18¢me conférence de ’AABNF Oran, Algérie, 22 — 24 Avril 2018 « Sécurité alimentaire et Développement durable en Afrique »

VINScIR  Effet de I’association Rhizobium leguminosarum — Azotobacter chroococcum

(W IIeTee1y’ Foundation For Advanced
Selules Innovation and Research

sur la nodulation et la croissance des plantes de la feve (Vicia Faba, L )
K. Yaakoubi ! *, N. EL Mernissi !, B. Sijilmassi?, |I. Meftah Kadmiri?

1Green Biotechnology Center, MAScIR (Moroccan Foundation for Advanced Science, Innovation & Research), Rue Mohamed Al Jazouli, Madinat Al Irfane, 10 100 Rabat, Morocco.

| CARD A 2JCARDA (International Center for Agricultural Research in the Dry Area), Station Exp. INRA —Guich Rue Hafiane Cherkaoui, Agdal, Rabat, Maroc
*Corresponding author: K.yaakoubi@mascir.com/ +212641267908

ﬁ:{ésumé: Problématique : Les légumineuses alimentaires contribuent significativement dans la sécurité alimentaire, la génération des revenus et |a préservation des sols pour des millions de petits agriculteurs au Maroc et en Afrique. Cependant, |a production des légumineuses souffre du manque d'utilisation des intrants agricoles, de |a dégradation des sols et de |a baisse de 'efficacité dm

fixation symbiotique d'azote. L'objectif : L'objectif de cette étude est d'étudier |'apport d'une association entre deux souches fixatrices d'azote, symbiotique et non-symbiotique dans |'amélioration de la symbiose des plantes de |a feve. Les souches sont ainsi isolées, identifiées et |eur association sur I'amélioration de |la symbiose et la croissance des plantes de la feve est testée. Méthodologie : Deux
souches (NF2 et VGNFE) ont été criblées en utilisant des méthodes moléculaires basées sur la présence du gene zodfet du gene 7/ chez le groupe de souches symbiotiques et non-symbiotiques, respectivement. La confirmation des deux souches a été basée sur plusieurs tests : Induction de nodulation chez la plante de |a feve, test de réduction de |'acétylene, galerie APl 20 NE et le séquengage des
genes ADNr IBS, zodlet miffl Dans une deuxieme série d'expérience, I'effet de l'inoculation concomitante des deux souches NFZ et VGNF8 sur les plantes de |a feve a été testé par des essais agronomiques. Les graines de |a feve ont été enveloppées par la souche NFZ, tandis qu'une solution de la souche VGNFS a été ajoutée aux pots par |a technique du « drench soil ». Aprés 43 jours au phytotron, la
biomasse aérienne ainsi que |e poids des nodules ont été détermings. Résultats : A partir d'une dizaine de souches fixatrices d'azote symbiotiques et non-symbiotiques, le criblage moléculaire a permis d'identifier les deux souches NF2 et VGNF8. Les résultats de l'identification biochimique et moléculaire ont confirmeé |'appartenance de la souche NFZ & I'espece Ahizabivm leguminosarum et la souche
VGNF8 & I'espece Azatobacter chrococcum. Gette dernigre a montré une capacité de fixation d'azote par le test ARA de 1635 nmal G;H, 24h" culture”. Aprés inoculation des graines de feve par la souche £ /eguminosarum NF2 (par seed coating atteignant o<IxI0° UFG/graine) et la souche A chAroococcum VGNFS, les résultats des essais agronomiques ont montré que la co-inoculation a augmente la
biomasse aérienne de 4% en comparaison avec l'inoculation de |a souche NFZ seule (le poids passe de 4,025+0,98 g /plante seche a 4,09+0,44 q/plante seche). De méme, le poids des nodules passe de 0,0735+0,002 g a 0,145+0,05 g (87 95%) lorsque les deux souches sont inoculées. En conclusion, l'inoculation de la souche Azotobacter chroococcum VGNFS augmente significativement la relation
thiutique entre la souche #izabivm leguminosarumNF2 et les plantes de |a fave. J
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1. Isolement, criblage et identification des souches étudiées TR L L ET

