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Introduction

Le haricot commun (Phaseolus vulgaris L.) est une 1égumineuse a graine appartenant a la
famille des Fabaceae. C‘est I’espece la plus importante sur le plan économique au sein du genre
Phaseolus. En effet, elle constitue plus de 90 % de la production mondiale de haricot et
représenterait le tiers de la production mondiale des 1égumineuses (Uebersax et al., 2023).
L’espece est cultivée dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées (FiBL, 2021). Elle
est généralement cultivée pour ses graines seches (haricot sec) ou ses gousses immatures
(haricot vert) qui sont consommées cuites mais dans certaines régions, ses feuilles sont utilisées
comme légume-feuille et plante fourragere. Le haricot sec est le 1égume sec le plus consommé
au monde. En Cote d’Ivoire, les données sur la production nationale du haricot sec sont
quasiment inexistantes (Ossey et al., 2021). Cette 1égumineuse possede une richesse en
protéines composées d’acides aminés essentiels comme la lysine, la phénylalanine et la leucine.
En plus de sa richesse protéique, le haricot sec possede une teneur importante en fibres,
glucides, vitamines et minéraux. Cette plante est riche en fer et zinc ; la carence de ces deux
minéraux affecte plus de 2 milliards de personnes dans le monde (Mirindi et al., 2018). Toutes
ces caractéristiques font du haricot sec une denrée de bonne valeur nutritive et constitue de ce
fait, une source protéique peu coliteuse dans I’alimentation des populations des pays en voies
de développement (Ntamwira et al., 2017). Par ailleurs, des études menées par Kouakou et al.
(2013) ont démontré que cette légumineuse possede des propriétés anticancérigenes,
antioxydantes et sa consommation permet de lutter contre les maladies cardiovasculaires ainsi

que I’hypo-glycémie.

Malgré ses nombreux atouts, le haricot sec reste une ressource encore mal exploitée en Cote
d’Ivoire. Son niveau de consommation est faible contrairement aux autres légumineuses
alimentaires comme le soja, le niébé et I’arachide (PNIA, 2017). La raison qui pourrait
expliquer cette situation est que la culture du haricot sec est marginalisée dans ses zones de
productions (Noupé et al., 2021). En effet, seules les femmes en milieu rural la pratiquent et
uniquement que pour la consommation familiale. Aussi, ces dernicres utilisent-elles des
semences « tout-venant » avec de faibles rendements sans apport de fertilisants (MINADER,

2009).

Alors pour accroitre les productions agricoles, les méthodes naturelles de restauration de la
fertilit¢ des sols (jachére) ont été abandonnées au profit de celles basées sur 1’utilisation
d’engrais et pesticides de synthése. Ces intrants chimiques apportés au sol sont souvent
inappropriés avec des conséquences néfastes sur I’environnement et la santé humaine (Konaté

et al., 2015). Par contre, la technologie d'inoculation utilisant des rhizobactéries associées au
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haricot commun pourrait constituer une source agroécologique de fertilisation pour accroitre sa

production et revaloriser sa culture.

Dans cette association symbiotique, les bactéries fixent 1’azote atmosphérique et le transforment
en ammoniaque assimilable par la plante. Cette derniere a son tour fournit aux bactéries des
substrats énergétiques. La symbiose entre les rhizobia et les légumineuses produit plus de la
moiti¢é de I’azote qui provient de 1’atmosphére (Shankar er al., 2012) et représente une
alternative a I’utilisation des intrants chimiques (Gholami ez al., 2012). Elle constitue ainsi un
moyen économique et écologique pour améliorer la productivité agricole (N’Gbesso et al.,

2013).

Des études réalisées sous divers cieux ont montré qu’il existe des rhizobia efficients, compétitifs
et capables d’améliorer la production du haricot commun. Yadav et al. (2018) au cours de leurs
travaux ont isolés des sols de I’Hymalaya des rhizobia capables de noduler et d’améliorer la
croissance du haricot commun. Au Kenya, Kawaka et al. (2014) ont démontré la présence de
rhizobia locaux aux performances potentiellement supérieures aux inocula commerciaux et
pouvant étre exploités pour améliorer la culture du haricot. Si dans ces différents milieux,
I’utilisation de rhizobia dans la culture du haricot commun a déja été réalisée, ce n’est pas le
cas de la Cote d’Ivoire ou peu informations sur les rhizobia de cette plante sont disponibles. En
Cote d’Ivoire, les études sur 1’utilisation des rhizobia ont porté essentiellement sur le soja
(Amani et al., 2020) et le pois bambara (Guei et al., 2020). C’est dans ce contexte que s’inscrit
cette étude qui a pour objectif général de contribuer a I’amélioration de la production du haricot
sec par la mise a la disposition des producteurs des inocula de rhizobia éfficients. De fagon

spécifique, il s’est agi de :
- identifier des accessions de haricot commun les plus performantes ;

- constituer une collection de rhizobia locaux nodulant le haricot commun et adaptés aux

conditions environnementales ;

- s¢lectionner les souches locales de rhizobia performantes compétitives capables d’améliorer

la production du haricot commun ;

- Décrire la diversité spécifique des rhizobia sélectionnés par les outils de la biologie

moléculaire.
Pour atteindre ces objectifs, quatre hypotheses ont été formulées a savoir :

- il existe des variétés de haricot introduites et/ou locales prometteuses ;
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- une diversité de rhizobia locaux adaptés aux conditions environnementales et anthropiques

locales établit une symbiose efficace avec le haricot commun ;
- ces rhizobia locaux améliorent la production des différentes variétés de haricot ;

- les rhizobia capable d’améliorer le rendement du haricot commun sont génétiquement
diversifiés.

Le présent document est organisé en trois parties en plus de I’introduction, la conclusion, les
perspectives de recherche et les références. La premiere partie consacrée a la revue
bibliographique fait une synthese de la littérature sur le haricot, les rhizobia et la symbiose
rhizobia-légumineuse. La deuxieme partie relative aux matériel et méthodes, décrit la zone de
I’étude, le matériel utilisé et la méthodologie mise en ceuvre pour la réalisation des
expérimentations. Dans la troisieme partie, les résultats obtenus suite aux différents essais

réalisés sont exposés puis discutés.
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1. HARICOT COMMUN (Phaseolus vulgaris L.)

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille des Fabacées. C’est
la troisieme famille de plante la plus importante par le nombre d‘espéces apres les Astéracées
et les Orchidées (Schneider & Huyghe, 2015). Ces plantes sont caractérisées par des fleurs
papilionacées (en forme de papillon) et une gousse contenant des graines. Elles ont la capacité
de fixer 1’azote atmosphérique par I’établissement d’une relation symbiotique avec des
bactéries fixatrices d’azote (Schneider et al., 2015). Cette famille est treés diverse et est
subdivisée en trois (03) sous-familles que sont les Mimosoideae, regroupant des arbres, des
arbustes ou des herbes, parfois grimpantes ; les Césalpinoideae, regroupant surtout des arbustes
ornementaux et les Papilionoideae. La sous-famille des Papilionoideae représente des plantes
herbacées et plus rarement les arbres et arbustes. Cest la plus large de ces trois sous-familles,
avec 28 tribus différentes. Ce travail de thése s’intéresse a I’espéce Phaseolus vulgaris (haricot

commun), une légumineuse de la sous-famille des Papilionoideae.
1.1. Origine, domestication et distribution géographique

Le haricot commun est une plante originaire de la zone intertropicale d’Amérique (Chacon-
Sénchez, 2018). Avant sa domestication, le haricot était une liane pérenne, avec des fleurs
violettes, des gousses peu charnues, filandreuses et avec des graines de tres petite taille. I1 a été
domestiqué simultanément dans 3 zones différentes a savoir : I’Amérique Centrale (Mexique,
Guatemala...), le Nord et le Sud des Andes (Colombie, Venezuela, Equateur, Pérou, Bolivie,
Nord du Chili et d’Argentine). Des preuves archéologiques ont indiqué que le haricot est une
plante domestiquée depuis 6000 avant Jésus-Christ au Pérou et en 5000 avant J.-C. au Mexique.
Puis, il a été transporté vers d’autres continents depuis le XVle siécle (Uebersax et al., 2023).
Le haricot commun fut introduit pour la premiere fois en Europe par Christophe Colomb qui le
découvrit a Cuba (Nuevitas). En Afrique, elle serait due a des marchands portugais via Sofala
(Mozambique), Zanzibar et Mombasa. La diversité génétique de la plante ainsi que des preuves
linguistiques démontrent que la plante est devenue une culture essentielle d’abord dans les
régions d’altitude de I’Afrique centrale (au Rwanda et au Burundi) avant les autres régions

d’Afrique (Shamseldin & Velazquez, 2020).

Aujourd’hui, le haricot commun a une importance mondiale, en particulier en Amérique du

Nord et du Sud, en Europe et en Afrique (Parker & Gepts, 2021).
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1.2. Description de la plante
1.2.1. Description taxonomique

Le haricot commun appartient au genre Phaseolus. La premiere description botanique du
haricot commun a été faite par les botanistes Tragus et Fuchs en 1542 sous le nom de Smilax
hortensi. Le mot « haricot » désigne a la fois le fruit, la graine et la plante qui les produit. Il est
dérivé de « ayacolt », nom de ce légume en nahuatl, langue parlée par les azteques. Le nom
générique de Phaseolus a été introduit par Linné en 1752 qui avait classé en deux especes les
haricots connus a son époque. Il s’agit de Phaseolus vulgaris et Phaseolus nanus, distinguant
ainsi les formes grimpantes et les formes naines (De Ron et al., 2015 ; Chavez-Servia et al.,
2016). Le genre Phaseolus comprenait plus de 200 especes, mais en 1974, Verdcourt en a
rattaché un grand nombre au genre Vigna. Finalement apres plusieurs révisions, Deboucq, en
1988, a recensé 56 especes dans ce genre. Quatre (04) especes du genre Phaseolus seulement
ont un intérét agronomique. Ce sont Phaseolus vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L. et P.
acutifolius A (Tableau I). Cependant, P. vulgaris est 1'espece la plus largement cultivée (Porch

et al., 2013).

