouer un rdle clé dans la protection de la plante contre certains
pathogénes. Dans des conditions de stress ferrique, la production de sidérophores par certaines
bactéries bénéfiques leur confére un avantage sélectif en présence de microflore pathogéne
produisant moins de sidérophores. La production d’antibiotiques joue un réle majeur dans la
suppression des pathogénes. Par exemple, la souche 2-79 de P. fluorescens produit I’acide
phénazine-1-carboxylique in vitro et dans la rhizosphére du blé (Thomashow et al., 1990). Haas
et al. (1991) ont testé I'effet des métabolites secondaires produits par la souche CHAO de P.
Sfluorescens sur certains champignons pathogénes. Leur recherche a montré que certains de ces
métabolites inhibent le Thielaviopsis basicola, le Pythium ultimum et le Gaeumannomyces
graminis var. tritici. Ces métabolites sont I’HCN, la pyolutéorine et le 2,4-diacetylphloro-
glucinol.
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CHAPITRE 2: MATERIEL ET METHODES

2.0 Les souches de Bradyrhizobium utilisées

Dans cette étude, nous avons utilisé 52 souches de Bradyrhizobium japonicum dont 46
proviennent de la collection du Centre de Recherches et de Développement sur les Sols et les
Grandes Cultures d’Agriculture et Agro-alimentaire Canada a Sainte-Foy, Québec. Elles
proviennent toutes des sols du Québec cultivés en mais en rotation avec le soja (annexe 1). Ces
souches ont été conservées a 4°C dans des tubes contenant une gélose a base d’extrait de levure
et de mannitol (YMA, Vincent 1970) décrite a 1’annexe 2. Les six autres sont des souches de
référence. Trois d’entre elles proviennent de la collection du laboratoire du Dr Hani Antoun,
Pavillon Charles-Eugéne Marchand, Université Laval, Sainte-Foy, Québec et les trois autres
proviennent du Dr. Peter Van Berkum, USDA, Beltsville, Maryland. Ces souches sont
conservées a -80°C dans un bouillon du milieu YMA sans gélose (YMB) plus 20% de glycérol.
L’origine des souches est détaillée en annexe 1.

2.1 Efficacité symbiotique des souches de Bradyrhizobium

Des graines de soja (Glycine max variété Vision) ont é&té stérilisées en surface, en les
trempant 1 min dans de I’éthanol a 95%, 5 min dans du peroxyde a 3%, suivi de 4 a S ringages a
’eau stérile pour éliminer les traces du peroxyde. Les graines sont par la suite mises a germer
durant trois jours sur du papier Whatman (#1) stérile imbibé d’eau, & 'obscurité et a la
température de la pi¢ce. Les pots utilisés sont des petits pots Riviera de fabrication francaise.
Avant le semis, ils ont été désinfectés avec de I’eau de Javel et leurs réservoirs ont été rempli
d’une solution nutritive de Hoagland sans azote (Bordeleau et al.,, 1977). Cinq graines de soya
bien germées, ont été semées dans chaque pot contenant un mélange, (1:1), stérile de vermiculite
et de silice no. 16 (1,2 mm). Les pots ont été par la suite couverts de sacs de plastiques, pour
maintenir un haut taux d’humidité et éviter les contaminations, et placés dans une aire de
propagation selon un dispositif expérimental en blocs complets aléatoires. Deux semaines aprés
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le semis, les sacs de plastique ont été enlevés et les pots ont été éclaircis en gardant quatre plants
d’apparence uniforme par pot (des pots supplémentaires ont été préparés a cet égard).

Pour la préparation de I’'inoculum, les bactéries ont été cultivées dans des fioles
Erlenmeyer de 50 ml contenant 20 ml d’un bouillon a4 base de mannitol et d’extrait de levure
(YMB). Les fioles ont été incubées a 28°C sur un agitateur rotatif (180 rpm) durant 15 jours.
L’inoculum a été préparé en diluant quatre fois les cultures bactériennes (1:4 v/v) dans une
solution saline (0,85 %, NaCl) stérile. Deux semaines aprés le semis, chaque pot a requ 8 ml
d’inoculum.

Aprés I’inoculation, la surface des pots a été couverte d’une couche de silice (1,2 mm)
pour minimiser les risques de contamination. A chaque semaine, les pots ont été arrosés a I’eau
distillée. La croissance des plantes a été effectuées sous 16 heures de lumiére a une température
de 20°C et une intensité lumineuse de 1,6 Klx et 8 heures d’obscurité a une température de 15°C.
L’humidité relative était maintenue a 70%. La coupe des plantes a éé faite au début de la
floraison. Les parties aériennes ainsi que les racines ont été séchées & 80°C durant 72h. Le
dispositif expérimental en blocs complets aléatoires comprenait 53 traitements et 3 répétitions.

2.2 Essai sur le mais

On a testé 1’effet des souches B. Japonicum sur la croissance du mais (Zea mais variété
Pionneer hybride 3394). Ce test a été fait sur un substrat de culture trés riche (Promix) et sur un
sol agricole provenant de la ferme expérimentale d’Agriculture et Agro-alimentaire Canada
Chapais a Saint -David. L’analyse partielle de ce sol est décrite en annexe 3.
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2.2.1 Préparation de l’inoculum et inoculation des graines

Aprés dix jours de croissance sur YMA, les bactéries étaient suspendues dans 5 ml de
solution saline (NaCl a 0,85%). La densité optique minimale de I’inoculum a été ajusté a 1,2 a
600 nm. Dans des petits sacs stériles, 70 graines de mais désinfectées ont été trempées dans un
mélange contenant 1ml d’inoculum et 14 ml d’une solution de 1% de carboxyméthyl cellulose
Pour le témoin, I'inoculum été remplacé par 1 ml de solution saline (0,85 % NaCl). Les graines
inoculées ont été par la suite gardées une nuit 4 4°C avant le semis

2.2.1.1 Essai en cabinet de croissance sur sol riche (Pomix)

Dans cet essai nous avons utilisé les 21 souches les plus efficaces avec le soja tel
qu’indiqué par les rendements en matiére séche les plus élevés obtenus. Cinq graines de mais
préinoculées ont été semées par pot (12,7 cm de diameétre). Huit jours aprés le semis, on a
effectué un éclaircissage pour garder 3 plantes d’apparence uniforme par pot. Le dispositif
expérimental utilisé était en blocs complets aléatoires avec 22 traitements et 10 répétitions. Au
besoin, les pots ont été arrosés trés légérement a I’eau déminéralisée. La croissance des plantes a
été effectuée en aire de propagation sous 16 heures de lumiére a 20°C et une intensité lumineuse
de 1.6Klx et 8 heures d’obscurité a 15°C. L humidité relative a éé maintenue a 70%. La coupe
des plantes a été faite 3 semaines aprés le semis. Aprés 72 heures de séchage a 80°C, les tiges
ainsi que les racines ont été pesées séparément et moulues pour I’analyse minéralogique.

2.2.1.2 Essai en cabinet de croissance sur sol agricole

Cet essai a été fait avec les 11 souches ayant donné le meilleur rendement en matiére séche
avec le mais cultivé sur substrat riche (Promix). Les graines de mais ont été désinfectées en
surface par un lavage de 2 min i I'éthanol 70% suivi d'un trempage de 10 min dans
I'hypochlorite de sodium a 5,15 % et de plusieurs ringages a l'eau stérile. La préparation de
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I’inoculum et I'inoculation des graines ont éé faites de la méme maniére que dans I'essai sur
Promix. Quatre graines préinoculées ont été semées par pot de 5 pouces. Les pots ont été
couverts de sacs de plastique afin de garder le sol humide. Le pH du sol a été corrigé de 5,17 &
6,4 par I'ajout de l'équivalent de 6.4 t ha™ de CaCO,/ pot (3,2 g/pot). Deux semaines aprés le
semis, les plantes ont été réinoculées. Chaque plante a regu 10 ml d'inoculum, préparé tel que
décrit en 2.2.1. Cinq jours aprés la deuxiéme inoculation, les pots ont été découvert et éclairci en
gardant 2 plantes d'apparence uniforme par pot. Une fois par semaine, les pots ont été arrosés
avec la solution nutritive de Hoagland sans azote (Bordeleau et al., 1977) et selon les besoins, un
arrosage a l'eau déminéralisée a été effectué. Aprés 53 jours de croissance, les plantes ont été
récoltées. Les tiges et les racines ont été séchées a 80°C durant 72 heures.