Isolement et conservation

de la souche NF2

1) Identification compléte des souches:
Biochimique et séquencage de |I'ADNr 16S
— 2) C[Caractérisation des traits PGPM

Isolement et conservation 3) Essais sur les plantes de la feve

de la souche VGNF8

Isolement sur milieu N-Free

Tests API 20NE  Composants actifs NF2 Tests Biochimiques VGNFS

NO2 ; Criblage moléculaire du géne mif/ J
NO3 Potassium Nitrate Rhamnose + o ] )
N2 ) Rhizobium miluonense strain CCBAU 41251
TRP L-tryyptophane ] Meso-inositol D Rhizobium freirei strain PRF 81 NR 114564.1
GLU D-glucose Pseudomonas stutzeri strain NBRC 14165 Rhizobium multihospitium strain CCBAU 83401
Urease + Pseud sloest strain ATCC 17588 NR 109934.2 57| Rhizobium hainanense strain 166
ADH L-arginine Log setdomonas siuzen strain : Rhizobium freirei strain PRF 81
URE Urée + Oxydase " 4| | SCudomonas stutzer strain CCUG 11256 | Rhizobium tropic strain CIAT 839 NR 1180841
ESC Esculine citrate de fer + Production H2S D Pseudomonas stutzer strain ATCC 17588 Rh:lZGbiUn’l tmp?c? stm?n NBRC 15247
== e 4 | Pseudomonas guezennei strain RA26 72 | Rhizobium tropici strain CIAT 899 /
_ Cluszez * 1qb | Pseudomonas otitidis strain MCC10330 45 Rhizobium tropici strain USDA 9030 2 2 =
PNPG -Niropheny B-D- : e st Stan Rhzobim tops s IFO 16247 1IZODIUM reguminoSarum
glucopyranoside Sucrose +/- 22|| | Pseudomonas pseudoalcaligenes strain Stanier 63 . Agrobacterium rhizogenes strain IFO 13257
J 1qo ' Pseudomonas pseudoalcaligenes strain NBRC 14167 Rhizobium jaguaris strain CCGE525
GLU D-glucose _ Mélibiose + 15
; S ——— At ey o 157 Azotobacter chroococcum VGNFS8
ARA L-arabinose - Mannitol +/- 4{ Serpens flexibilis strain ATCC 29606 78| Agrobacterium rhizogenes strain ATCC 11325
100 74 Rhizobium lusitanum strain P1-7
MNE D-mannose . i i _ 1
. Sorbitol R ipo ! Pseudomonas tuomuerensis s-traln 78-123 Rhizobium calliandrae strsin CCGES24 K /
MAN D-mannitol = Amviase ) 63 {Azotobacter chroococcum strain LMG 8756 Y Rhizobium paranaense strain PRF 35
NAG N-acétyl-glucosamine - y 99 — Azotobacter beijerinckii strain ICMP 8673 Rhizobium mayense strain CCGE526
MAL D-maltose ) Acide malique + VGNFE 165 rDNA 54 Rhizobium leguminosarum bv. viciae strain USDA 2370
= | . i Azotobacter chroococcum strain NBRC 102613 1 | NF_2 16_ S rDNA J .
GNT Ptassium gluconate = Nitrate réductase - ] 80 | Rhizobium indigoferae strain NBRC 100398
CAP Acide caprique Azotobacter chroococcum strain 1AM 12666 i Rhizobium laguerreae sirain FE206
R EEYEEe Indole = Rhizobium indigoferae strain CCBAU 71042
- P . . .
: . . . . 0.10 Rhizobium leguminosarum strain LMG 14904
MLT Acide malique + Croissance a 30 °C + Rhizobium tubonense strain CCBAU 85046
cIT Trisodium citrate Crefesean AL G . Arlllr.e phylogénétigue de Ig séquence du gene ADNr I6S (1395 pb) de la souche VGNF8 par la méthode Neighbour- —_
PAC Acide phénylacétique - Joining montrant son positionnement . Les nombres sur les neuds sont les valeurs Bootstrap (pourcentages de :
ox Oxydase Amylase - 1000 réplicas) Arbre phylogénétique de la séquence du gene ADNr 16S (866 pb) de la souche NFZ par la méthode Neighbour-Joining mantrant

son positionnement . Les nombres sur les neuds sont les valeurs Bootstrap (pourcentages de 1000 réplicas)