Regne : Plantes (Plantae)
Sous-regne : Tracheophytes (Tracheophyta)
Division : Angiospermes (Magnoliophyta)
Classe : Dicotylédones (Magnoliopsida)
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Sous-famille  : Faboideae
Tribu : Phaseoleae
Sous-tribu : Phaseolinae
Genre : Phaseolus
Espece : Phaseolus vulgaris
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Tableau I : especes de haricot cultivées et leur intérét pour la sélection

Nom botanique

P. acutifolius

P. coccineus

P. lunatus

P. vulgaris

Nom commun

Germination

Caractéristiques

Zone de culture

Intérét pour la

sélection

Photo des graines

Tepary bean
Epigée
Petites gousses
Régions seches

Résistante a la sécheresse

et aux bactéries

Haricot d'Espagne

Hypogée

Souvent grosses graines

Tropicales d'altitude

Résistant aux basses

températures et aux virus

d’allogamie

Haricot de Lima
Epigée
Lignes radicales sur

graines

Tropicales humides

Résistante a la sécheresse

et aux bactéries

Haricot commun
Epigée
Polymorphes
Tropicales, tempérées

Résistant aux basses

températures et aux virus

d’allogamie

Source : Rana et al. (2015)

P : Phaseolus
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1.2.2. Description botanique

1.2.2.1. Appareil végétatif
v/ Systéme racinaire

Phaseolus vulgaris L. est une plante herbacée annuelle, 1égerement pubescente. La plante
présente une racine principale pivotante a partir de laquelle de nombreuses racines secondaires
de 10 a 15 cm se développent (Debouck, 2021). Les racines du haricot, comme celles de toutes
les 1égumineuses, sont le siege du phénomene de nodulation provoquées par l'infestation par

des bactéries du genre Rhizobium (Chavez-Servia et al., 2016).
v Tige

C’est I’axe central de la plante et elle est formée par une suite de nceuds et d’entre-nceuds. Au
niveau des nceuds se trouvent des feuilles et des bourgeons axillaires. La tige est herbacée et
son diametre est supérieur a celui des rameaux (Karavidas et al., 2022). Elle tend a étre verticale
et anguleuse ou presque cylindrique et peut présenter des variations de couleur allant du vert au
violet. Cependant, selon 1’habitus de croissance de la variété, la tige peut étre droite (haricots
nains a port érigé), rampante (haricots a rames a port volubile) ou semi-rampante faisant du
haricot une plante tres polymorphe. Les haricots a rames ont une tige grimpante peu ramifiée
et peuvent atteindre 2 a 3 m de hauteur. Les types nains sont les plus ramifiés avec un port

buissonnant ou dressé de 40 a 60 cm de haut (Loko et al., 2018).
4 Feuilles

De couleur verte ou pourpre, elles sont attachées a la tige et aux rameaux en différents points
(nceuds) par un pétiole. Des deux cotés de la gaine, se trouve deux petites lames vertes ou
stipules qui constituent une caractéristique importante de la systématique des légumineuses
(Martinez-Martinez et al., 2018). Cette plante possede deux types de feuilles : les feuilles
simples et les feuilles composées. Les feuilles simples (unifoliées) aussi appelées feuilles
primaires sont opposées et apparaissent au premier nceud de la tige. Elles se forment dans la
graine pendant I’embryogenese et tombent avant que la plante soit completement développée
(Debouck, 2021). Les feuilles du haricot typique appelées feuilles adultes sont présentes a partir
du troisieme nceud. Elles sont trifoliolées (composées), alternées, habituellement ovales et
mesurent entre 7,5 et 14 cm de long sur 5,5 a 10 cm de large. La foliole centrale ou terminale
est symétrique et acuminée ; les deux latérales sont asymétriques et également acuminées (Rana

et al., 2015).
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1.2.2.2. Appareil reproducteur
v" Fleurs

Les fleurs sont hermaphrodites, zygomorphes, réunies en inflorescences axillaires ou terminales
de 4 a 10 fleurs (Figure 1F), de couleur tres variable selon les variétés allant du blanc verdatre
au carmin (Figure 1B), (Barikissou et al., 2012). Le calice est campanulé avec les 5 sépales
soudés tandis que la corolle est dite papillonacée et formée de cinq pétales inégaux et tres
différenciés. Les étamines quant a elles sont diadelphes. Neuf (09) d'entre elles sont soudées
par le filet, la dixieme étamine étant libre. L'ovaire est supere et formé d'un seul carpelle avec
un placenta pariétale comportant une loge de quatre a huit ovules. Les fleurs, fermées
(cléistogamie), favorisent une fécondation principalement autogame. Ce caractere contribue au

le maintien de variétés stable en facilitant la sélection de lignées pures (Abid et al., 2009).
v Fruits

Les fruits sont des gousses appelées également « cosses », déhiscentes, droites ou plus
généralement courbes, a bec proéminent avec une section pouvant étre cylindrique, ovale ou
aplatie (Figure 1C), (Yathindra et al., 2017). La cosse est charnue lorsqu’elle est immature,
verte ou jaune, souvent rouge ou violette, de forme et de longueur variable, (8 a 20 cm de long
et 1 a2 cm de large). Elle comporte jusqu'a 12 graines par cosse, mais la plupart des variétés

possedent entre 4 et 6 graines (Das et al., 2014).
v" Graines

Les graines sont réniformes a globuleuses, oblongues ou ellipsoides, de longueur allant de 0,5
a2 cm. Le tégument peut étre noir, blanc ou revétit de différentes nuances de jaune, brun, rouge
ou rose, parfois a motifs marbrés ou panachés (Figure 1D) selon les variétés (Los et al., 2018).
Les parties extérieures les plus importantes de la graine sont le testa ou enveloppe qui
correspond a la couche placentaire de 1’ovule, le hyle ou cicatrice sur le co6té concave laissée
par le fumicule qui unit la graine au placenta, le micropyle qui est une ouverture de I’enveloppe
pres du hyle (Figure 1E). C’est par cette ouverture que se produit I’absorption d’eau. En outre,
les graines sont exalbuminées et composées d’un embryon a deux cotylédons volumineux. Dans
ces cotylédons s'accumulent les réserves nécessaires au développement future de la plantule
avant I’apparition des premieres feuilles chlorophylliennes (Figure 1E), (Uebersax et al., 2023).
Les graines peuvent garder leur pouvoir germinatif trois a cinq ans apres leur récolte. Leur

germination est dite « épigée » (Figure 1A) car la croissance de I'hypocotyle entraine le
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déploiement des cotylédons hors du sol pendant que la radicule s'enfonce dans le sol (Figure

1A), (Punia et al., 2020).

Embryon

Cotylédons

Figure 1 : quelques aspects morphologiques du haricot commun
A : germination épigée du haricot ; B : fleur ; C : gousses ; D : graines ; E :
Structure de la graine ; F : quelques parties d’un plant de haricot 1, inflorescence ; 2, rameau en fruits ; 3,

graines. (Uebersax et al., 2023)

1.3. Ecologie de la plante

Les températures moyennes les plus idéales pour la culture du haricot se situent entre 15 et 23
°C. La plante peut supporter des températures allant jusqu’a 35°C, mais cela aboutit souvent a

I’avortement des fleurs. Cependant, elle est sensible aux températures basses (Alemu, 2017).

La culture du haricot a besoin de 300 a 400 mm d’eau, régulierement répartie, avec une période
critique en début de floraison. La sécheresse provoque le flétrissement et la coulure des fleurs
alors que I’humidité excessive favorise le développement des maladies cryptogamiques comme
I’anthracnose et peut déclencher des chloroses en début du cycle. Le haricot préfere les sols a

texture moyenne, bien drainés et aérés de plus de 0,5 m de profondeur (Renard et al., 2007).
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I1 est sensible a I’acidité du sol, y compris les toxicités a I’aluminium et au manganése qui lui

sont associées. Le pH optimal est de 6 a 7,5 (Alemu, 2017).

1.4. Importance de la culture

1.4.1. Importance socio-économique du haricot

La production mondiale totale de haricot sec et la superficie récoltée en 2020 étaient
respectivement de 27,5 millions de tonnes et de 34,8 millions d’hectares (Uebersax et al., 2023).
Les pays comme le Myanmar, 1'Inde, le Brésil, la Chine, les Etats-Unis, le Mexique et la
Tanzanie représentaient les deux tiers de la production mondiale de haricot sec. La Chine est le
principal producteur de haricot sec (avec 17 millions de tonnes en 2011, soit 77% de la

production mondiale totale), (FAO, 2022).

L’ Afrique produit 26 % de la production mondiale de haricot sec dont 70 % est fournie par
I’Afrique de I’Est et Central. En effet, I’espéce est bien établie dans plusieurs pays africains,
mais c’est en Afrique centrale que sa culture est plus intensive. Les gros producteurs d’Afrique
tropicale, avec des superficies cultivées variant de 100 000 a 600 000 ha par an, sont la
République Démocratique du Congo, le Rwanda, le Burundi, 1I’Ethiopie, le Kenya, ’Ouganda,
la Tanzanie, le Malawi, I’ Angola et le Mozambique (CTA, 2010 ; Beebe et al., 2014).

Le haricot prend une part importante dans la diete des populations dans la région des Grands
Lacs comme le Burundi, la République Démocratique du Congo et le Rwanda ou environ 50 a
60 kg de haricots secs sont consommés par an et par habitant représentant le record mondial de
consommation. Contrairement a I’Ethiopie ou 90 % de la production est commercialisée, la plus
grande part des haricots secs produits en Afrique tropicale est autoconsommé (CTA, 2010).
Malgré son importance, le haricot sec demeure une culture marginale en Cote d’Ivoire. Aucune

donnée sur sa production nationale n’a pu étre fournie par les statistiques (Ossey et al., 2021).
1.4.2. Importance nutritionnelle

Le haricot est une denrée treés nutritive qui contient de faibles teneurs en lipides et des teneurs
tres élevées en protéines. Les protéines des grains du haricot sont tres proches de celle de la
viande de mouton. Il constitue un aliment de base dans certains pays en développement,
notamment en Amérique Latine et en Afrique orientale. En effet, le haricot joue un grand role
dans la couverture des besoins alimentaires en protéines pour les populations de ces pays en
compensant leur manque de source de protéines animales (De Ron et al., 2015). Les grains du
haricot constituent aussi un complément nutritionnel indispensable pour les régimes

alimentaires a base de céréales (riches en méthionine) ou de tubercules amylacés (Nzungize,
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2012), en leur apportant un ou plusieurs autres acides aminés essentiels dont la lysine. Il est
également une bonne source de vitamines et de minéraux (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, thiamine,
niacine et vitamine B6) ; ce qui permet de lutter contre la malnutrition infantile (Shang et al.,

2016).
1.4.3. Importance agronomique

La culture du haricot contribue a la fertilisation du sol a travers la fixation symbiotique de
I’azote en association avec les bactéries du genre Rhizobium (Kumar, 2020). Le haricot peut
s'intégrer dans le systeme de production biologique qui utilise la bio-fertilisation. A cet effet, il
est utilisé avec d'autres légumineuses dans les systemes de rotations culturales ou associé a
d'autres cultures, particulierement les céréales, afin d'améliorer le statut azoté du sol, de
diminuer les colits de fertilisation et de limiter la pollution. Il favorise le développement des
mycorhizes qui améliorent la nutrition phosphatée des plantes lors d'une carence en phosphore,
et augmente le degré d'infection des autres plantes par ces micro-organismes bénéfiques

(Kazadi et al., 2020).
1.4.4. Importance médicinale

Utilisées en poudre ou en infusion, les gousses du haricot favorisent 1’élimination urinaire et
I’évacuation des toxines. Elles réduisent légérement le taux de glucose dans le sang et sont
indiquées dans le traitement du diabete. La poudre saupoudrée sur 1’eczéma, calme les

démangeaisons et asseche la peau (Huignard et al., 2011).
1.5. Mode de consommation

La consommation du haricot se fait sous trois formes dont les grains secs, frais et les gousses
(haricots verts). Dans certains pays occidentaux, le haricot est consommé sous forme de farine.
Les feuilles aussi sont parfois consommées en Amérique centrale ou en Afrique comme aliment
de disette (Celmeli et al., 2018). Cependant, en raison de sa facilité de conservation, les grains

secs sont la forme de haricot couramment utilisée (De Ron et al., 2015).

1.6. Contraintes liées a la culture du haricot
La culture du haricot est sujette a de nombreuses contraintes qui peuvent entrainer d'importantes
pertes de production. Ces pertes en Afrique tropicale s'estiment a plus de 50 % chaque année

(Silué, 2009).

L’une des contraintes liées a la culture du haricot commun est la sélection inadéquate de ses

semences. En effet, de nombreux agriculteurs ont des difficultés a trouver des variétés a bon
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rendement et adaptées aux conditions locales. A cela s’ajoute, la gestion peu fiable des
semences du fait d’un mélange de variétés (locales et améliorées) sur une méme parcelle. Cette
situation conduit progressivement a la perte des caractéristiques des variétés améliorées (FiBL,

2021).