2.2.2 Survie des souches B. japonicum dans la rhizosphére du mais

La technique du nombre le plus probable (NPP) (Weaver et Frederick, 1972; Brockwell,
1973) a été utilisée pour déterminer le nombre de B. japonicum introduit au semis et la survie
dans la rhizosphére du mais. Des graines de soya (Glycine max var. Vision) stérilisées en surface
ont été pré-germées dans de la vermiculite stérile pendant 72 heures a Ia noirceur. Une fois les
germes bien développés, les graines ont ét€ placées dans des sachets stériles (16,20 cm)
contenant 30 ml de solution nutritive de Hoagland sans azote stérile (Bordeleau et al., 1977).

2.2.2.1 Détermination du nombre de B. japomicum par graine au semis

Pour déterminer le nombre de bactéries introduites par graine, trois souches (61A152,
JPD1a et SGR1) ont été sélectionnées au hasard. On a placé 20 gaines de mais préinoculées dans
20 ml de tampon peptone-phosphate stérile (annexe 2). Aprés agitation pendant 1 min sur vortex
une série de dilutions successives de 1:10 jusqu’a la 10* a été effectuée. De cette derniére, une
deuxiéme série de dilution de 1:5 jusqu’a la 1:15 625 a été effectuée. Pour chaque traitement, on
a utilisé 31 sachets: 25 pour le test et 6 pour les témoins non inoculés. Les sachets inoculés (1ml
d’inoculum par sachet) ont été placés dans un cabinet de croissance ajusté a 16 heures de lumiére
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a 20°C et 8 heures d’obscurité a 15°C. Le taux dhumidité a éé maintenu a 70%. Lorsque
nécessaire, les sachets ont été arrosés avec de 1’eau distillée stérile.

2.2.2.2 Présence du B. japonicum dans la rhizosphére du mais a la récolte

Aprés trois semaines de croissance, les racines des plantes de mais inoculées avec les
souches 532c et Jpdla de B. japonicum ont é&é déterrées et secouées vigoureusement. Pour
chaque souche les racines provenant de quatre répétitions (pots) choisies au hasard, ont éé
utilisées. Le sol rhizosphérique a été récupéré dans 100 ml de tampon peptone-phosphate stérile
(annexe 2). Les dilutions de 1:5 jusqu’a la 1:15 625 ont été effectuées directement a partir de la
dilution initiale. Chaque sachet d’inoculation, contenant cinq graines de soja pré-germées, a été
inoculé avec 1ml d’inoculum. Les conditions de croissance sont décrites dans le paragraphe
précédent.

2.3 Analyse statistique

L'analyse de la variance a été faite par la procédure GLM (General linear models) du
logiciel SAS (Statistical Analysis System institute, inc. 1985). Les moyennes ont été comparées a
l'aide du test de la plus petite différence significative (LSD).

2.4 Propriétés associées & I’action des RFCP présentes chez B. japonicum

La détermination de certaines propriétés RFCP a été faite chez les 21 souches ayant donné
le meilleur rendement avec le soja.
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2.4.1 Production de sidérophores.

On a utilisé la méthode universelle pour la détermination des sidérophores qui est basée
sur leur grande affinité au fer et qui est indépendante de leur structure. Le milieu utilisé est le
CAS (Chrome Azurol S ) modifié par Alexander et Zuberer (1991; annexe 2). Les bactéries ont
été cultivées dans le milien MM9 (Schwyn et Neilands, 1987) pendant 15 jours a 28°C sur un
agitateur rotatif (180 rpm). Les cellules ont été séparées du surnageant par centrifugation de | ml

de chaque culture durant 3 min & 13 000 g. Par la suit, SO0pl de surnageant ont été ajoutés a

500p de la solution CAS. Pour le témoin négatif, on a utilisé le milieu MMS9. La lecture des

résultats a été faite dans un intervalle de 6h, pour éviter la précipitation de la teinte bleu. Un
changement de couleur du bleu a I’orange est un indice de la production des sidérophores.

2.4.2 Production d’HCN.

Le milieu de Bakker et Schippers (1987) a été utilisé (annexe 2). A I’aide d’une anse
stérile on a inoculé sous forme de stries une bactérie par boite, sur le couvercle de chaque boite
on a déposé un papier filtre imprégné d'une solution de couleur jaune, composée de 0.5%
d'acide picrique et de 20% de carbonate de sodium. Les boites ont été scellées et gardées en
position inverse dans un incubateur & 28°C pendant 15 jours. Un changement de couleur du
papier filtre du jaune au brun indique la production d'HCN.

2.4.3 Dissolution du phosphore inorganique.

Le milieu DCP de Goldstein (1986) (annexe 2) a été utilisé. On a inoculé 3 bactéries par
boite de Pétri, les observations ont éé faites a partir du 3“™ jour. La présence d’un halo de
clarification autour des colonies indique la production de substances dissolvant le phosphore.
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2.4.4 Production de phytohormones

Le milieu solide LBT de Luria Bertani enrichi du tryptophane (Bric et al., 1991) (annexe
2) a été utilisé pour détecter la production d’AIA. Une membrane de nitrocellulose (Amersham)
stérilisée aux rayons UV a été déposé directement sur le milieu de culture et I'inoculation a éé
faite directement sur la membrane (3 bactéries par boite). Les boites ont été gardées a 28°C en
position inverse. La membrane de nitrocellulose contenant les colonies montrant une bonne
croissance (diamétre de 2 mm) a été déposée sur un papier filtre Whatman no. 2 imprégné de 2.5
ml du réactif de Salkowski composé de 2% FeCl, (0.5M) et d'une solution a 35% d'acide
perchlorique. Les bactéries qui synthétisent 'AIA forment un halo orange autour des colonies.

2.4.5 Interaction entre B. japonmicum et certains champignons phytopathogénes

Pour ce test nous avons choisi des champignons phytopathogénes chez le mais et le soja.
L’origine des champignons utilisés est décrite en annexe 4. L’interaction entre les souches de B.
japonicum et les champignons a été étudiée sur le milieu TSA 10% (Tryptic Soy agar, Difco). Dans
chaque boite de Pétri contenant du milieu TSA10%, quatre bactéries ont été inoculées a I'aide
d’une anse de maniére équidistante du bord (1 cm du bord) et une rondelle de champignon (4 mm
de diametre) provenant de la périphérie d’une culture active a été déposée au centre du Pétri. Pour
les témoins, les Pétris ne contiennent que le champignon. Selon la vitesse de croissance du
champignons, la confrontation avait lieu 2, 4 ou 6 jours aprés l'inoculation des bactéries. Chaque
essai a été répété trois fois. Les boites ont été placées dans un incubateur & 28°C. Les observations
se faisaient tous les jours et les résultats ont été notés lorsque dans la boite témoin, le champignon
dépassait le niveau d’inoculation des bactéries.
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2.5 Analyse minéralogique des plantes de mais

2.5.1 Calcination

La calcination des échantillons (Isaac et kerber, 1971) est essentielle pour la
détermination du Cu, Fe, Mn et Zn dans les tissus des plantes. Des aliquotes de deux g (£

0,05) de tissus séchés a 80°C et moulus finement ont été placées dans des capsules de
porcelaine et calcinées au four a 475-500 °C. Aprés 2 a 4 heures de calcination les capsules
ont été refroidies a la température de la piéce. Les cendres ont été dissoutes dans 10 ml
d’HCI1 (2N). Les solutions obtenues ont été filtrées et les capsules et les papiers filtres ont
été lavés a ’eau distillée chaude et le volume du filtrat a été ajusté a 25 ml. Des standards
ont été préparés pour chaque élément et le dosage des oligo-€éléments a été fait par mesure
de I’absorption atomique.

2.5.2 Minéralisation des tissus végétaux pour le dosage du N, P, K, Ca et Mg

Un échantillon de 0,100 g finement moulu a éé mis dans un tube de minéralisation
de 100 ml. On a ajouté, 1,5 ml de la solution de minéralisation dont la composition est
décrite en annexe 5 et 2,0 ml de peroxyde d’hydrogéne (Isaac et Jonhson, 1960). Une fois
que I’effervescence cesse, les tubes ont été placés sur les blocs a minéralisation a 380-400
°C durant 30 4 40 min. Aprés 15 min de refroidissement a la température de la piéce,
environ 20 ml d’eau distillée ont été ajoutés et aprés agitation on a complété le volume a
100 ml avec de I’eau distillée. La solution finale constitue la solution de minéralisation.

2.5.2.1 Dosage du phosphore.

On a utilisé la méthode du Vanado-molybdate (Chapman et Pratt, 1961). Cette
méthode est recommandée pour la détermination du phosphore dans les plantes. Le
Vanadate, molybdate et I’orthophosphate forment un complexe coloré en solution acide. Le



taux de phosphore présent dans la solution doit étre compris entre 0,10 et 1,00 mg pour
qu’il soit détectable par cette méthode. Pour la détermination du phosphore, 2 ml de la
solution de méta vanadate (voir annexe 5) a éé additionnée a Sml de la solution de
minéralisation. La solution a été laissée reposé 10 minutes et la lecture de la concentration a
été faite 2 400 nm.