2. Caractérisation des souches Rhizobium leguminosarum NF2 et Azotobacter chroococcum VGNF8
2.2 Laractérisation de |a souche VGNFa:

 [Caractérisation de |a fixation d'azote par le test ARA « Acetylene Reduction Assay »
o [aractérisation de |a solubilisation du phosphate inorganique dans le milieu liquide
o [Caractérisation de |a production des sidérophores par le test CAS-Agar

/| Caractérisation de |a souche NFZ:

« Essais sous des conditions contrélées dans les jars de léonard
o Estimation de 'efficacité de |a souche sur les plantes de la fave

Reésultats de l'effet de la souche NF2 sur la nodulation et la biomasse
des plantes de féve (Vicia faba, L)
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La souche Rhizobium leguminosarum NF2 est effective dans la « La souche Azotobacter chroococcum VGNF8 exprime plusieurs
nodulation des plantes de feve traits de promotion de la croissance des plantes
« Elle induit une augmentation de 61% de la biomasse aérienne « Elle fixe I’azote in vitro plus significativement que la souche de
seche (0,75+0,04 a 1,21+0,07 g) référence DSM 2286
« Elle induit la formation de 53,33+10,4 nodules / plantes
\_ £ / N /

3. Effet de I’inoculation des souches Rhizobium leguminosarum NF2 et Azotobacter chroococcum VGNFS8 sur la feve:

* Inoculation concomitante des plantes de feve (Vicia faba, L) par les deux souches NF2 (par enrobage des graines; 5x10° UFC/graine) et
VGNF8 (par drench soil;1ml d’une solution de 10° UFC/ml/graine) dans les pots avec le sol stérile
 Incubation dans un phytotron a 26 -C, photopériode de 16:8 h avec une intensité lumineuse de 240 pmol.m=2s™

« Determination des parametres de croissance, de la nodulation et de la nutrition

Effet de I'inoculation simultanée des plantes de féve par les souches

Rhizobium leguminosarum NF2 et Azotobacter chroococcum VGNF8 VENF e NFZ+VGNF8
6
‘ ‘ ’ / La co-inoculation de la feve par les souches Rhizobium\
5 T - AR leguminosarum NF2 et Azotobacter chroococcum VGNF8 a
[ augmente la biomasse aerienne de 14% en comparaison avec

' ' e > ’inoculation de la souche NF2 seule
» Le poids des nodules passe de 0,0735+0,002 g a 0,145+0,05 g

Aspect des feuilles des plantes de féve montrant une

3 - meilleure allure aprés co-inoculation ) b
(97,95%) lorsque les deux souches sont inoculées.
2 I » Les plantes de feve inoculées par les deux souches montrent un
3 ¥ EL \ aspect plus sain que les plantes non inoculées /
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Aspect des racines des plantes de féve montrant un meilleur développement aprés

poids sec de [a biomasse aerienne W Poids sec des Nodules inoculation des souches NF2 et VGNF que la plante non-inoculé

/En Conclusion: A

> Le criblage par des outils moléculaires (genes nifH et NodD) constitue un moyen rapide et efficace pour 1’obtention de nouvelles souches PGPM

> I’inoculation des plantes de feve par la souche Azotobacter chroococcum VGNF8 augmente significativement la relation symbiotique entre la souche Rhizobium
leguminosarum NF2 et les plantes inoculées.

\ > Les souches promotrices de la croissance des plantes (PGPM) expriment des effets synergétiques pour la nodulation des légumineuses par les rhizobia. .
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