Une autre contrainte a la culture du haricot est la dégradation du sol. La production de haricot
en Afrique est fortement limitée par la faible fertilit¢ des sols notamment en azote et en
phosphore. Cependant, sous les tropiques, le haricot est fréquemment cultivé sur des sols
marginaux caractérisés par une forte acidité, un faible capacité d’échange cationique et une
forte désaturation. Par ailleurs, des éléments comme le Ca, Mo, Co, B, Cu et Zn sont soit
déficitaires ou convertis en une forme non assimilable pour la plante alors que tres
indispensables pour assurer le potentiel d’assimilation symbiotique de la 1égumineuse (Lunze

et al, 2012 ; Kanyenga et al., 2016).
Aux contraintes sus-citées s’ajoutent les attaques dues aux ravageurs et maladies.
1.6.1. Ravageurs

Le haricot est ravagé par les acariens, les nématodes et aussi les insectes qui causent les dégats
les plus importants (Shoorooei et al., 2018). Ils attaquent tous les stades de développement de
la plante méme jusqu'a l'entreposage. Les principaux insectes du haricot sont entre autre le ver
des jeunes pousses (Agrotis spp., Spodoptera sp. ), l'asticot des jeunes tiges Ohpiomyia
phaseoli, O. spencerella, O. centrosematisy, le coléoptere des feuilles (Qotheca bennigseni et
O. mutabilis), le boreur des gousses (Helicoverpa amigera et Maruca vitrala), la punaise des
gousses ( Clavigralla sp.), les aphides vecteurs du virus de la mosaique du haricot (Aphis sp.),
la mouche blanche (Bemishia tabaci) et la bruche du haricot stocké (Acantho scelidesobtectus

et Zabrotes subfasciatusi), (Buruchara et al., 2010).

1.6.2. Maladies

Le haricot commun est particulierement sensible aux maladies. Il est sujet a I’attaque de
nombreuses maladies virales, fongiques et bactériennes. Celles-ci sont extrémement variées et
sont aussi a l'origine de faibles rendements de la culture du haricot dans les pays en voie de
développement (Tang & Feng, 2023). Parmi celles-ci, la maladie des taches anguleuses des
feuilles est la plus importante et celle qui affecte la production du haricot en Afrique (Etana,
2022). Elle est causée par le champignon Phaseo isariopsis griseola ou Isariopsis griseola et

est tres répandue car aussi présente dans les régions tropicales et subtropicales d'Amérique

Centrale et du Sud (Worrall et al., 2015).
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1.7. Moyens de lutte

La lutte contre les ravageurs et les maladies repose sur la combinaison de différentes méthodes.
Ce sont entre autres 'emploi de variétés tolérantes et de semences saines indemnes de germes
pathogenes ou traitées par des fongicides, la rotation culturale, l'irrigation maitrisée et sans
exces et l'emploi de fongicides et d'insecticides adaptés (Barrera et al., 2022). De récentes
recherches ont mis en évidence des sources de résistance de certaines especes de haricot vis-a-
vis de certaines pathologies. C'est le cas de la maladie des taches anguleuses ou des especes
tolérantes de haricot ont été identifiées dans la collection de P. vulgaris du CIAT et aussi a
I'intérieur des especes P. coccineus et P. polyanthus (Delhove et al., 2023). Aussi, des
sélectionneurs ont développé une résistance durable a la rouille du haricot et mis en évidence
I'existence des sources de résistance a l'anthracnose, a la fonte de semis, a la mosaique

commune du haricot (Meziadi et al., 2017 ; Singh et al., 2020 ; Ketta & Hewedy, 2021).

En Cote d'Ivoire, la méthode employée contre les maladies et ravageurs du haricot vert est basée
sur la lutte chimique. L'utilisation de fongicides et d'insecticides sont les premiers moyens de
lutte. Des méthodes culturales sont conseillées aux producteurs, mais elles ne sont pas toujours

suivies (Goudjo et al., 2023).

1.8. Itinéraires techniques de la culture

1.8.1. Préparation du sol

La préparation du sol se fait par le défrichage, 1’abattage des arbres, le sarclage, le labour (20 a

25cm de profondeur), (Delhove et al., 2021).
1.8.2. Semis

La densité de semis differe selon que 1’on cultive le haricot en association ou en culture pure.
Le semis peut se faire a la main ou par les engins agricoles. En culture pure, la distance de
plantation est de 20 cm x 40 cm. En respectant cette marque de plantation et en semant deux
graines par poquet, la densité de semis est estimée a 250 000 pieds par hectares. En culture
associée avec le mais, par exemple, I’on procédera par une distance de plantation de 15 cm x
90 cm si le mais est semé avec une distance de 50 cm x 90 cm. Ce qui suppose que I’on aura
deux (02) plants de haricot entre deux (02) pieds de mais sur la ligne. En semant deux graines

par poquet, I’on aura 150 000 pieds/ha (Miklas et al., 2022).
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1.8.3. Fertilisation du sol

Pour se développer, le haricot produit en symbiose avec les rhizobia une bonne partie de
I’engrais dont il a besoin. Il produit surtout de I’azote. Un apport d’engrais riche en phosphore
et surtout en élément potassique est conseillé au moment du semis a raison de 200 kg a I’hectare

(Uebersax et al., 2022).
1.8.4. Entretien de la culture

1.8.4.1. Irrigation

En plein champ, les besoins en eau de la culture sont trés importants apres semis pour assurer
une homogénéité dans la levée et dans la qualité de la récolte. En contre saison, I’irrigation est
importante au moment de la floraison et de la fructification pour assurer la qualité des gousses.

L’irrigation peut se faire par aspersion ou par voie gravitaire (Augagneur et al., 2022).
1.8.4.2. Désherbage

Il est conseillé de faire deux (02) sarclages. Le premier sarclage se fait 2 a 3 semaines apres le

semis et le deuxieme apres 5 a 6 semaines. (Delhove et al., 2021).
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2. RHIZOBIA

La fixation biologique de l'azote est un processus permettant la production de substances
protéiques a partir de I'azote atmosphérique (Mendoza-Suérez et al., 2020). C’est une voie
importante d'entrée de 1'azote dans le cycle biogéochimique. Différents microorganismes sont
capables de fixer l'azote atmosphérique sans €tre en association symbiotique tels que les
microorganismes libres (Azospirillum, Azotobacter). La fixation d’azote étant énergétiquement
coliteuse, certaines especes de microorganismes effectuent cette réaction lors d’interactions
symbiotiques avec des plantes. Ce sont les fixateurs symbiotiques. Cette partie de la généralité
est consacrée a la présentation de ces bactéries notamment celles associées au haricot ainsi qu’a

I’étude de leur diversité.
2.1. Découverte et taxonomie

Rhizobium, du grec rhiza : racine et bios : vie est un terme générique dérivé du premier genre
bactérien Rhizobium décrit au XIX*™ siecle comme des bactéries qui vivent dans le sol avec le
potentiel de noduler des légumineuses (Ormefio-Orrillo et al., 2015). En effet, le premier
isolement et la premiere culture pure de bactéries fixatrices d’azote a partir d’un nodule de
légumineuse remonte 2 la fin du XIX®™ siecle par Beijerinck (Coba de la Pefia et al., 2018).
L’année suivante, cette bactérie est appelée Rhizobium leguminosarum (Sachs et al., 2018). Les
différentes especes de Rhizobium découvertes ensuite ont été nommées en fonction de leur
légumineuse partenaire. Par exemple, les bactéries a croissance rapide issues de Phaseolus
vulgaris (haricot) sont nommées R. phaseoli et celles extraites de nodules de Trifolium sp.
(trefle) sont appelées R. trifolii. R. lupinii quant a lui est associé€ au genre Lupinus (Poole et al.,
2018). Une cinquantaine d’années plus tard, un nouveau genre a été créé pour rassembler les
bactéries a croissance lente tel que le genre Bradyrhizobium (Via et al., 2016). Ainsi, le genre
Rhizobium, composé de trois (03) especes (R. melitoli, R. loti et R. leguminosarum) est
caractérisé par une croissance rapide. Le genre Bradhyrhizobium, quant a lui, est composé de 2
especes (B. japonicum et Bradhyrhizobium sp) et se caractérise par une croissance lente. La
découverte de R. fredii, une bactérie a croissance rapide capable d’induire des nodules chez le
soja, a montré qu’une légumineuse pouvait s’associer a des especes de rhizobia tres différentes,
remettant alors en question le critere de nomenclature des rhizobia en fonction de leur hote
(Thilakarathna & Raizada, 2017). L’espeéce Rhizobium fredii a par la suite ét€ inclue dans un
deuxieme genre de bactéries a croissance rapide, le genre Sinorhizobium (Masson-Boivin &

Sachs, 2018).
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Grace aux progres technologiques utilisés en taxonomie qui se basent sur des criteres
morphologiques, physiologiques ainsi que sur l'analyse des séquences d'ADN, des bactéries
appartenant a différents genres et classes taxonomiques sont aujourd’hui connues pour leur
capacité symbiotique (Franche et al., 2009). Plus de 70 especes de rhizobia sont alors identifiées
et réparties dans 12 genres différents regroupés en 2 classes dont les a-protéobactéries et les -
protéobactéries. La plupart des bactéries nodulant les 1égumineuses appartiennent a la classe
des a- protéobactéries et se répartissent au sein de 10 genres bactériens. Ce sont Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Devosia, Ensifer, Mesorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum,
Phyllobacterium, Rhizobium et Shinella (Figure 2). Les - protéobactéries contiennent 2 genres
bactériens qui nodulent les 1égumineuses. Il s’agit des genres Burkholderia et Cupriavidus

(Figure 2), (Gyaneshwar et al., 2011).

Xanthomonas
Pseudomonas

Ralstonia
Phyllobacterium

Mesorhizobium

Cupriavidus Devosia

Agrobacterium
Shinella
Sinorhizobium
Rhizobium
<~ Ochrobactrum
Bruceiia

Burkholderia e ‘5

~
Bordetella
Bartonola

Azorhizobium
Neisseria

IR Methylobacterium
Rickettsia Ahodopseudomonas.  gragyrhivobium

Figure 2: arbre phylogénétique de I’ADNr 16S a-, B et y-protéobacteries

Les genres en gras contiennent les rhizobia nodulant les Iégumineuses
(Source : Masson-Boivin et al., 2009)

2.2. Caractérisation morphologique et diversité écologique des rhizobia

Les rhizobia sont des bactéries telluriques, a gram négatif, non sporulées, hétérotrophes,
strictement aérobies, appartenant a la famille des rhizobiaceae et mobiles a I’état jeune, bacilles
(0,5 um de diametre et 1,2 a 3 um), (Nakei ef al., 2022). 1ls se développent bien dans le sol et
sont généralement présents dans la terre cultivée. Etant mésophiles, leur température optimale

de croissance se situe entre 25 et 30°C. La plupart des rhizobia préfere la neutralité du pH.
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D’autres par contre tolérent les pH acides. C’est le cas de Bradirhizobium japonicum qui
supporte des pH de 1’ordre 3,5 a 4 ; ou alcalin jusqu’a pH 12 (Wekesa et al., 2022). Le YEM
(Yeast Extract Manitol) est le milieu d’isolement et de culture des rhizobiums qui forment sur
milieu gélosé des colonies bombées, incolores, blanchatres ou crémées. Leur présence dans les
sols pauvres et dégradés des climats arides et semi arides témoigne de leur parfaite adaptation

aux conditions défavorables de I’environnement.
2.3. Spécificité d’hote

Les spécificités d’interaction entre les rhizobia et les 1égumineuses est I'une des principales
caractéristiques de la symbiose. Dans cette symbiose, le partenaire bactérien n’est capable de
s’associer qu’avec un nombre plus ou moins important de légumineuses hotes (Akter et al.,
2013). Inversement, une espece de légumineuse donnée ne pourra établir une association
symbiotique qu'avec une ou plusieurs especes de Rhizobia. Cette association définit le spectre
d'hotes de la légumineuse. Ces spécificités d’hote sont généralement dépendantes de la
composition des exsudats racinaires produit par la plante, ainsi que la nature de déterminants
moléculaires secrétés par les rhizobia appelés facteurs Nods (Andrews & Andrews, 2017). 11
est aussi possible que des souches d’une méme espece nodulent des légumineuses
taxonomiquement éloignées. Ainsi la notion de symbiovar (sv) a été introduite pour différencier
les bactéries d’une méme espéce mais qui possedent une gamme d’hoéte différente (Chen et al.,
2021). L’espece Rhizobium leguminosarum est probablement 1’une des plus connues avec les
symbiovars viciae pour le genre Vicia, trifolii pour le genre Trifolium et phaseoli pour le genre