2.5.2.2 Dosage de [’azote.

A 0,50 ml de la solution de minéralisation, on a ajouté 2,00 mi de la solution 1, 0,50
ml de solution 2 et 0,25 ml de la solution 3 (Nkonge et Ballance, 1982). Aprés agitation et
chauffage au bain-marie a 40°C durant 30 min, on a ajouté 12 ml d’eau avec agitation. Aprés
30 min, le dosage de 1’azote a été fait 4 645 nm. La garniture des solutions 1, 2 et 3 est
décrite en annexe S.

20
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CHAPITRE 3: RESULTATS ET DISCUSSION

3.0 Efficacité symbiotique

Afin de pouvoir utiliser les souches de Bradyrhizobium japonicum dans un systéme de
rotation soja-mais, ces souches doivent étre bénéfiques aux deux plantes. Nous avons donc
d’abord déterminé I’efficacité symbiotique de ces souches avec le soja. Pour ce premier teste,
aucune analyse statistique n’a été fait & cause du faible nombre de répétitions. Toutefois, il a
permis de sélectionner les souches les plus efficace avec le soja. L’ annexe 6 indique les valeurs
brutes et les moyennes des rendement en matiére séche du soja inoculé avec les 52 souches de B.
japonicum, ainsi que leur efficacité symbiotique. Certaines souches telles que la TOPP7b, la
USDAL191, la TOPPS5a et la 3Sb2 forment des nodosités inefficaces chez le soja. Ces souches se
comportent comme des parasites puisqu’elles diminuent le rendement en comparaison au témoin
azoté non inoculé.

Le classement des souches selon I’efficacité symbiotique est résumé au tableau 1. En
utilisant les critéres de Bordeleau et al. (1977), une souche est classée trés efficace si le rendement
moyen d’un traitement est supérieur a la moyenne des rendements plus I’écart type de la moyenne.
Une souche est classée efficace si le rendement moyen est compris entre 1a moyenne des
rendements plus ou moins I'écart type de la moyenne. Une souche est classée non efficace si le
rendement moyen est inférieur a la moyenne des rendements moins 1’écart type de la moyenne.
Des 52 souches étudiées, 8 souches sont classées trés efficaces, 37 sont efficaces et 7 sont non
efficaces.

Tableau 1. Efficacité symbiotique des 52 souches de Bradyrhizobium
japonicum utilisées

Efficacité Rendement (g/pot) Nombre de souches
TE > 6,74 8
E 3,97-6,74 37
NE <3,97 7

NE= Non-efficace, E= Efficace, TE= Tris-e_ﬁcacc.
Moyenne des rendements—= 5,354g, Ecart type de la moyemne= 1,384g
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3.1 Essais d’inoculation du mais avec les souches efficaces de B. japonicum

3.1.1 Inoculation sur substrat riche (Promix)

Pour cet essai, vingt et une souches de B. japonicum ayant donné le meilleur rendement en
poids de la matiére séche avec le soja ont été sélectionnées. Les tableaux en annexe 7 présentent les
résultats de I’effet de I’inoculation des semences de mais avec des souches de B. japonicum sur les
rendements en matiére séche de la partie aérienne et des racines. Les tableaux 2 et 4 résument les
analyses de la variance des rendements obtenus.

Tableau 2. Analyse de la variance des poids de la matiére séche de la
partie aérienne du mais cultivé sur Promix

Source  d.1 _ Somme des carrés  Moyenne des carrés  Valeurde F | P>F

Bloc 9 6,4344 0,7149 3,77 0,0002
Souches 21 7,5679 0,3604 1,90 * 0,0130
Erreur 189 35,8536 0,1897
Total 219 49,8559
R?>=0.2809 C.V=9.3558 * valeur significative a P < 0,05

La stimulation la plus élevée est obtenue avec la souche 532C (61A152). Celle ci a
augmenté de fagon significative le rendement en poids sec de la partie aérienne de 8,7% par
rapport au témoin non inoculé (tableau 3 et annexe 7).

Les souches USDA136 et 532C augment le rendement en poids sec des racinesde 8,5% et
6,7%, respectivement. Cette augmentation n’est pas significative a un niveau de probabilité de
5%. La SOY213 a diminué de fagon significative (P < 0,05) le rendement en matiére séche des
racines comparativement au témoin non inoculé. Cette diminution est de 13% (annexe 7), mais elle
cause une légére augmentation de la matiére séche de la partie aerienne (tableau 3).



Tableau 3. Moyennes des rendements de la partie aérienne du mais
inoculé avec les souches du B. japonicum et cuitivé durant trois
semaines sur Promix

Souche matiere seche (g/pot)
5§32C 5,059 a
2Scl 4,940 ab
SGR1 4,902 ab
6Mal 4,895 ab

USDAI136 4,835 abc
TOPP2b 4,812 abe
SOY 213 4,731 abed

3Ma2 4,709 abed

JPDla 4,676 abcd

Témoin 4,656 bcd
SPE2 4,654 bed
6SCl1 4,645 bed

61Al124a 4,584 bed

SMbl 4,575 bed
Mal 4,566 bcd

ATCC10324 4,556 bcd
7Sa2 4502 cd
5Sbl 4,486 cd

SGRS 4453 cd

SGR3 4421 d
4Mb1 4386 d
SMal 4375 d

La plus petite différence significative est de 0,3842 (P < 0,05). Deux
moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas signcativement différentes.
Les moyennes suivies de lettres semblables ne sont pas significativement différentes

Tableau 4. Analyse de la variance des poids de la matiére séche des
racines du mais cultivé sur promix

“Source d.. Somme des carrés  Moyenne des carres  Valeur de F P>F

Bloc 9 1,5547 0,1727 6,36 0,0001
Souche 21 0,8481 0,0404 1,49 NS  0,0860
Erreur 189 5.1358 0.0272

Total 219 7.5386

R=0.319 C.V=14.663 NS = valeur non significative 4 un niveau de probabilité de 5%.
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Tableau 5. Moyennes des rendements en matiére séche des racines du
mais inoculé avec les souches du B. japonicum et cultivé durant trois

semaines sur Promix

“Souche Matiére seche
__ (g/pot)
USDAI136 1.244 a
532C 1.224 ab
3Ma2 1.194 abc
TOPP2b 1.188 abc
6SCl1 1.184 abc
2Scl 1.178 abc
SGRI1 1.169 abcd
TEMOIN 1.147 abed
JPDla 1.146 abed
6Mal 1.146 abed
SPE2 1.118 abcde
ATCC10324 1.107 abcde
Mal 1.106 abcde
61Al124a 1.100 abcde
SMal 1.094 bcde
7Sa2 1.091 bcde
4Mbl 1.073 cde
SMbl 1.072 cde
5Sbl 1.069 cde
SGR3 1.058 cde
SGRS 1.030 de
SOY213 0.995 e

La plus petite différence significative est de 0.1454.
Le seuil de signification est de §%.
Les moyennes suivies de lettres semblables ne sont pas significativement différentes

3.1.2 Inoculation sur sol agricole

Les souches utilisées pour cet essai sont celles qui ont donné le meilleure rendement avec le
mais cultivé dans le substrat riche. Les résultats de 1’inoculation des semences du mais sur sol
agricole sont présentés en annexe 8. En sol agricole, I’'inoculation du mais avec les souches de B.
Japonicum n’a montré aucun effet significatif sur les rendements en matiére séche des racines

(tableaux 8).
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Tableau 6. Analyse de la variance du rendement en matiére séche de la
partie aérienne du mais inoculé avec les souches de B. japonicum,
aprés sept semaines de croissance en sol agricole.

Source d.l Somme des carrés Moyennedes  Valeurde F  P>F
carrés
Bloc 11 14.9469 1.3588 2.62 0.0050
Souche 11 5.0171 0.4561 0.88 NS 0.5638
Erreur 121 62.8614 0.5195
Total 143 82.8254
R>=02410 C.v=9.7219 NS = valeur non significative a 5%

Tableau 7. Rendement moyen en matiére séche de la partie aérienne du
mais inoculé avec les souches de B. japonicum, aprés sept semaines

de croissance en sol agricole.