Phaseolus (Hassen et al., 2020).
2.4. Rhizobia associés au haricot

Le terme Bacillus-Phaseolus a été appliqué au Rhizobium du haricot par Beijerinck afin de le
distinguer de toutes les autres souches de Rhizobium (Shamseldin & Velazquez, 2020). Plus
tard, Schneider proposa le nom de Rhizobium frankii var majus pour les rhizobia symbiotiques
en les distinguant de Rhizobium frankii var minus pour P. vulgaris (Andrews & Andrews,
2017). Cependant les désignations de Schneider n'étaient pas valables sur le plan taxonomique
et Rhizobium phaseolus devient la forme acceptée en 1926 (Poole et al., 2018). C'était I’une des
10 especes du genre Rhizobium décrit par Dangeard (1926) dans une nouvelle tribu des

Hyphodea de la famille des Bacteriaceae.

Selon la littérature, les souches de rhizobia nodulant le haricot peuvent étre séparées en deux

groupes.
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Le premier groupe contient les rhizobia qui forment des nodules effectifs chez le haricot. Ce
sont R. leguminosarum bv. phaseoli (Pattnaik et al., 2019 ; Chen et al, 2021), R.
leguminosarum bv. trifolii, R. etli, R. tropici, Rhizobium sp. BR816, GRH2, et Rhizobium sp.
NGR234. Le second groupe contient les rhizobia qui sont capables de former des nodules

ineffectifs tels que B. japonicum, A. caulinodans, et R. leguminosarum bv. viciae (da-Silva et

al., 2017 ; Goyal et al., 2021).
2.5. Etude de la diversité des rhizobia

Plusieurs méthodes basées sur des caractéristiques phénotypiques et génotypiques ont été

utilisées pour étudier la diversité des rhizobia.
2.5.1. Méthodes phénotypiques

L’information phénotypique est donnée par les protéines bactériennes et repose
principalement sur la détermination des caractéristiques morphologiques, biochimiques,
symbiotiques et physiologiques des bactéries via des techniques standardisées (Rajkumari et
al., 2022). Les méthodes couramment utilisées pour 1’identification bactériennes sont les tests
phénotypiques classiques. Ces tests concernent la caractérisation de la cellule et de la colonie
bactérienne (Dicenzo et al., 2022). Ils sont aussi basés sur la détermination de 1’activité de
différents enzymes et indiquent la capacité infective, effective, compétitive d’une souche
donnée. IIs reposent également sur la détermination de la vitesse de croissance de la bactérie,
la croissance en présence de substrats donnés et différentes variations de température, du pH,
de sels, d’antibiotiques, de métaux lourds ou a d’autres facteurs de I’environnement (Ormefio-

Orrillo et al., 2015 ; Chen et al., 2021).

Les tests phénotypiques classiques sont toujours admis comme étape primordiale pour la
description et I’identification des souches d’une méme espéce. Cependant pour certaines
bactéries, le manque de caractéristiques phénotypiques pose souvent des problemes pour leur
description ou leur différenciation (Lorite ef al., 2018). Dans ces cas, les méthodes génétiques
ou chimiotaxonomiques sont nécessaires pour identifier de maniere siire les souches. Ainsi, le
développement des systeémes miniaturisés et automatisés a rendu plus aisée la classification
des microorganismes par 1’approche phénotypique. Ce sont la composition des parois
cellulaires, FAME (Fatty Acid Methyl Ester ») ou analyse des acides gras cellulaires, SDS—
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate—PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), des protéines
cellulaires totales, MLEE (MultiLocus Enzyme Electrophoresis), les systémes commerciaux

miniaturisés (Galerie API, BIOLOG...), (Ormefio-Orrillo et al, 2015 ; Legesse, 2016 ;
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Dicenzo et al., 2022 et Rajkumari et al., 2022) :

- la composition des parois cellulaires est une approche qui peut servir a la
caractérisation des bactéries mais elle est utilisée plutot pour les bactéries a gram-
positif, car la composition de leur paroi contient une variabilité d’¢léments informatifs.

- La cellule bactérienne contient plus de 2000 protéines différentes, source importante
d’information pour la connaissance de la position taxonomique d’un organisme
bactérien. Alors, la méthode SDS-PAGE consiste en [’extraction des protéines
cellulaires totales que 1’on fait ensuite migrer sur gel de polyacrylamide en présence
de SDS. On obtient ainsi des profils caractéristiques de chaque souche bactérienne.

- La méthode FAME consiste en I’extraction des acides gras totaux de la cellule
bactérienne et I’obtention de profils d’acides gras qui sont caractéristiques de la souche
étudiée. Cependant, cette méthode doit procéder a une standardisation du milieu et des
conditions de culture, car la composition d’acides gras dans les cellules peut varier
selon les conditions environnementales.

- La technique MLEE est une méthode puissante qui consiste a extraire et charger sur
gel d’amidon des enzymes bactériennes (qui permet un meilleur découpage des bandes
que le gel de polyacrylamide). Ensuite les bandes sont mises dans des solutions pour
révéler la présence ou I’absence d’une enzyme. Dans le cas ou I’enzyme est présente,
sa mobilité est comparée pour les différents isolats.

- Les systémes commerciaux miniaturisés (Galerie API, BIOLOG...) sont une batterie
de tests de caractérisation de microorganismes en présence de substrats (croissance,
activité enzymatique...). Trés pratiques d’utilisation et performants, ces systémes
permettent de créer des bases de données intéressantes. Cependant ils restent coliteux

et leur fabrication n’est pas assurée dans le temps.
2.5.2. Méthodes moléculaires

Les méthodes moléculaires ciblent directement les acides nucléiques bactériens (ADN ou
ARN) pour étudier la localisation ou la variabilité en séquence des genes ou de fragments de
genes. Elles sont actuellement les méthodes dominantes de la taxonomie moderne,

conséquence des progres technologiques (Lardi & Pessi, 2018 ; Tounsi-Hammami ez al., 2019).

Les techniques (marqueurs) les plus utilisées chez les rhizobia sont la détermination du
pourcentage guanine + cytosine (% G + C), ’hybridation ADN : ADN, la caractérisation
plasmidique, la technique PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis), la méthode LMW (Low
Molecular Weight) et le séquencage de I’ADNr 16S (Yoneyama et al., 2019) que nous nous
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limiterons a décrire car utilisée dans le cadre de notre étude.

Les séquences d’ADN ribosomaux (ADNr 23S, 16S et 5S) présentes sous forme d’opérons
sont des marqueurs évolutifs relativement robustes de 1’ensemble du génome. Ces séquences
sont utiles pour 1’étude des relations phylogénétiques et I’évolution des espeéces microbiennes
au cours du temps chez tous les microorganismes (Rajkumari et al., 2022). Ces opérons
peuvent étre présents en un ou plusieurs exemplaires sur le chromosome. C’est principalement
I’ADN codant pour I’ARN ribosomique 16S qui est le marqueur moléculaire le plus utilisé
dans I’analyse des relations phylogénétiques bactériennes au niveau genre et espece (Helene
et al., 2022). Ce géne a comme avantage d’étre présent chez toutes les bactéries, d’étre
constitué de domaines hautement conservés entourant des domaines variables, de présenter
une taille d’environ 1500 pb aisément séquencgable et de fournir une séquence suffisamment
informative (Saranraj et al., 2021). Ces régions hautement conservées servent de cibles pour
des amorces dites "universelles" pour I’amplification in vitro par PCR (Polymerase Chain
Reaction) et le séquencage (Diédhiou & Diouf, 2018). Dans les années 1990, I’ADN 168 est
devenu le marqueur taxonomique le plus important chez les rhizobia conduisant a la répartition
des genres inclus dans la famille Rhizobiaceaee et la création d'un nouvel ordre appelé
"rhizobiales" proposé dans le Bergey’s Manual (Kuzniar et al., 2019). Ainsi 1’analyse
phylogénétique de I’ADNr 16S est trés utile pour classer les bactéries dans un rang
hiérarchique supérieur a l'espece. Lahry ef al. (2024) ont montré qu’en dessous de 97% de
similarité de séquences ARNr 16S, deux souches représentent potentiellement des especes
différentes. Plusieurs chercheurs ont utilis¢ I’ADNr comme une approche rapide pour évaluer
la variabilité génétique entre les souches de rhizobia (Jiménez-Guerrero et al., 2018 ; Ponndara
et al., 2024). Des études portant sur le s€quencage d’autres genes de ménage ont €té utilisées

pour détecter et identifier les especes bactériennes (Stackebrandt et al., 2002 ; Maiden, 2006).

2.6. Phylogénie moléculaire et méthodes phylogénétiques

2.6.1. Phylogénie moléculaire

La phylogénie est une discipline émergente qui permet d’étudier les especes afin de les classer
en fonction de leur ressemblance phénotypique ou en fonction de leur séquence génétique
(Nelson & Sadowsky, 2015). Elle est I’histoire évolutive qui révele les rapports existants entre
un groupe d’organismes avec un ancétre situé a un plus haut niveau taxonomique. La
comparaison des données obtenues pour les souches ou les especes par différentes approches
moléculaires permet 1’identification de groupes ou de taxons. Les différents taxons obtenus

peuvent alors étre comparés et utilis€s pour le tracage de lignées de filiation reconnues
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communément sous le nom d’arbre phylogénétique. Les relations phylogénétiques établies
entre les rhizobia sont actuellement basées principalement sur la comparaison des séquences

de I’ADN ribosomique 16S (Stepkowski et al., 2018).
2.6.2. Méthodes phylogénétiques

L’analyse en phylogénie moléculaire géneére des arbres phylogénétiques. Ces derniers
schématisent donc les liens unissant les taxons (ou organismes). Les feuilles de 1’arbre sont
représentées par les séquences connues des taxons. Sur les nceuds intermédiaires figurent les
ancétres a 1’origine de ces taxons et dont les séquences sont inconnues (Montiel et al., 2018).
Les taxons se situant aprés un nceud intermédiaire dans I’arbre forment des clades. Enfin, un
arbre peut étre enraciné si I’ancétre commun de toutes les séquences étudiées a pu étre

déterminé préalablement (Michaud, 2012).

11 existe plusieurs méthodes de reconstruction permettant d’inférer un arbre phylogénétique.
La premiére est basée sur I’observation simple de la distance entre des séquences prises deux
a deux. La méthode des distances est représentée par la méthode UPGMA (tombée en
désuétude), (Mustaq et al., 2024) ainsi que la méthode de Neighbor-Joining (NJ), (Lachance,
2022). Ces méthodes construisent des arbres non enracinés en incrémentant les séquences en
fonction de leur proximité avec les précédentes. Elles suivent un modele évolutif explicite,
c'est-a-dire basé sur I’observation des mécanismes évolutifs a I’ceuvre. La seconde s’intéresse
a I’état des caracteres qui divergent a chaque site des séquences (les colonnes de I’alignement),
c'est-a-dire qu’elle prend en compte la nature et la position des substitutions (transversion,

transition, indel).

C’est le cas des méthodes de maximum de parcimonie, de maximum de vraisemblance et
d’inférence bayésienne. Ces dernicres peuvent étre subdivisées en deux groupes : le maximum
de vraisemblance et I’inférence bayésienne, qui construisent un arbre phylogénétique en
suivant un modele explicite d’évolution, tout en calculant la probabilité de 1’organisation des
branches de 1’arbre, ainsi que de la longueur de ces branches. Ces méthodes génerent des
arbres enracinés puisque les modeles appliqués tiennent compte de la fleche du temps. Le
maximum de parcimonie, quant a lui, ne suit pas de modele explicite d’évolution, puisqu’il se
borne a comptabiliser le nombre de « pas mutationnels » nécessaires pour passer d’une

séquence a une autre au sein de 1’arbre (Shaktawat & Bhurani, 2019 ; Vaz et al., 2021).
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3. SYMBIOSE RHIZOBIUM-LEGUMINEUSE

Les symbioses fixatrices d’azote font intervenir les légumineuses et les Rhizobia. Dans ce
chapitre, ont été présenté le mécanisme d'établissement de cette symbiose et les facteurs qui

limitent son fonctionnement.
3.1. Définition de la symbiose

Etymologiquement, le terme symbiose signifie vivre avec. Au sens large, une symbiose
implique au minimum deux organismes vivants dont 1’association stable dans le temps existe
sous trois (03) aspects suivants les bénéfices retirés par I’'un ou I’autre des partenaires. Le
parasitisme profitera a I’'un des partenaires au détriment de 1’autre. Le commensalisme définit
une symbiose ou I’un des partenaires tire profit de son association a I’autre sans lui nuire. Enfin,
le mutualisme représente une association a bénéfice réciproque. Il devient alors possible pour
les deux partenaires de pouvoir se développer ensemble dans un environnement hostile ou peu
adapté (Masson-Boivin & Sachs, 2018 ; Goyal et al., 2021). La symbiose au sens strict est la
relation étroite bénéfique et réciproque entre deux organismes différents qui vivent ensemble.
Dans cette relation, le partenaire de plus grande taille est appelé hdte (ou macro-symbiote) et

celui de plus petite taille est nommé symbiote ou micro-symbiote (Walker et al., 2020).

Certains végétaux supérieurs ont acquis au cours de leur évolution la capacité d’établir des
associations symbiotiques avec des microorganismes du sol. Cette association est connue sous
le nom de la symbiose rhizobium-légumineuse (Jaiswal et al., 2021). Elle a pour but d’améliorer
I’acquisition des nutriments essentiels au développement des Iégumineuses et a lieu a I’intérieur
de cellules spécialisées de la racine de 1’hote végétal, les nodosités (Remigi et al., 2016). En
effet, c’est au sein de ces dernieres que les bactéries fixent 1’azote atmosphérique, grace a leur
activité nitrogénase, et le transferent sous une forme combinée assimilable a la plante (azote
ammoniacal ou ammoniac). En contrepartie, la plante fournit aux bactéries des substrats
carbonés provenant de la photosynthese (Chen et al., 2021). C’est donc un indubitable échange

bénéfique et réciproque entre les deux partenaires.
3.2. Intéréts de la symbiose Rhizobia-légumineuses

Cette symbiose permet a la légumineuse de se développer sur des sols carencés en azote et est
le facteur principal a l'origine du succes des Fabacées parmi les végétaux (Fossou et al., 2012).
La symbiose fournirait un cadre de reproduction idéal qui favoriserait 'évolution des bactéries
tout comme l'augmentation de la population des rhizobia spécifiques a la 1égumineuse hote

apres culture au niveau du sol (Schneider et al., 2015).
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La fixation de ’azote représente la plus grande part des apports d’azote au sol concourant ainsi
a la restauration de la fertilité azotée des sols (Bargaz et al., 2012). En effet, la moitié de la
fixation biologique d’azote est réalisée par cette symbiose, avec un taux allant de 10 a 300 kg
d’azote fixé par hectare et par an (Lindstrom et al., 2010). Elles contribuent ainsi a réduire
l‘utilisation des intrants azotés et est un excellent antécédent cultural a introduire dans les

systémes culturaux (N’gbesso et al., 2013).
3.3. Etapes de la fixation symbiotique

La mise en place de la symbiose rhizobium-légumineuse se caractérise par 3 étapes principales

(Bano & Igbal, 2016 ; Liu et al., 2020) :

- le dialogue entre les deux partenaires symbiotiques ;
- infection de la racine par la bactérie ;
- la formation d’un nouvel organe racinaire, la nodosité, au sein duquel se déroulent la

réduction et la fixation de I’azote atmosphérique.
3.3.1. Dialogue moléculaire et reconnaissance

La symbiose rhizobium-légumineuse débute par une reconnaissance mutuelle faisant intervenir
un dialogue moléculaire entre les deux partenaires (Figure 3), (Sharma et al., 2020). La plante
hote sécrete dans le sol des composés tels que des glucides, des acides organiques ainsi que
différents dérivés phénoliques pouvant induire des changements sur le microbiote du sol. Parmi
ces composés des flavonoides (flavone, chalcone, isoflavonoides ...) sont reconnus
spécifiquement par des protéines régulatrices bactériennes, majoritairement les protéines
NodD. Cette reconnaissance représente un premier niveau de spécificité de la symbiose. Les
rhizobia sont alors attirés vers les racines des légumineuses par chimiotactisme (Menéndez et
al., 2017). Une fois les flavonoides reconnus par le récepteur NodD, celui-ci va induire
I’expression coordonnée des génes de la nodulation (génes nod, noe et nol communément
rassemblés sous le terme genes nod) par l'intermédiaire de boites régulatrices (nod-box) situées
en amont des genes nod (Shumilina et al., 2023). Les produits des genes nod sont impliqués
dans la biosynthese de lipochitooligosaccharides (LCO) appelés facteurs Nod. Les facteurs Nod
sont pergus par la plante a de trés faibles concentrations d’environ 10 nM grice a la présence
des récepteurs membranaires LysM-RKs (Gough & Cullimore, 2011). Cette perception induit
chez la plante de multiples réponses et permet simultanément la courbure des poils absorbants

racinaires, 1'induction d'un méristeme et la formation des nodules chez la plante. Elle représente
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un second niveau de spécificité de la symbiose (Coba de la Pefia et al., 2018 ; Garcia-Calderén

et al., 2020).
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Figure 3 : dialogue moléculaire Rhizobium-Légumineuse

Le zoom montre un cordon d’infection allant le cortex racinaire vers un groupe de cellules en division, qui
deviendra le primordium nodulaire (Lindstrom et al., 2010)

3.3.2. Infection bactérienne

Il existe une variabilité de type d’infection des légumineuses par les rhizobia. Ces infections

peuvent se faire via trois mécanismes distincts.

Le premier mode d’infection, se fait par voie intercellulaire connue sous le nom de crack entry.
L’infection se fait généralement au niveau de passages libérés par I’émergence des racines
latérales ou adventives, par des blessures ou parfois directement a travers la lamelle moyenne
entre deux cellules du rhizoderme (Xu & Wang, 2023). Ce mode d’infection est connu chez de
nombreuses légumineuses d'origine essentiellement tropicale ou sub-tropicale telles que

Arachis hypogaea (Sharma et al., 2020).

Le second mode d'infection est observé chez Mimosa scabrella, Lupinus spp et Listia spp. Lors
de cette infection, les rhizobia pénéetrent directement entre les cellules épidermiques non
endommagées en dissolvant la lamelle moyenne des parois cellulaires radiales et envahissent
les cellules hotes a travers des structures semblables a des cordons d'infection (Czernic et al.,

2015).

Le dernier mode d’infection est le mode le plus courant et le plus étudié. Il a lieu a travers les
poils absorbants et se rencontre chez le soja et le haricot. Dans ce mode, 1’adhésion des bactéries
aux poils absorbants se fait grace a la présence de rhicadhésines (sécrété par les bactéries) et de

lectines (a la surface des poils racinaires), (Schwember et al., 2019).
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La fixation des rhizobia aux poils absorbants et 1’influence des facteurs Nod provoquent la
déformation des poils absorbants en une structure dite de crosse de berger (Rashid et al., 2015).
La courbure en crosse de berger picge les bactéries qui forment alors une micro colonie. En
parallele, la membrane plasmique du poil absorbant s’invagine puis une nouvelle paroi est
formée autour de cette invagination produisant le cordon d’infection qui est une structure
tubulaire (de Carvalho-Niebel et al., 2024). C’est a ’intérieur de cette structure que les bactéries
se divisent et progressent du cortex racinaire vers les cellules du futur primordium nodositaire,
site définitif de libération des bactéries. Ensuite, les bactéries pénetrent au sein des cellules
végétales grace a une invagination de la membrane plasmique via un phénomeéne d’endocytose

(Sachs et al., 2018).
3.3.3. Développement de la nodosité et types de nodules

C’est le primordium nodulaire qui se développera plus tard en nodule. Ainsi, les bactéries
isolées du cytoplasme de la cellule végétale par une membrane dite peribactéroidienne, forme
le symbiosome. A D’intérieur du symbiosome, les rhizobia subissent des changements
morphologiques et métaboliques, aboutissant a une différenciation en bactéroides (Geddes &
Oresnik, 2016). A ce stade, ces microorganismes fabriquent la nitrogénase, l'enzyme
responsable de la fixation de 1’azote. Au sein des nodosités, une protéine spécifique appelée
leghémoglobine est formée par synthese de globine par la plante et d’héme par le rhizobium.
Cette protéine confere a la région centrale de la nodosité une coloration rose. Sa fonction est de
maintenir une pression en oxygéne a un niveau assez bas dans I’environnement de la

nitrogénase (Tsyganova et al., 2021).

11 existe deux types majeurs de morphologie nodulaire chez les 1égumineuses. Selon 1’espece,
le primordium nodulaire prend naissance dans le cortex interne, pour former des nodosités dites
de type indéterminé (Figure 4). Elles sont caractérisées par une zone méristématique qui persiste
pendant toute la durée de vie de la nodosité et qui leur confere une forme allongée. Ces
nodosités sont rencontrées chez les légumineuses tempérées (pois et luzene), (Sprent et al.,
2017). Chez le second type, le primordium nodulaire se forme dans le cortex externe pour
donner naissance a des nodosités de type déterminé de forme sphérique avec un méristeme qui
cesse son activité lorsque la nodosité devient mature (Figure 4). Ces types de nodosités sont

observés chez les Iégumineuses tropicales (soja, haricot), (Schwember et al., 2019).
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3.4. Fonctionnement de la symbiose

3.4.1. Signaux moléculaires et spécificité de la reconnaissance symbiotique

3.4.1.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires, de nature aromatiques, exsudés par les
racines de la plante dans la rhizosphere (Dong & Song, 2020 ; Bag et al., 2022) et incluent des
isoflavones, des chalcones des flavonols, des flavones, des anthocyanidines et autres composés
relatifs. Il existe plus de 4 000 flavonoides identifiés dont la grande majorité intervient dans la
spécificité d'interaction hote-symbiote (Shah et al., 2020). Ce sont des dérivés de
phénylpropanoides. Ils sont constitués de deux cycles de benzene liés a travers un

hétérocyclique pyrone.