“Souches " Poids sec en (g)/pot
SGR1 78175a
USDA136 7.7383 ab
USDA194 7.5117 ab
SOY213 7.4775 ab
SPE2 7.3833 ab
6Mal 7.3617 ab
JPDla 7.3500 ab
TOPP2b 7.3383 ab
2Scl 7.3192 ab
532C 7.2808 ab
Témoin 7.1950 b
3Ma2 7.1942 b

La plus petite différence significative est de 0.5826 a un seuil de signification de 5%.
Les moyennes suivies de lettres semblables ne sont pas significativement différentes

La souche SGR1 a augmenté de fagon significative le rendement en matiére séche des
tiges, comparativement au témoin non inoculé (tableau 7). Cette augmentation est de 8,7%. La
souche USDA136 a induit une augmentation de rendement de 7,6% cette augmentation n’est pas
significative a un niveau de probabilité de 5%. Pour ce qui est de I’effet de I’inoculation sur les
racines, des augmentations de 6,7 et 6,1% sont observées avec les souches 2SC1 et USDA136
respectivement. Cependant ces augmentations ne sont pas significatives a un seuil de probabilité
de 5% (tableau 9). La souche 532C a diminué le rendement des racines de 7,4% par rapport au
témoin non inoculé. Cette diminution reste non significative a un seuil de probabilité de 5%. La
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souche SOY213 qui a diminué le rendement des racines dans 1’essai précédent a augmenté de
facon non significative (3,7%) leur rendement, par rapport au témoin non inoculé.

Tableau 8. Analyse de la variance du rendement en matiére séche des
racines de mais inoculé avec les souches de B. japonicum, aprés sept
semaines de croissance en sol agricole.

TSource  d.l. Somme des carrés  Moyenne des carrés  Valeurde F | P>F

Bloc Il 17.3708 1.5792 5.57 0.0001
Souches 11 2.7171 0.2470 0.87 NS 0.5701

Erreur 121 34.2977 0.2835

Total 143 54.3856

R*=0.3694 C.v=13.8981 NS = valeur non significative & 5%.

Tableau 9. Rendement moyen en matiére séche des racines de mais
inoculé avec les souches de B. japonicum, aprés sept semaines de
croissance en sol agricole.

Souche ~ Poids sec en (g)/pot
2Scl 3.9950 a
USDAL136 3.9700 a
SPE2 39517 a
6Mal 39100 a
USDA194 3.9067 a
SOY213 3.8825 ab
SGR1 3.8175 ab
3Ma2 3.8050 ab
TOPP2b 3.7717 ab
JPDla 3.7483 ab
Témoin 3.7433 ab
532C 3.4675b

La plus petite différence significative est de 0.430 a un seuil de probabilité de 5%.
Les moyennes suivies de lettres semblables ne sont pas significativement différentes

Nos résultats montrent une variabilité des effets des souches sur le rendement du mais.
Cette variabilité est I'un des problémes majeurs liés aux essais d’inoculation avec les RFCP
(Antoun et al., 1998). La souche 532C qui a augmenté le rendement en poids sec des tiges sur
substrat riche n’a aucun effet en sol agricole. La souche SOY 213 qui a diminué le rendement des
racines sur substrat riche a augmenté de fagon non significative le rendement des racines sur sol



27

agricole. La nature du substrat, la durée de I’inoculation et la complexité des interactions qui ont
lieu dans la rhizosphére aprés I’introduction des inoculants peuvent étre a |’origine de cette
variabilité.

En plus de leur effet bénéfique sur les Iégumineuses, les Rhizobium et les Bradyrhizobium
ont montré des affinités avec les non-légumineuses. Des tests fait au champs ont montré que des
souches de R. leguminosarum bv. trifolii améliorent la croissance de certaines graminées et
cruciféres (Hoflich et al., 1995). Des augmentations du poids de la matiére séche du radis variant
de 15 a 60% ont été obtenu par I’inoculation avec des souches de B. japonicum (Goussard, 1996).

3.2 Effet de Pinoculation avec B. japonicum sur la composition chimique du
mais.

Les effets de I'inoculation des graines avec les souches de B. japonicum sur la
composition minérale du mais sont rapportés dans les tableaux 12 et 13. Les analyses de variance
des effets des souches B. japonicum sur la composition minéralogique des tiges et des racines de
mais cultivé sur sol agricole sont représentées dans les tableaux 10 et 11. Les souches 532C,
2Scl, TOPP2b, 6Mal et SOY213 n’ont montré aucun effet sur la composition chimique des tiges
et des racines du mais comparativement au témoin non inoculé. Les souches SGR1, USDA136,
3Ma2 et la USDA 194 ont augmenté de fagon significative la teneur en Mg de la partie aérienne du
mais comparativement au témoin non inoculé. Les souches SGR1 et USDA194 ont augmenté de
fagon significative la teneur de la partie aérienne en Fe et P respectivement, comparativement au
témoin non inoculé. La souche JPD1a a augmenté de fagon significative la teneur en Cu et en Zn
comparativement au témoin non inoculé. L’inoculation avec le Bradyrhizobium n’a pas affectée le
contenu des tiges en Mn, Ca, K et N. Aucun effet des souches sur la teneur des racines en Ca,
Mg, K, N et P n’est observé. La JPDla a diminué de fagon significative la teneur des racines en
Cu, Zn et Mn. La SGR1 et la USDA 194 ont diminué de fagon significative la teneur des racines en
Fe comparativement au témoin non inoculé. Les autres souches n’ont montré aucun effet sur la
composition minéralogique des racines.

Les souches SGR1 et USDA 194 ont augmenté de fagon significative la teneur des tiges en
Fe alors que celles des racines a éé diminué de fagon significative. Aussi, la souche JPDla a
augmenté de fagon significative la teneur des tiges en Cu et Zn alors que celle des racines a éé
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diminué de fagon significative. Les souches SGR1, USDA136 et USDA194 ont donné le meilleur
rendement en poids sec des tiges et ont augmenté leurs teneur en Mg et en Fe. Les souches 3Ma2
et JPD1a n’ont pas d’effet visible sur le poids sec des tiges mais ont augmenté la teneur de celle-ci
en Mg, Cu et Zn. On pourrai déduire qu’il n’y a aucune corrélation entre I’effet des souches
étudiées sur le rendement en poids sec et la composition minéralogique des plants de mais.

Tableau 10. Analyse de variance des effets des souches B. japonicum sur la
composition minéralogique des tiges de mais cultivé sur sol agricole.

Composition minérale en mg/pot l _

Mn Mg Fe Cu m Ca K N P
F 0,64 5,10%* 2,28*%** 1,20 2,75** 1,77 1,03 0,56 1,67
P>F 0,0001 0,0146 0,2925 0,0033 0,0659 0,4284 0,8582 0,0871
Composition minérale en Mg/Kg — _ . _

Mn Mg Fe Cu Zn Ca K N P
F 0,46 5,22%*  2.44%* 1,17 2,43%* 0,79 0,86 0,86 1,36
P>F 0,9233 0,0001 0,0088 0,3136 0,0091 0,6491 0,5842 0,5846 0,2015

Tableau 11. Analyse de variance des effets des souches B. japonicum sur la
composition minéralogique des racines de mais cultivé sur sol agricole.

Composition minérale en mg/pot

Mn Mg Fe Cu___ 7n Ca K N P
F 0,52 1,87* 085 091  235%* 0,77  [,31 0,76 1,23
P>F 0,8856 0,0499 0,5879 0,5357 0,0114 0,6699 02282 0,6759 0,2774
Composition minérale m -
Mn Mg Fe Cu Zn Ca K N P
F 0,87 1,65 1,62 1,09 1,71 065 095 0,68 093
P>F 05735 0,0934 0,1007 _0,3775 0,078 0,7790 0,4980 0,7596 _0,5147

Niveau de signification de F est de 5%
* significative a p<0,05.
** trés significative a p<0,05.