Ce sont les principaux signaux émis par la Iégumineuse et percus par les rhizobia dans le sol
(Sugiyama, 2021), induisant I’expression des genes de nodulation chez le genre Rhizobium (Bag
et al., 2022). La production de ces signaux est limitée a la zone de prolongation des poils
racinaires a partir de laquelle se développe plus tard la plupart des nodules (Dong & Song,

2020).

3.4.1.2. Génes de nodulation
Ils sont pour la plupart localisés sur un plasmide et permettent de reconnaitre les signaux
(flavonoides) de la plante (Kidaj et al., 2020) qui activent le programme symbiotique précoce
de la bactérie. Ces signaux déterminent donc en retour la synthese et la sécrétion des signaux
bactériens, les facteurs Nod (Shumilina ef al., 2023). La capacité des rhizobia a former des
nodules dépend de la présence d’un ensemble de genes de nodulation (génes nod, no et noe)
dans leur génome et qui sont indispensables a la symbiose (Nelson & Sadowsky, 2015 ;

Ghantasala & Choudhury, 2022).

Les geénes de nodulation peuvent étre class€s en trois groupes : les genes nod régulateurs, les
genes nod communs et les génes nod spécifiques (Skorupska et al., 2010 ; Singh & Verma,
2023). Les genes nod régulateurs, comprenant notamment le gene nodD (parfois en plusieurs
copies dans le génome des rhizobiums). 1l est le premier gene transcrit lors du processus de
nodulation (Li & Li, 2023). IlIs codent pour des protéines qui, en présence de flavonoides
activent I’expression des autres genes nod dits génes nod communs. Les génes nodD codent
pour des récepteurs spécifiques de signaux de la plante et constituent le premier niveau de
controle de la spécificité d’hdte (Li & Li, 2023). Les genes nod communs (nodABC), appelés

aussi genes de structures nodA, nodB et nodC sont présents en copie unique (sauf exception).

29



Premiére partie : Généralités

Ce sont des genes clés de la nodulation car ils sont impliqués dans la biosynthese et la sécrétion
de signaux symbiotiques rhizobiales, les facteurs Nod. Ils sont présents chez presque tous les
rhizobiums et jouent un role essentiel dans la nodulation (Mergaert et al., 2020). Les genes nod
spécifiques ou hsn (host specific nodulation) sont les déterminants principaux de la spécificité
de 1'hote. Chaque espece de rhizobia est caractérisée par une combinaison des genes nod, codant
pour des enzymes impliquées dans le griffage du squelette lipochitooligosaccharidique du
facteur Nod avec des substitutions qui conférent la spécificité de I’hote (Dwivedi et al., 2015).
En effet, la localisation et 1’organisation des geénes nod sont différentes d’une espece a 1’autre
parmi les rhizobia. Chez R. leguminosarum par exemple, ils sont localisés sur le plasmide
pRL10-488 kb (Buhian & Bensmihen, 2018). Chez d’autres espéces, ces génes sont regroupés
en « Tlot symbiotique » localisé sur un chromosome, comme chez B. japonicum (681 kb) (Li &

Li, 2023 ; Mergaert et al., 2020).
3.4.1.3. Facteurs Nod

Ils constituent les signaux principaux dans le processus d'infection et l'organogenese des
nodules (Sprent et al., 2017). Ce sont des molécules de lipochitooligosaccharides (LCOs),
constitués d'un squelette de chitine d’environ 6 résidus de N-acétyl-D-glucosamine avec une
extrémité non réductrice N-acétylée par un acide gras (Provorov & Andronov, 2016). Les
facteurs Nod de toutes les especes rhizobiales appartiennent a la méme famille chimique.
Cependant, la nature de l'acide gras et les substitutions produits sur le squelette de base
dépendent de la souche ou de l'espece de rhizobium (Mergaert et al., 2015) et définissent la
spécificité d’hote de chaque espece rhizobienne. Ces facteurs, a des concentrations minimales,
peuvent initier des réponses symbiotiques chez la plante comme la déformation des poils
radiculaires, la division corticale des cellules et la formation de nodule primordial (Jiménez-
Guerrero et al., 2018). Ils agissent également comme régulateurs spécifiques de croissance

bactérienne dans les hotes 1égumineuses (Chakraborty et al., 2022).
3.4.2. Molécules clés de la fixation biologique de I’azote

3.4.2.1. Nitrogénase
Les rhizobia, sous leur forme bactérioide, utilisent une enzyme spécifique (la nitrogénase) pour
couper la triple liaison de 1‘azote atmosphérique afin de le transformer en azote ammoniacal
lors de la fixation symbiotique (Ramdane & Boukarana, 2016). Cette enzyme est constituée de

deux protéines : 1‘une contenant du fer et 1‘autre contenant du fer et du molybdeéne qui servent

au transport des électrons nécessaires a la réaction de réduction (Threatt & Rees, 2023).
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L‘azote atmosphérique est réduit en présence de Nicotinamide Adénine Dinucléotide
PHosphate (NADPH) et ferrédoxine (assurent les transferts d‘électron) par la nitrogénase. Cette
réaction consomme une grande quantité d‘énergie (fournie par 16 molécules d*ATP) et produit
de 1‘hydrogéne moléculaire, émis sous forme gazeuse (Milton & Minteer, 2019). L énergie
requise pour convertir 1‘azote atmosphérique (N2) en azote ammoniacal est de 1‘ordre de 960
KJ/mol d’azote fixé. Cependant, la présence d‘azote minéral inhibe aussi le fonctionnement de
la nitrogénase et la fixation n‘est active que lorsque le milieu est déficient en azote soluble

(Augusto et al., 2013).
3.4.2.2. Léghémoglobine

La 1éghémoglobine est une protéine de couleur rouge foncé (Goyal et al, 2021). C’est une
chromoprotéine de 17500 Da, voisine de I’hémoglobine, présente dans les nodosités fixatrices
d’azote des légumineuses. L héme (la partie prosthétique) est codé par un géne de la bactérie
alors que la globine (la partie protéique) est codée par un gene de la plante (Signorelli et al.,
2020). Elle a pour fonction de fixer 1‘oxygeéne gazeux rejeté par la photosyntheése et qui
inhiberait 1‘action de la nitrogénase. Elle assure également 1‘approvisionnement des bactéroides

en oxygene (Sonali et al., 2020).

3.5. Fixation d’azote par la symbiose rhizobienne chez le haricot

Le haricot a été décrit par plusieurs auteurs comme étant une légumineuse a faible capacité de
fixation d'azote, comparée au soja ou au niébé (Polonia et al., 2016). Ce phénomene est dii en
partie aux conditions des sols de la culture. En effet, le haricot produit en agriculture intensive
est couramment fertilisé en azote et ces derniers générent d’importants reliquats azotés en début
de culture (Debarge & Tenaud, 2015 ; Landry et al., 2021). De plus, la pauvreté de certains sols
couplée a la minéralisation rapide de la matieére organique améne la plante a utiliser 1’azote
minéral plutdt que sa propre capacité symbiotique. La fixation symbiotique de 1’azote nécessite
plus de phosphore inorganique que la nutrition azotée minérale. Cette exigence est attribuée au
colt énergétique €levée de la fixation symbiotique de I’azote. Elle apparait particulierement
forte chez le haricot, qui est en effet plus affecté par la déficience en phosphore que d’autres
légumineuses. La compétitivité des souches de rhizobium indigenes ineffectives empéche
également le haricot d'exprimer au mieux son potentiel de fixation symbiotique (Razafintsalama

et al., 2022).

Toutefois, la grande variabilité génotypique pour le potentiel fixateur d'azote du haricot décrit
par Chavez-Servia et al. (2016) permet de sélectionner des variétés a tres fort potentiel fixateur

d'azote.
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De plus, le haricot fixe ’azote aussi bien que les autres [égumineuses cultivées en conditions

controlées ou lorsqu’il est inoculé par des souches de rhizobia efficients (Yadav et al., 2018).

L’inoculation consiste a mettre en présence d’une légumineuse les cellules d’une ou de
plusieurs souches de rhizobia compétentes sélectionnées pour leur haut potentiel fixateur
d’azote avec la plante cible (Altobelli et al., 2016). C‘est une pratique ancienne utilisée dans le
but de maximiser le rendement potentiel des cultures. Elle permet la colonisation rapide des
sols par les rhizobia et a pour but d‘optimiser la fixation symbiotique de 1‘azote par les
légumineuses. Cette inoculation est réalisée au cours des tous premiers stades de
développement de la plante c'est-a-dire durant la période ou elle est susceptible a la nodulation
(Zhong et al., 2009). Elle est indispensable dans le cas ol les rhizobia compatibles a la plante
hote sont absents dans le milieu ; leur nombre sont faibles dans le sol pour favoriser une
nodulation rapide ; les souches présentes sont peu effectives, voire ineffectives (Chianu et al.,
2011). Elle est recommandée pour des sols agricoles qui présentent une déficience en azote et
ou l‘apport d‘azote constitue un facteur limitant ou quand la légumineuse est installée pour la
premiere fois dans le systeme de culture (Zhong et al., 2009). C‘est aussi une alternative face a

la cherté des engrais azotés minéraux (Chianu et al., 2011).

3.6. Facteurs influencant la symbiose rhizobium-légumineuse

La survie des rhizobia dans le sol, la formation des nodosités et la fixation de 1’azote
atmosphérique sont des processus trés sensibles a I’action directe d’un certain nombre de
facteurs €cologiques, dits édaphiques ou limitants lorsqu’ils interférent avec les processus

d'infection ou de nodulation, ou encore influencent I'activité fixatrice de I'azote apres symbiose.

3.6.1. Température

La température a un effet sur la symbiose et intervient dans la nodulation, la différenciation des
bactéroides, la structure et le fonctionnement nodulaire. Pour la majorité des rhizobia, la
température optimale de croissance se situe entre 28 et 31°C. Plusieurs souches sont incapables

de persister a 37°C et en dessous de 10°C (Thami-Alami et al., 2010 ; Gulati, 2018).

Chez les rhizobia, les températures élevées peuvent pertuber la nodulation et inhiber la fixation
de I’azote atmosphérique. En effet, les hautes températures de 35 a 40°C affectent la
différenciation des rhizobia en bactéroides et le fonctionnement de la nodosité. Elles affectent
aussi la synthese des exopolysaccharides et des lipopolysaccharides ce qui contribue a la

fréquence des isolats non infectives dans les sols (Menéndez et al., 2019).
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Cela a pour cause d’induire un retard de la nodulation ou limiter celle-ci a la partie profonde du

sol ou les températures sont moindres (Goyal & Habtewold, 2023).

Quant aux basses températures, elles inhibent 1’expression des geénes nod empéchant ainsi,
I’infection et la nodulation. Cependant, les stress thermiques non extrémes induisent chez les
rhizobia I’expression de protéines de stress thermique qui assurent la protection des enzymes
clés de la physiologie microbienne. La production de ces protéines a été avérée chez des

rhizobia tolérantes et sensibles aux chaleurs (Sindhu et al., 2020).

3.6.2. Salinité

Les sols salins sont souvent alcalins et peuvent parfois présenter une disponibilité réduite en
phosphore, fer, zinc et manganése. Chez les rhizobia, le stress salin affecte d’une maniere
délétere leur croissance et leur persistance dans le sol (Arrese-Igor et al., 2011). 1l peut aussi
affecter certains processus physiologiques de la symbiose légumineuse-rhizobia et le
développement des nodules (Sindhu et al., 2020). Cependant, la tolérance des rhizobia a la
salinité est plus ou moins importante. En effet, certaines souches sont inhibées en culture pure
a des concentrations en sel de 100 mM alors que d’autres tolérent des concentrations supérieures
2400 mM (Sun et al., 2021). Aussi, la croissance des rhizobia sous des conditions salines varie-
t-elle d’une espéce a I’autre et d’un type de sel a I’autre (Rousk, 2022). Le stress salin influence
la synthese des lipopolysaccharides ainsi que des polysaccharides extracellulaires et capsulaires
(LPS, EPS et CPS) indispensables dans les étapes de la nodulation (da-Silva et al., 2017). De
plus, le sel inhibe aussi ’activité de la nitrogénase et la respiration nodulaire entrainant ainsi,
une diminution des teneurs en azote total dans la plante (Faghire ef al., 2011). Outre cela, le sel
exerce un double effet sur les rhizobia dont un effet spécifique di a la toxicité des ions et un
autre i€ au potentiel osmotique. Le stress salin étant permanent, les microorganismes doivent
s'y adapter afin de survivre et se reproduire. De nombreuses especes bactériennes s’adaptent
aux conditions salines par I’accumulation intracellulaires des molécules organiques appelées

les osmolytes (Rousk, 2021).
3.6.3. Humidité

Le potentiel hydrique du sol peut influencer la survie des rhizobia pendant leur vie saprophyte.
Elle peut également influencer la relation symbiotique entre les Iégumineuses et les rhizobia.
Dans les conditions de forte sécheresse, la nodulation peut étre inefficiente et/ou faible. En
effet, elle exerce un effet trées marqué sur la quantité de 1’azote fixé, car le fonctionnement des
nodules est plus sensible a cette contrainte que celui du métabolisme général de la racine et de

la tige (Rousk, 2021 ; Fogaca de Freitas et al., 2022).
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En outre, la diminution de I’humidité du sol réduit la formation des cordons d’infection inhibant

ainsi le processus de nodulation (Kaji¢ et al., 2016).
3.6.4. pH

Le pH du sol joue un rdle prépondérant aussi bien dans la survie et dans tous les aspects de la
symbiose, depuis la survie des souches dans le sol jusqu’aux processus d’infection, de
nodulation et de fixation d’azote (Dhane-Fitouri, 2011). 1l affecte également les deux
partenaires symbiotiques. En effet, la majorité des légumineuses préferent des pH neutres ou
légerement acides pour établir une symbiose efficiente dans le sol. Chez les rhizobia par contre,
I’acidité est généralement plus néfaste que [’alcalinité (Hawkins & Oresnik, 2022). Ces
bactéries nécessitent un pH optimal compris entre 6,5 et 7,5 pour leur croissance. Toutefois,
d’autres auteurs ont indiqué que les rhizobia présentent des réponses variées face aux variations
du pH (Kaji¢ et al., 2016). da-Silva et al., (2017) ont montré que 1’acidité perturbait plus
particuliérement I’adhésion des bactéries a la surface des poils racinaires lors de la phase

d’infection.

L'acidité élevée du sol provoque des troubles dans la nutrition minérale. Cette situation affecte
d'une part l'efficience des rhizobia et d'autre part le développement de la plante hote. Elle
engendre par conséquent une diminution de la nodulation. Quant au pH alcalin du sol, il a un
effet négatif sur la disponibilité de certains minéraux tels que le manganese et le fer autant pour

le rhizobium que pour la plante hote (Dhane-Fitouri, 2011).

3.6.5. Pesticides

L’utilisation des pesticides a pour but d’améliorer la productivité des plantes en les protégeant
des nuisibles. Toutefois, leur utilisation anarchique et répétée peut-€tre défavorable pour les
rendements agricoles et pour la santé (Al Abboud, 2014). En effet, I’application massive de ces
produits de syntheése provoque un enrichissement des sols en métaux et augmente leur
absorption par les cultures entrainantes ainsi, un risque potentiel de santé publique (Sharma et
al., 2023). L’utilisation de ces produits agrochimiques a aussi un impact sur la communauté des
bactéries rhizosphériques impliquées dans la croissance et le développement des plantes. Leur
impact sur les bactéries nodulant les légumineuses ont fait 1’objet de plusieurs travaux

(Mohamad & Al-Naser, 2018).
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1. PRESENTATION DES SITES D’ETUDE

Cette partie a pour objectif de présenter les sites d’échantillonnage et d’expérimentation. Elle a

aussi contribué a justifier le choix de ces sites pour conduire le travail.

1.1. Présentation des sites d’échantillonnage

L’échantillonnage du sol a été réalis¢ de novembre 2019 a mars 2020 dans sept (07) grandes
régions de la Cote d’Ivoire. Il s’agit des régions du Bélier (Yamoussoukro), de Gbéké (Béoumi,
Botro, Bouaké, Djébonoua et Sakassou), du Goh (Gagnoa), du Haut Sassandra (Daloa), de la
Marahoué (Bouaflé), du Poro (Korhogo et Sinématiali) et du Tchologo (Ferkéssédougou). La

position géographique des différents sites est indiquée sur la figure 5.
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Figure 5 : carte des sites d’échantillonnage de sols
1.2. Description des sites d’expérimentation

Les expérimentations ont ét¢ conduites dans les villes de Bouaké et Daloa. L’isolement ainsi
que la caractérisation phénotypique des bactéries ont été réalisés au Laboratoire de 1’Unité de
Production d’Inoculum pour Légumineuses (UPIL) de la Station de Recherche sur les Cultures

Vivrieres (SRCV) du Centre National de Recherche Agronomique (CNRA) de Bouaké.
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Quant a la caractérisation moléculaire, elle a été effectuée au Laboratoire de 1’Unité de
Recherche en Génétique et Epidémiologie Moléculaire (URGEM) de I’Université Jean
Lorougnon GUEDE (UJLoG) de Daloa.

La caractérisation agromorphologique des 35 accessions de haricot sec a été réalisée a travers
deux (02) essais conduits simultanément a la SRCV du CNRA de Bouaké.

L’évaluation au champ de I’efficacité symbiotique et agronomique des isolats a été effectuée
simultanément sur deux (02) sites différents. Ces sites ont été localisés a 1’est et a I’ouest de
Bouaké respectivement aux Stations de Recherches sur le Coton et les Cultures Vivrieres du
CNRA de ladite ville (Figure 6). La ville de Bouakeé est située au Centre de la Cote d’Ivoire, a
environ 367 km d’ Abidjan, la capitale économique, avec pour coordonnées géographiques 7°41
latitude Nord, 5°01 longitude Ouest et a 339 m d’altitude (Boa, 2016). Bouaké est le chef-lieu
de région de Gbéke et appartient a la zone de transition entre la savane au Nord et la forét au
Sud. En conséquence, elle est sous I’influence d’un climat de type soudanien assez nuancé ou
la division de I’année en deux (02) saisons seéches et deux (02) saisons de pluies n’est pas nette
(Konan, 2013). L’ensoleillement est constant et I’hygrométrie relativement faible. L humidité
relative, qui fluctue entre 70 et 80 %, en période pluvieuse, peut descendre jusqu’a 55 % en
janvier. La température, quant a elle, oscille entre 25 et 38 °C, avec une pluviométrie annuelle
moyenne de 1 100 mm (Amani, 2010 ; Konan, 2013).

Les données pluviométriques et thermiques enregistrées au cours de la période de
I’expérimentation (2020 a 2022) ont montré que la saison pluvieuse s’est étendue de mars a
octobre et la saison seche, de novembre a février (Figure 7). La saison seéche accompagnée par
I’harmattan est intervenue entre les mois de décembre et février ainsi que des pointes de chaleur
entre février et avril. Au cours de ces trois années, la pluviométrie et la température annuelle

ont varié respectivement de 1090 a 1310 mm et de 26 a 27 °C.
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Figure 6 : carte de localisation des sites d’étude
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Figure 7 : diagramme ombrothermique de la ville de Bouaké de 2020 a 2022
(CNRA Bouaké)

1.3. Justification du choix des sites d’expérimentation et d’échantillonnage de sols
L’échantillonnage du sol a été effectué dans certaines villes des régions du Centre-Ouest, du
Centre et du Nord de la Cote d’Ivoire qui sont les anciennes zones de production du haricot sec.
La culture du haricot sec est marginalisée et tend a disparaitre dans ces zones. Les résultats de
cette étude devraient permettre la relance du haricot et serait ainsi une culture de diversification
pour les populations de ces régions. De plus, comparé aux autres cultures de ces régions, le
haricot présente des conditions de culture faciles, des rendements importants et surtout de

faibles niveaux parasitaires.

Le choix de la ville de Bouaké comme site d’expérimentation a été motivé par la présence du
Programme de Recherches sur les Cultures Maraicheres et Protéagineuses du CNRA en ce lieu.

Ce programme a ainsi facilité 1’acces aux ressources humaines, pédologiques et génétiques.

La réalisation de cette étude a nécessité I'utilisation de divers matériel présenté dans la partie

suivante.
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2. MATERIEL

Le principal matériel qui a été utilisé pour la réalisation de cette étude a été présenté dans cette
partie. Il a été regroupé selon les catégories suivantes : matériel biologique et matériel

technique.

2.1. Matériel biologique

2.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé a été composé de 35 accessions de haricot sec (Tableau II) dont
quatre (04) provenant d’une collection locale (une originaire du Nord, une autre du Centre et
deux de I’Ouest de la Cote d’Ivoire). Parmi les 31 autres accessions, 29 ont été introduites du
Ghana et deux (02) du Kenya. Toutes les accessions ont ét€ nommées avec un code spécifique
; a savoir HARI qui signifie haricot, suivie du numéro de série de la collection (01 a 35), du
nom de la localité ou du pays d’origine (BKE pour Bouaké, BON pour Bonon, FER pour
Ferkéssédougou, GHA pour Ghana et KEN pour Kenya) et de 1’année de collection ou
d’introduction (16 pour 2016, 18 pour 2018, 19 pour 2019 et 20 pour 2020).

Pour la conduite des essais sur le piégeage et I’authentification des bactéries, le matériel végétal
a été composé de cinq (05) accessions que sont HARII1/GHA18, HARI17/GHA19,
HARI22/GHA19, HARI27/GHA19 et HARI35/GHA19. Le choix de ces accessions a été fait
selon leur rendement et leur disponibilité en quantité suffisante. Par ailleurs, les essais de
détermination du spectre d’hote ainsi que d’évaluation de [D’efficacit¢é symbiotique et
agronomique des isolats ont été réalisé€s avec trois (03) accessions, a savoir HARI11/GHA1S,
HARI17/GHA19 et HARI35/GHA19. Le choix de ces accessions se justifie par la disponibilité

de leur semence en quantité suffisante pour la conduite des essais.
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Tableau II : différentes accessions de haricot sec utilisées

Groupes 1 2 3 4 5 6
Accessions
HARIO1/KEN16 HARI20/GHA19  HARI16/GHA19
Codes HARIO2/KEN18  HARIO4/BKE18  HARI35/GHA19 HARI21I/GHA19 HARI23/GHA19 @ HARI22/GHA19
accessions HARI32/GHA19 HARI24/GHA19
Groupes 7 8 9 10 11 12
Accessions .
SLe
HARIO3/FER18
HARI14/GHA19
HARI15/GHA19  HARI19/GHA19 HARIO7/GHA18
HARI17/GHA19 HARI27/GHA19 HARIO8/GHA18  HARIO9/GHA18
Codes HARI30/GHA19 HARII8/GHA18 HARIO5/BON18 HARI11/GHA18 HARII0/GHA18
accessions HARI31/GHA19  HARI25/GHA19 HARIO6/BON18 HARI12/GHA18 HARI13/GHA18
HARI26/GHA19 HARI33/GHA19
HARI28/GHA19
HARI29/GHA19
HARI34/GHA19

HARI : Haricot, BKE : Bouaké ; BON : Bonon ; FER : Ferkessédougou ; GHA : Ghana ; KEN : Kenya. De 01 a 35 : numéros d’accession. 16, 18, 19 et 20 représente
respectivement 2016, 2018, 2019 et 2020 les années ou ont été introduites les accessions.
Les accessions ayant une ressemblance ont été classées en groupe avec une seule figure montrant la forme et la couleur de ces accessions.
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2.1.2. Matériel bactérien

Le matériel bactérien a été constitué des bactéries locales isolées des nodosités de cing (05)
accessions de haricot sec dans cette étude. Il a également été constitué de vingt doses
d’inoculum bactérien produits a partir des meilleurs isolats identifiés a I’issu de 1’évaluation du
spectre d’hote. Les souches de références de la GenBank a été utilisé au cours de cette étude.