Tableau 12. Effet de I'inoculation avec des souches de B. japonicum sur la composition minérale de
la_partie aérienne du mais cultivé en sol agricole

Composition minérale en mg/Kg

Souches  Mn Mg Fe Cu Zn Ca K N P

533C 20,75 145974 der 10,63 b 2,58 abc 20,146 4334,56ab 14178,60ab 5496532 907,02 b

SGRI1 21,34a 1577,87 be 44,72a 3,75ab 15,69b 436944 ab 13895,36 b 5430,33 a 1026,17 b

28cl 20,692 1520,16 bedef 20,69b 2,15 abec 18,18b 4414,15ab  14408,92ab 6533,79 a 1009,50 b

USDAI36 20,84a 1570,12bcd 21,21b 2,07c¢  10,79b 4329,60ab 13746,44b 5430,33a  1023,42b

TOPP2b 21,342 147422 cdef 12,75b 2,39 abe 26,89b 4390,32ab 14341,19ab 6114472  998,75b

6Mal 21,222 1542,16 bede  25,67b 2,23 abe 11,79b 4341,10ab  14309,57 ab 5639,98a  1044,67 ab

SOY213  21,42a 1421,927¢ 11,41 b 2,25 abc 24,64b 434429ab 14127,60b 5915,85a 999,50 b

3Ma2 21,762 159091 b 19,59b 2,04c¢ 1690b 432808 ab 145344520 6070,34a  1031,83 ab

JPDla 21,21 2 1499,12 bedef 12,16 3,782  49,50a 443467 ab  14259,37ab 5485,50a  995,17b

SPE2 21,128 1491,45 bedef 17,84b 2,06c 1595b 413566b  14188,46ab 6401,37a 986,00 b

USDA194 21,53a 1767204 1931 b 2,01c¢ 13,41b 4543,78 a 15443,08a 6246,89 2 1124,33 a

Témoin 21,42 1456,71 ef 11,43b 2,12 bc_ 26,38b 4309,42sb  14500,64 ab_6710,34a 970,75 b

LSD (5%) 1,3198 111,84 16,977 1,6406 19,36 299,05 1268 1386,6 95,183
Prélévement total en mg/pot

Souches Mn Mg Fe Cu Zn Ca K N P

532C 0,16ab 10,65¢d 0,080 0,02ab 021b 31,50 abc 103,00b 40,062 7,30 be

SGRI 0,17 a 12,28ab 0,35 a 0,03 a 0,i2bc  3407a 108,I5b 42,02a 8,04 ab

2S¢l 0,15b 11,09cd 0,15p 0,020 0,13be 32,05 abc 104,48b 47,462 7,38 be

USDAI36 0,16ab 12,07 0,166 0,021 0,08 ¢ 33,34ab 105,74ab 41,832 7,86 ab

TOPP2b  0,16ab 10,81 cd 0,09b 0,02ab 020bc 32,12 abc 104,98b 45032 7,31 be

6Mal 0,16ab 11,31 bed 0,19b  0,02b 0,09bc 31,86 abc 104,82b 41,10a 7,66 abe

SOY213 0,l6ab 1064cd 0,09b 0,021 0,I8bec 32,46 abc 105,36b 44,05a 7,51 abe

3Ma2 0,16ab 11,42bc 0,14b 0,010 0,12bc 31,08 bc 104,24b 4397a 7,41 be

JPDla 0,16ab 1098cd 0,09b 0,03ab 0,344 32,50 abe 104,11 b 40,242 7,31 be

SPE2 0,l6ab 11,00ed O0,I13b  0,02b 0,12bc 30,41c¢ 104,12b 47,712 7,25 be

USDAI94 0,16ab 13,112 0,04 0,020 0,l0bc  33,73ab 113,842 4598a 8,29a

Témoin  0,15ab 10424 0,080 0,02 b 0,19be 30,68c 102,67b 47,862 6,95¢

LSD (5%) 0,0133 0,9872 0,1428 0,0128 0.1247 2,6745 8,2569 10,845 0,8196




30

Tableau 13. Effet de I'inoculation avec des souches de B. japonicum sur la composition minérale des
racines de mais cultivé sur sol agricole

- T, 0 L
Composition minérale en mg/Kg

Souches Cu Zn Fe Mn Ca Mg K N P_
“332C 8,67ab 2371 bc  4630ls 5276ab 616368 a 998,99 cd 8357,55 ab 4852 ab 991 ab
SGRI 751ab  2470abc  37893b  4936ab 641646 a 1126,67ab  7667,35b 5015 ab 940 b
2Scl 8,06 ab 25,04 sbe 479,178  52,40ab  6123,61 a 1071,49 abed  8602,08 a 5200 ab 992 ab
USDAI36 8,54 ab 26,14 abc 430,27 ab 48,21 ab  6584,98 a 1090,11 abcd 8033,65ab 4623 b 984 ab
TOPP2b 784ab 2460 abc  48561a 53,58 a 5940,31 a 1127,91 ab 8398,79 ab 4921 ab 966 ab
6Mal 7,54ab 27642 462,96a  53,50ab 710543 a 1187,11 a 8345,05 ab 5018 sb 965 ab
SOY213 9.15a 26,67ab 45301 ab 52,59ab  6271,08a 1108,19 abc  8101,23ab 4972 ab 962 ab

3Ma2 7,59ab  2377bc  417,17ab 4890 ab 678322 a 103409 bed  7714,19b 5041 ab 959 ab
JPDla 6,88 b 23,05 ¢ 42093 ab 4598b 6396,99 a 977,43 d 7924,07 ab 5318 a 971 ab
SPE2 9,36 a 27,49 a 455,47 ab 50,72 ab  6245,57 a 1072,77 abed  8296,44 ab 4926 ab 1004 a
USDAI194 867 ab 26,44 ab 379,70b 50,93 ab  6605,56 a 1108,78 abc  7891,43 ab 4990 ab 989 ab
lé_t.n.oin 9,01 a 2688 ab  482,86a 5396 a 711048 a 1067,77 abed  8124,70 ab 5031 ab 948 ab
LSD (5%) 2,0836 3,3542 82,462 17,5471 1276,7 126,66 830,22 581,58 56,411
“Prelevement total en mg/pot _
Souches  Cu Zn Fe Mn Ca Mg K N P
"532C 003ab  0,08e 1.66ab 0,192 20,98 b 345 ¢ 29,16 b 16.93b 3.42b
SGRI 0,03ab 0,09 abede 1,46 b 0,19 a 24,32ab 4,29 ab 28,97 b 19.04 ab 3.58 ab
2Scl 0,03 ab 0,10 abc [ 91a 0,21 a 2427 ab 4,33 ab 34,04 a 20622 3.96a
USDA136 0,03ab  0,10abc 1,71 ab 0,19 a 25,76 ab 4,35 ab 31,76ab  18.62ab 3.89a
TOPP2b 003ab  0,09bcde 1,.85ab  020a 22,12ab  423ab  31,51ab 185l ab 3.64 ab
6Mal 0,03ab 0,11 ab 1,82ab 0,21 a 26,98 a 4,64 a 32,54ab  19.58ab 3.77 ab
SOY213 o004ab  0,00abc 1,75ab  020a 23,75ab  4,30ab  31,20ab 19.17ab 3.74 ab
3Ma2 0,03 ab 0,09 cde 1,56 ab 0,19 a 2541 ab 3,87 be 29,23 b 19.08 ab 3.62 ab
JPDla 0,03 b 0,09 de 1,59 ab 0,18 a 24,10 ab 3,69 be 29,88 b 20.13a  3.60 ab
SPE2 0,04 a 0,11 a 181ab 0,20a 24,13ab 4,23 ab 3225ab  19.32ab 3.97a
USDAI94 0,03ab 0,10 abed 1,55 ab 0,20 a 2548 ab 4,27 ab 30,65ab  19.37ab 3.86 ab
ﬂmin 003ab  0,00abed 1,79ab 0,20 a 2584ab  397abc  30,74ab  18.63ab 3.53 ab
LSD (5%) 0,009 0,4306 0,0433 5,317 0,6769 3,7753 2,9354 0,45
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3.3 Survie des souches de B. japonicum dans la rhizosphére du mais.

Deux souches la JPDla et la 532c sont choisies au hasard pour dénombrer le
Bradyrhizobium présent dans la rhizosphére du mais. Aprés 7 semaines de croissance, Le nombre
de B. japonicum présent dans la sol rhizosphérique est de 4 & 5x10* bactéries (voir tableau 14). Ces
résultats montrent clairement que le B. japonicum survie dans la rhizosphére du mais.

Tableau 14. Survie de B. japonicum dans la rhizosphére du mais aprés 7
semaines de croissance sur sol agricole.

Nombre de B. japonicum
Souches Introduit par graine Par (g) de sol rhizospherique a
la récolte
JPDla 6,5x10° 5,5x10*
532C 24,2x10° 4,7x10*

Plusieurs études antérieures confirment nos résultats. En effet, Crozat et al., 1982 ont suivie
la survie du Rhizobium japonicum en absence du soja durant 5 ans et ils ont dénombré environs 10*
bactéries par gramme de sol sec. Le R. leguminosarum bv. trifolii, B. japonicum et
Bradyrhizobium. sp s’attachent aux racines d’avoine, du riz et d’asperge (Terouchi et Syono,
1990). Les champs de légumineuses traités avec des inoculants rhizobiens ont maintenu une
population rhizobienne élevées durant plusieurs années aprés la récolte des légumineuses (Kucey et
Hynes, 1989). Kamisker et Brill (1987) ont isolé des B. japonicum a partir des sols ou le sojan’a
pas été cultivé pour plus de 30 ans. Chabot et al., 1996 ont montré que le R. leguminosarum bv
phaseoli colonise et survie dans la rhizosphére du mais et de la laitue dans un sol non stérile. Selon
certains auteurs, la persistance du Bradyrhizobium en absence de la plante héte peut étre attribuée a
son aptitude saprophytique. la capacité du Bradyrhizobium a s’intégrer, survivre et coloniser les
racines des non légumineuses et un critére de sélection pour son utilisation dans les inoculants
commerciaux.
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3.4 Propriétés reliées a 1’activité RFCP chez les souches de B. japonicum

3.4.1 Production des sidérophores

Pour détecter la production de sidérophores, on a utilisé I’essai sur chrome Azurol S décrit
par Schwyn et Neilands (1987). Cet essai est indépendant de la structure des sidérophores et est
basé sur le changement de couleur du bleu a I’'orange. Toutes les souches testées sont CAS positif,
ce qui indique que ces souches produisent des chélateurs de fer. Nos résultats corroborent de
nombreuses études qui rapportent que les Rhizobium et les Bradyrhizobium produisent des
sidérophores sous des conditions de stress ferrique (Goussard, 1996; Guerinot, 1991; Carson et
al., 1992; Plessner et al., 1993).

3.4.2 Production d’HCN, d’AIA et solubilisation du phosphore

Aucune croissance des bactéries n’a été observée sur les milieux LBT, DCP et sur le milieu
de Bakker et Schippers (1987) ce qui a rendu impossible la détection de la production d’AIA et de
HCN ainsi que la solubilisation du phosphore. L’absence de croissance des souches sur ces
milieux de culture ne nous permet pas de juger la capacité des souche a produire de I’AIA, du HCN
ou a solubiliser le phosphore.

La littérature rapporte en général que la production d’HCN par les Rhizobium est trés faible.
Aucune des 18 souches B. japonicum étudiée par Goussard (1996) n’a produit du HCN. Bakker et
Schippers (1987) ont noté qu’une faible proportion de micro-organismes produisent de I’'HCN
dans la rhizosphére de la pomme de terre. La capacité des souches de B. japonicum a solubiliser le
phosphore inorganique est aussi trés faible (6%) comparativement a celle des Rhizobium
(Goussard,1996).
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3.4.3 Activité antifongique des souches de Bradyrhizobium

L’inhibition des champignons par les bactéries peut étre due a la compétition, 1’antibiose ou
I’hyperparasitisme. Le Rhizobium peut exercer une lutte biologique par inanition ou antibiose
inhibant ainsi certains agents phytopathogénes (Bordeleau, 1989). Les champignons utilisés
proviennent du laboratoire de phytopathologie du Dr Luc Couture, Agriculture et Agro-alimentaire,
Canada, Sainte-Foy (Québec). Ces champignons sont des pathogénes du mais ou du Soja (voir
annexe 4). L’activité antifongique des souches de B. japonicum utilisées est résumée au tableau 15.
Certaines souches ont retardé la croissance des champignons sans que la densité du mycelium soit
visiblement différente du témoin, c’est un effet fongistatique. D’autres, par contre, ont diminué la
densité mycélienne comparativernent au témoin. Cette diminution de la densité mycélienne peut étre
causée par 1’épuisement des éléments nutritifs du milieu (Gagné, 1984). Un effet fongicide est
observé avec la souche USDAI36 qui a inhibé la croissance du Sclerotinia sclerotiorum.
L’inhibition fongique peut étre le résultat d’'une compétition nutritive (Antoun et al., 1978) ou de
P’excrétion d’acides organiques.
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Tableau 15. Activité antifongique chez les souches de Bradyrhizobium utilisées dans le test
d’inoculation du mais sur sol agricole.

~ Champignons phytopathogénes

Souches ~Aschochyta  Fusarlum  Jfusarium Fusarium  Fusarium  Fusarium Fusarium Fusarium _ jusarium _ Colletotrichum _ Sclerotinia  Pythium

culmorum  subglutinans  graminearum Acuminatum avenaceum  sporotrichloides  moliniforme solani truncatum  sclerotiorum  ultimum
$32¢ ND - . - : : : - = = T :
SGRI N : : : : : : - . ' .
25CI WD - : : - . . . . . . .
USDAL136 ND -* - - - .. - - .. .. 44 .
TOPP2b ND - . . . - ) . . . + )
6Mal ND -* . . - . . - - - + .
SOY213 ND -* - - . - . . . . + ]
3Ma2 ND -+ . . . . ; ] . N ‘" )
JPDla ND -* . - . . . . - . + )
SPE2 WD - : : : . . . . . : .
USDAI94 ND -* -* . . . . . . . + }

*: Diminution de la densité du mycelium; -: Aucun effet sur la croissance du champignon comparativement au témoin; +: Croissance du champignon retardé par

rapport au témoin; ++: Retard de croissance plus prononcé +++: Inhibition du champignon; ND: Non déterminé & cause de la croissance non radiale du
champignon.
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CONCLUSION

La présente étude montre que certaines souches de B. japonicum peuvent agir comme
RFCP avec le mais. En effet, des augmentations des rendements en poids sec allant jusqu’a 9% et
une ameélioration de ’absorption minérale ont été obtenues suite a I’inoculation du mais avec des
souches de B. japonicum. Cette étude indique aussi que le B. japonicum survit bien dans la
rhizosphére du mais. Ces résultats corroborent les autres observations faites avec le Rhizobium et
le Bradyrhizobium (Chabot et al., 1996; Hoflich et al., 1995; Goussard, 1996; Gaur et al., 1980 et
Terouchi et Syono, 1990).

Nos résultats reflétent ’effet des souches de B. japonicum sur le mais sous conditions
contrdlées. Il est nécessaire de vérifier 1’effet de ces souches au champ afin de déterminer si elles
peuvent étre utilisées dans des inoculants commerciaux. L'’utilisation de génes marqueurs ou de
génes de bioluminescence semble étre la méthode la plus prometteuse pour le suivi et la mesure de
la colonisation des racines par les micro-organismes dans un milieu naturel.

Un des grands problémes liés a I"utilisation des RFCP est la grande variabilité des résultats
obtenus. Il est donc trés important de déterminer les facteurs telluriques (physiques, chimiques et
biologiques ) qui influencent la capacité des souches introduites a s’établir dans la rhizosphére et a
exercer |’effet bénéfique désiré sur une culture visée. Enfin, les études a venir devraient se
concentrer sur les souches bénéfiques au soja et a la céréale qui suit dans un systéme de rotation.
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ANNEXES
ANNEXE 1
Origine des souches de Bradyrhizobium japonicum utilisées

Souches_indigénes OriFine Provenance

IMa2 Producteur F. Guilbert, St-Pie, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol mais (Soya/mais)

1Sb2 Producteur F. Guilbert, St-Pie, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol Soya (mais/Soya)

2Scl Producteur L. Bousquet, La présentation, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol Soya (mais/Soya)

3Ma2 Producteur J.P.Couture, St-Prosper, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol mais (Soya/mais)

3Sa2; 3Sb2 Producteur J.P.Couture St- prospére, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol Soya (mais/Soya)

4Mbl Producteur Y.Lisée, Ste anne de la pérade, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol mais (Soya/mais)

SMal; SMbl; 5Mc2 Ferme Longval Grand st-Esprit, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol mais (Soya/mais)

5Sbl; 5Sal Ferme Longval Grand ST-Esprit, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol Soya (mais/Soya)

6Ma2 Ferme Jéronico Nicolet Sud Qué. AAC, Ste-Foy
Sol mais (Soya/mais)

6Sal; 6Sbl; 6Scl Ferme Jérinico Nicolet Sud Qué. AAC, Ste-Foy
Sol Soya (mais/Soya)

TMal Parcelle expérimentale, Régis Simard AAC, Ste-Foy
Sol mais (Soya/mais)

7Sa2 Parcelle expérimentale, Régis Simard AAC, Ste-Foy
Sol Soya (mais/Soya)

JPDlaet JPDIb Jardin J.P. Dubuc, Ste Annne de la Pérade, Qué. AAC, Ste-Foy
Sol non-inoculé

SGR1,SGR3,SGR5,SGR7 Jardin J.P. Dubuc, Ste Annne de la Pérade, Qué. AAC, Ste-Foy
Gros nodules

SPE2,SPE4,SPE6,SPES8 Jardin J.P. Dubuc, Ste Annne de la Pérade, Qué. AAC, Ste-Foy
Petits nodules

TOPPla, TOPP2b, TOPP4a, Parcelle expérimentale, Ed Topp, London, Ont. AAC, Ste-Foy

TOPPSa, TOPP7a, TOPP7b, Sol Soya

TOPP9a, TOPPSb, TOPP11a




ANNEXE 1 (suite)

Souches de références et expérimentales Origine “Provenance
ATCC10324 (USDA 6) B. Jjaponicum souche type, U§DA, MD

Japon
532C(61A-152) Sopt::he commerciale Liphatech, WI
61A-101C Souche Nitragin Liphatech, WI
61A124a Souche Nitragin Liphatech, WI
61A-148 souches Nitragin(India) Liphatech, W1
USDA76 B. elkanii, souche type, USDA, MD
California
USDAI136 Maryland USDA, MD
USDA191 R. fredii, souche type, China USDA, MD
USDA194 China USDA, MD
USDA205 China USDA, MD
Soy 213
SOy217
Ciat 3545
TAL1399

TALI1S51
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ANNEXE 2

Composition des milieux de culture utilisés

CAS (Chrome Azurol S):
Solution 1I:
a) 2.7 mg de FeCl;+. 6H,0 +10 ml HCI 10mM
b) 65.5mg CAS + 50 ml H,O bidistillée
a+b: mélange de couleur bleu foncée
c) 72.8mg HDTMA + 40 ml H,O bidistillée
La solution c est ajoutée lentement au mélange (a+b) pour obtenir une solution finale de couleur
bleu foncée

Solution 2:

solution tampon

750 ml d’ H,O bidistillée

0.3g KH,PO,

0.5g NaCl

1.0 g NH,C1

On fait dissoudre 30.24g de PIPES avec du KOH 50% tout en ajustant le pH 4 6.8
I5 gd’agar

Solution 3:

70ml H,0

2g glucose

2g mannitol

493mg MgSO,.7H,0

Iml d’une solution stock contennat par 100ml d’eau bidistillée: 11mg CaCl,, 1.17mg MnSO,,
1.4mg H,BO,, 0.04mg CuSO,.5H,0, 1.2 mg ZnSO,.7H,0, 1.0 mg Na,MoO,.2HO.

Solution 4:

3g de casamino-acids (Difco)

30ml d’eau bidistillée.

Cette solution est stérilisée par filtration.
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La solution finale est obtenue en mélangeant les 4 solutions dans 1’ordre suivant: La solution 3 , 2,
4 et enfin la solution indicatrice. On s’attend a ce que le mélange soit de couleur bleue. Mais méme
si au début la couleur est, verditre elle deviendra bleu dans les jours qui suivent.

Production d'HCN (Bakker et Schippers, 1987)

1 litre d’eau bidistillée.

3 g Tryptic soy broth.

20g de gélose.

Le milieu est stérilisé a I'autoclave a 121°C pendant 20 min.

Milieu DCP de Goldstein (1986) :

Solution 1:

1 littre d' eau bidistillée

10 g de glucose

Sg de NH,Cl

lg de MgSO,.7H,O

lg de NaCl

20g de gélose

Le pH finale est ajusté & 7.2.

Solution 2:
5g de K,HPO,
50 ml d'eau bidistillée.

Solution 3:
10g de CaCl,
100 ml d'eau bidistillée.

Solution 4: Cette solution est stérilisée par filtration.
10 mg d'acide pantothénique

10 mg de biotine

10mg de thiamine

10 ml d'eau bidistillée
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Les solutions sont stérilisées séparement & 121°C pendant 20 min a l'autoclave.
La solution finale est obtenue en mélangeant, avec agitation constante, les 3 solutions dans I'ordre
2, 1 et 3. On ajoute ensuite 1ml du mélange de vitamines. Le milieu final est blanc opaque.

Milieu LBT de Luria bertani enrichi du tryptophane (Bric et al., 1991).
1 litre d'eau bidistillée

10 g de tryptone

5 g d' extrait de levure

Sg NaCl

1.02 g du L-tryptophane

20 g de gélose

Le pH final est ajusté a 7.5.

YMA (Vincent 1970)
K,HPO,: 0.5g
MgSO,.7H,0: 0.2g
NaCl: 0.1g
Mannitol: 10g
Yeastextrat: Ig
Gélose: 15g
le pH est ajusté a 7.

Tampon peptone phosphate

Eau bidistiliée: 1,01
Peptone: 1,0g
K,HPO: 1,21g
KH,PO,: 0,34g

Ajuster lepHa 7,0



MM9 (Schwyn et Neilands, 1987).

950 ml d’H,O déminéralisée
Na,HPO,_: 6,0g
KH,PO,: 0,3g

NaCl: 0,5g
NH,CI: 1,0g

Le pH est ajusté a 7,4 et on ajoute:
1M CaCl;: 0,Iml

IM MgSO,: 20ml

glucose (20%) 10 ml

50
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ANNEXE 3

Quelques caractéristiques chimiques du sol agricole utilisé pour 1’étude
d’inoculation du mais

pH (H20, 1:1) 5.17 (Corrigé 4 6.4 par I'ajout de 3.2g/pot de CaCo3 qui est I*équivalent de 6,4Uha)

N (%) 0,48

C (%) 6,42

P (Kg/ha) 142,24

K (Kg/ha) 195,70

ANNEXE 4
Origine des champigons phytopathogénes utilisés.
Nom du champignon Hoéte Provenance Milieu de conservation
Fusarium subglutinans Zea mays Agriculture Agroalimentaire Canada, SNA
Ottawa, Ontario
Colletotricum truncatum  Soja Région Trois-Riviéres PDA
Fusarium acuminatum Graines de mais Pérou PDA, SNA
Fusarium avenaceum Soja La présentation, région Saint- PDA
Hyacinthe

Fusarium solani Soja Saint-Hyacinthe (SRA) PDA
Fusarium graminearum Tige de ma’s Guelph PDA
Fusarium moliniforme Rhizosphére dumais  Belgique PDA
Fusarium culmorum Rhizosphére dumais  Belgique PDA
Pythium ultimum Rhizosphére du mais  Belgique PDA
Fusarium sporotrichiotdes Zea mays Luc Couture PDA
Ascochyta Soja Luc Couture PDA
Sclerotinia sclerotiorum Tige de soja ND Sclérotes

ND: Non disponible
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ANNEXE 5§

Solution de mineralisation (Isaac et Jonhson, 1960)

Dissoudre 97 g d’acide sélénieux dans 100ml d’eau distillée. Ajouter cette solution 4 1,84Kg
d’acide sulfirique concentré.

Solution de métavanadate (Chapman et Pratt, 1961)

Solution A:
Dissoudre 20 g de molybdate d’ammonium dans 200 ml d’eau chaude et refroidir.
Solution B:

Dissoudre 20 g de vanadate d’ammonium dans 125 ml d’eau chaude et  ajouter 125 ml
d’acide perchlorique et refroidir.

Verser la solution A dans B en agitant et diluer 4 un litre.

Solutions utilisées pour le dosage d’azote (Nkonge et Ballance, 1982).

Solution I:

Dissoudre 28,392 g de Na,HPO, (Phosphate de sodium dibasique) et 106,6 g de
KNaC,H,O,.4H,O(Potassium sodium tartrate) et 8,0 g de NaOH dans un litre d’eau
distillée. Puis dissoudre 100g de NaOH dans un litre d’eaudistillée. Mélanger les
deux solutions et compléter a deux litres.

Solution 2:

Dissoudre 50,0 g de HOC,H,COONa (Sodium salicylate) et 0,75 gde  nitroprusside par
250 ml d’eau distillée. Conserver cette solution dans une bouteille brune et au
réfrigérateur.

Solution 3:

Solution d’hypochlorique de sodium. Diluer 7 ml de concentré par 100ml d’eau distillée.



ANNEXE 6

Effet de P’inoculation des semences avec les souches de
Bradyrhizobium japonicum sur le rendement en matiére séche du soja

Matiére séche en g par pot
Souches Répétition Répétition Moyenne Efficacité
A B symbiotigue
1Ma2 5.64 5,25 5,07 E
3Ma2 5,98 5,38 6,70 E
4Mbl 9,7 5,22 7,54 TE
5Mal 4,91 7,35 6,26 E
SMbl 5,94 5,03 5,56 E
SMc2 3,63 4,11 5,16 E
6Mal 7,24 4,66 6,73 E
TMal 5,79 4,29 5,48 E
1Sb2 2,97 4,94 4,65 E
[Sc2 4,39 3,61 3,98 E
2Scl 5,71 6,99 6,28 E
3Sa2 3,7 5,16 4,77 E
3Sb2 2,71 4,94 3,79 NE
5Sal 441 4,97 4,69 E
5Sbl 7,08 5,88 7,30 TE
6Sal 6,37 7,71 6,82 TE
6Sbl 6,94 3,78 5,13 E
6Scl 3,6 7,02 5,82 E
7Sa2 5,63 6,27 6,41 E
ToPPla 5,11 3,04 5,17 E
TOPP2b 8,92 7,33 71,79 TE
TOPP4a 4,2 4,69 4,10 E
TOPPSa 2,79 3,75 3,33 NE
TOPP7a 3,2 5,95 4,78 E
TOPP7b 2,45 2,98 2,38 NE
TOPP%a 4,43 4,55 5,31 E
TOPP9%b 3,05 4,46 4,83 E
TOPPll1a 4,61 3,92 5,40 E
JPDla 7,4 5,64 5,66 E
JPDI1b 5,12 3,41 4,74 E
SGRI1 3,47 4,68 6,00 E
SGR3 6,47 5,43 6,47 E




Matiére séche en g par pot

Souches Répétition Répétition Moyenne Efficacité
A B symbiotique
SGRS 5,75 5,78 6,69 E
SGR7 4,05 3,25 4,75 E
SPE2 5,54 6,22 6,06 E
SPE4 6,09 3,97 5,03 E
SPE6 4,32 6,37 5,33 E
SPES8 4,93 5,32 5,15 E
ATCC10324 6,56 7,19 7,70 TE
532C(61A152) 10,75 6,49 7,37 TE
61A101IC 3,94 6,58 5,19 E
61A118B 5,51 4,68 5,44 E
61A124A 4,88 7,17 6,31 E
61A148 3.4 2,68 4,64 E
CIAT3545 3,65 4,39 442 E
SOY213 7,89 5,01 6,79 TE
SOY217 1,8 3,35 2,39 NE
USDA6 4,88 4,6 5,41 E
USDAI136 6,4 7,91 7,54 TE
USDA 191 3,48 2,65 2,83 NE
USDA 194 2,84 1,84 2,50 NE
USDA 205 3,09 2,73 2,81 NE
NH,NO, 4,22 4,27 4,23

TE= trés-efficace, E= efficace, NE=non-efficace.
Moyenne des rendements = 5,354g, écart type de la moyenne =1,384g
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ANNEXE 7

Effet de ’inoculation des semences avec les souches de Bradyrhizobium japonicum sur le rendement en matiére
séche des tiges et des racines du mais cultivé sur substrat riche (Promix).

Rendement de la partie aérienne du mais

Matiére séche en g par pot
souches  répétition répétition répétition  répétition répétition répélition  répétition  répétition  répétition répétition Moyennedes % par rapport
A B o D E F G H | J poidssecsen  au temoin
- _ fi _ _ oo
TMal 5,7 4 49 4,07 4,22 4,66 4,22 5,04 4,95 39 4,5 98,1
5Mbl 4,73 4,68 S 4,76 4,95 4,73 4,86 3,55 3,74 4,75 4,58 98,3
JPDla 4,72 4,02 4,36 4,73 4,21 5,25 4,87 4,02 5,25 5,33 4,68 100,4
6Scl 4,57 3,95 4,67 4,36 514 4,69 5,05 4,23 5,18 4,61 4,65 99,8
SGRI 4,68 4,44 5,5 4,09 5,21 5,79 4,81 4,91 441 518 4,90 105,3
SPE2 4,79 3,79 4,83 4,58 4,82 4,67 4,73 4,72 4,86 4,75 4,65 99,9
5Mal 4,03 4,24 4,59 4,08 4,15 4,55 4,42 4,48 4,65 456 4,38 94,0
2S¢l 4,61 4,85 5,45 513 5,13 4,74 5,41 3,99 4,79 53 4,85 106,1
61A124a 5,27 4,09 4,59 4,94 3,71 4,74 4,75 4,33 4,9 4,52 4,58 98,5
7Sa2 5,09 4,33 4,21 4,06 4,24 4,27 4,75 442 4,8 485 4,50 96,7
SGR3 4,99 4,64 4,76 3,94 4,72 4,33 3,66 4,43 4,86 388 442 95,0
SGRS 4,73 4,29 4,48 4,61 4,59 4,35 4,53 3,9 4,62 443 445 95,6
3Ma2 4,15 4,52 5,47 4,32 4,58 5,36 4,74 4,23 4,37 535 4,71 101,1
6Mal 4,36 4,37 4,94 4,42 5,91 5,43 5,39 4,47 4,72 394 4,80 105,1
SOY 213 5,52 4,61 4,55 4,98 441 4,28 512 3,96 4,82 5,06 4,73 101,6
5Sbl 4,3 4,87 3.47 4,68 5,13 4,27 4,85 3,83 4,58 488 4,49 96,3
532C 4,61 4,42 6,01 4,81 5,17 5,4 5,24 4,84 4,51 5,58 5,06 108,7
USDA 136 4,99 437 5,42 58 4,74 4,28 5,25 4,39 4,4 471 4,84 103,8
4Mbl 4,42 4,43 4,78 4,27 4,58 4,16 4,2 4,67 3,84 451 4,39 94,2
ATCC10324 4,81 3,82 4,36 5,33 5,25 4,27 5,24 4,3 4,11 4,07 4,56 97,9
TOPP2b 5,19 4,92 4,67 4,57 5.62 4,48 4,74 4,6 441 492 4381 103,4
témoin 4,22 4,35 4,97 5,35 4,92 4,92 4,7 4,02 4,17 494 4,66 100

-
v
-
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ANNEXE 8

Effet de Pinoculation des semences avec les souches de Bradyrhizobium japonicum sur le rendement en matiére
séche des tiges et des racines du mais cultivé sur sol agricole.

Rendement de Ia partie aérienne du mais cultivé sur sol agricole

Poids sec de la partic aérienne en g/pot
Souches répétition répétition répétition répétition répétition répétition répétition répétition répétition répétition répétition répétition Moyenne des %/témoin
I J

A B C D E F G H K L poids sec en
- _ __ _ _ I ___ 18.

532C 714 639 841 7.18 6.9 6.43 7.13 7.77 839 7.2 7.29 1.3 28 101,2
SGRI 873 722 679 818 84 898 835 656 783 687 789 801 7.82 108,7
2Scl 757 633 562 759 1754 6.3 826 695 7.08 8.65 7.64 8.3 1.32 101,7
USDAI136 9.16 595 864 8.5 7.8 1.8 8.14 823 649 7.8 688 747 1.74 107,6
TOPP2b 6.71 6.77 8.15 8 728 6.67 136 8.12 7147 654 7125 174 1.34 101,9
6Mal 79 636 7.01 785 641 7.3 878 7.1 699 828 726 727 17.36 102,3
SOY213 7.83 629 74 678 7.09 796 7.17 8.18 863 764 732 1744 1.48 103,9
3Ma2 705 672 652 7.7 748 833 78 707 66 726 693 734 1.19 99.9
JPDla 819 683 7.14 829 682 644 696 625 825 767 1719 79 1733 102,2
SPE2 852 651 668 807 788 685 666 82 7.52 727 669 175 1.38 102,6
USDAI94 737 7.67 705 7.8 1775 1758 6.06 834 631 891 825 767 1751 104,4
Témoin 636 577 64 779 661 577 1747 893 664 864 859 737 17.20 100
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ANNEXE 8 (SUITE).

Poids de Ia matitre séche des racines de mais cultivé sur sol agricole

Souches wpélmon répétition répéhhon répétmon répéunon répétmon répéhnon répémlon répétmon répétition  répétition lépétmon Moyennedes  %/mu
B J K poidssecen  témoin
t

332C 287 292 3531 295 3.02 3.67 333 a45 29 3.56  3.81 4.60

SGR1 338 346 334 415 463 4.3 329 386 4.38 2.9 3.51 461 3.82 102
2Scl 401 306 303 421 439 372 375 412 547 3.85 3.78 455 4.00 106,7
USDAI36 448 3.12 315 399 399 4.2 398 46  3.84 4.61 3.2 448 1397 |06,|
TOPP2b 3.4 377 367 491 385 3.78 386 451 329 3.57 3 3.65 3.77 100,8
6Mal 362 353 383 505 317 3.83 401 416 3.77 3.43 3.4 512 391 104,5
SOY213 321 268 3.76 382 391 4.53 3.55 433 4.69 4.63 3.58 39 3.88 103,7
3Ma2 337 302 299 448 454 4.18 421 463 3.5 3.51 2.75 448 3.81 101,7
JPDla 412 297 35§ 505 341 394 347 354 296 4,36 4.12 3.54 3.75 100,1
SPE2 427 34 309 499 403 3.4 2.65 487 4.66 3.94 3.58 4.54 395 105,6
USDA194 5.19 445 304 436 3.1 3.63 29 424 345 4.32 4.35 3.85 3.91 104,4
Témoin 345 262 322 468 4.58 3.51 369 403 29 4.05 3.97 422 3.74 100