C’est une base de données numérique accessible a tous.

2.2.  Matériel technique
2.2.1. Matériel chimique

2.2.1.1. Fertilisants et solution nutritive

La fertilisation des plants de haricot lors des essais d’évaluation agromorphologique des
accessions de haricot ainsi de 1’efficacité symbiotique et agronomique des isolats ont été
assurées par I’apport de la fumure minérale sous forme de granulée dont I'urée-CH4N>O (46 %
N) et le NPK (12-22-22) a savoir de I’azote (N) a 12 %, de phosphore (P) a 22 %, de potassium
(K) 222 %, de soufre (S) a2 %, de magnésium a 1 % et de Calcium a 5 %.

La solution nutritive de Broughton & Dilworth (1971), (Anexe 1) a été utilisé pour la
fertilisation des plants (2 fois par semaine) lors des essais d’authentification et d’évaluation du

spectre d’hote.
2.2.1.2. Pesticides

Les pesticides utilisés pour le test de sensibilité des bactéries ont été constitués de produits
couramment utilisés en cultures maraicheres décrits par Yéo et al., 2022. Ils ont été composés
d’herbicides (glyphosate, haloxyfop-r méthyle et 2,4-d sels d’amine), d’insecticides
(acétamipride+indoxocarbe et spirotetramate+flubendiamide) et de fongicide (oxychlorure de

cuivre).
2.2.2. Substrats

Des échantillons de sol ont été prélevés dans différentes zones agro-écologiques de la Cote
d’Ivoire. Ces sols ont servi de substrats de culture pour le haricot sec afin de piéger les
microorganismes locaux. Le sable blanc de riviére a servi de substrat lors de I’évaluation de

I’efficacité symbiotique des isolats en conditions controlées.
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2.2.3. Milieux de cultures

Les principaux milieux de culture (Annexe 2) utilisés dans cette étude sont constitués de milieux
YEM (Yeast Extract Manitol) et YEMA (Yeast Extract Manitol Agar). Ces milieux permettent

de sélectionner les bactéries capables de fixer 1’azote atmosphérique (Vincent, 1970).

3. METHODES
Différentes méthodes ont été utilisées pour :

- la caractérisation agromorphologique des accessions de haricot sec,
- I’échantillonnage de sols,
- le piégeage,
- T’isolement des bactéries et
- la caractérisation phénotypique des bactéries symbiotiques.
Par ailleurs, des méthodes d’évaluation ont été utilisées afin d’identifier 1’efficacité

symbiotique, agronomique ainsi que les caractéristiques moléculaires de ces bactéries.

3.1. Evaluation agromorphologique des 35 accessions de haricot sec

I s’est agi, dans cette partie, d’évaluer 35 accessions de haricot sec a travers deux (02) essais

installés a la Station de Recherche sur les Cultures Vivrieres (SRCV) du CNRA de Bouaké.
3.1.1. Dispositif expérimental

L’essai a été mis en place selon un dispositif completement aléatoire avec un arrangement en
blocs de Fischer a trois (03) répétitions (Figure 8). Chaque répétition est constituée de 35
parcelles élémentaires réparties en deux blocs composés respectivement de 18 et 17 parcelles

élémentaires soit 105 parcelles élémentaires au total.

Les dimensions de chaque parcelle ont été de 3 m x 2,5 m soit 7,5 m?. Les parcelles élémentaires
et les répétitions ont été€ séparées de 1 m et 2,5 m respectivement les unes des autres. Une
bordure de 2 m a été laissée comme marge aux alentours des trois répétitions. Chacune des
parcelles élémentaires a été représentée par cinq (05) lignes de semis de 3 m distantes de 0,50
m. Chaque ligne a comporté 15 plants espacés de 0,20 m ; soit un total de 75 plants par parcelle
élémentaire (Figure 8). La superficie totale de ’essai sans les bordures a été estimée a 1 715 m?

(75 m x 23 m).
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Figure 8 : dispositif expérimental de 1’essai de caractérisation agromorphologique
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3.1.2. Mise en place des essais, semis et entretien des parcelles

Avant la mise en place des essais, les parcelles ont été nettoyées puis un labour d’environ 30
cm de profondeur a été réalisé a 1’aide d’un tracteur. Ensuite, un apport d’engrais de fond a été
fait avec ’engrais chimique NPK de formulation 12-22-22 a la dose de 100 kg.ha''. Ensuite,
toutes les accessions ont été semées manuellement a raison de deux (02) graines par poquets, a
une profondeur de 3 cm. Enfin, un démariage a été fait 2 semaines apres la levée de sorte a
avoir un plant par poquet pour une densité de 100 000 plants/ha.

Des opérations d’entretien qui ont consistées aux sarclages et a ’application d’urée (46 % N) a
la dose de 50 kg/ha au 19°™ jour aprés le semis, ont été effectuées pour favoriser le bon

développement des plantes.

3.1.3. Mesures et observations des parametres

Afin d’identifier des accessions performantes pour la production du haricot, 16 caractéres
phénologiques et agronomiques ont €té évalués sur la base des recommandations des
descripteurs du haricot sec IBPGR, 1982). Les parametres mesurés et les méthodes de mesures
sont consignés dans le tableau III. Les caracteres phénologiques tels que les délais de floraison
et de fructification, ont été enregistrés sur ’ensemble des parcelles. En ce qui concerne les
caracteres agronomiques, 10 plants sélectionnés au hasard par parcelle élémentaire ont été

retenus pour la collecte de données.

Sept (07) jours apres le semis (JAS), les plants ayant levés ont été dénombrés par parcelle
élémentaire pour la détermination du taux de levée. A la floraison, la date 50 % floraison a été
déterminée par comptage du nombre de jours écoulés entre le semis et le jour ou 50 % des plants
ont fleuri. A cette méme période, la longueur des tiges et le diameétre au collet des plants ont été
mesurés afin de déterminer 1’indice de la vigueur végétative par la formule utilisée par Kouassi
et al. (2019) dans leurs travaux :

C2xH
4in

Indice de la Vigueur végétative(IVV) = log( ); C=nxD 1)

H : hauteur de la tige (cm) ; C : Circonférence au collet (cm) ; D : Diametre au collet (cm),

Puis, le nombre de nceuds sur la tige principale des plants a été¢ déterminé. Dix (10) plants ont
été arrachés au stade floraison par parcelle élémentaire et séchés au soleil jusqu’a I’obtention
d’un poids constant. Les plants secs ont été pesés en vue de déterminer la biomasse seche par

plant en faisant le rapport du poids sec de plants arrachés sur le nombre de plants arrachés.
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Lorsque 50 % des plants des parcelles élémentaires ont fructifié, la date 50% fructification a
été déterminée par comptage du nombre de jours écoulés du semis a cette date. A la fin du cycle
de la plante, les gousses ont été récoltées. Apres la récolte, le poids sec des gousses a été
déterminé suite a leur séchage au soleil. Puis les gousses seches ont été décortiquées pour la
determination du nombre de graines par gousse. La longueur et le diametre de 10 graines
choisies aléatoirement, pour chaque accession ont été mesurés. Enfin, le poids des graines, de
100 graines, les rendements en gousses, en graines et I’indice de récolte ont été déterminés. Les
rendements ont été obtenus par extrapolation a partir des productions parcellaires selon la

formule utilisée par Ouedraogo et al. (2007).
(2)

Poids (Kg) » 10.000 m?

R -ha™) =
endement (t.ha™) Surface parcelaire (m?) 1.000

Quant a I’indice de récolte, il a été déterminé par le rapport du poids des graines sur la quantité

de la biomasse (Tigist et al., 2023). 11 a été obtenu par la formule suivante :

i o Poids des graines (kg) A3)
ndice de reco e—Quantité de la biomasse (kg)
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Tableau III : description des parametres agro-morphologiques mesurés et observés

Caracteres Codes Description des méthodes de mesure

Taux de levée TL Rapport du nombre de plants levés sur le nombre de graines semées
par parcelle élémentaire multiplié par 100

Indice de la Ivv Obtenu a partir de la longueur des tiges et diametres au collet de 10

vigueur végétative plants mesurés respectivement a I’aide d’un ruban-métre et d’un pied
a coulisse

Nombre de nceud NN Comptage de nceuds sur la tige principale de la base a la premicre
inflorescence axillaire pour les types indéterminés et a
I’inflorescence terminale pour les types déterminés.

Biomasse seche BS Mesure du poids moyen de 10 plants secs.

Délai de floraison DFl Comptage du nombre d/e Jours s.eparant le semis au moment ot 50%
des plants par parcelle élémentaire portent des fruits.

Délai de DFr Comptage du nombre de jours géparant le semis au moment ou 50%

fructification des plants par parcelle élémentaire portent des fruits.

Longueur des LGs Mesure de la longueur des plus grosses gousses immatures

gousses complétement développées sur 10 plants a ’aide d’une régle
graduée.

Diametre des DGr Mesure du diametre de 10 graines pour chaque accession a 1’aide

graines d’un pied a coulisse.

Longueur des LGr Mesure de la longueur de 10 graines pour chaque accession a ’aide

graines d’un pied a coulisse.

Nombre de NGr/Gs Comptage de graine par gousses de 10 plants apres décorticage.

graines par gousse

Poids de gousses PGP ]?fftermlqathn ’dg p01fls des gousses secheg par plant/et‘ par parcelle
¢lémentaire a I’aide d’une balance électronique de précision.

par plant

Poids de graines PGrP  Détermination du poids des graines seéches par plant et par parcelle

par plant ¢lémentaire a I’aide d’une balance électronique de précision.

Poids de 100 g P100G  Détermination du poids de 100 graines par accession et par répétition
a I’aide d’une balance de précision.

Rendement en RGs Extrapolation a 1’hectare du poids des gousses seéches par parcelle

gousses élémentaire.

Rendement en RGr Extrapolation a I’hectare du poids des graines séches par parcelle

graines élémentaire.

Indice de récolte IRe Rapport du poids des graines sur la quantité de la biomasse.
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3.2. Constitution d’une collection de rhizobia locaux du haricot sec résistant aux

facteurs environnementaux et anthropiques

Pour ce test, cinq (05) accessions de haricot (HARI11/GHA18, HARI17/GHA19,
HARI22/GHA19, HARI27/GHA19 et HARI35/GHA19) ont été retenues.

3.2.1. Prospection et collecte des échantillons de sols

Dans le but d’obtenir une collection de bactéries locales nodulant le haricot sec, des échantillons
de sols ont été collectés lors des prospections dans différentes zones agroécologiques du Nord,
du Centre et du Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire. Le choix des sites d’échantillonnage a été fait
en mettant un accent particulier sur les sols sans précédents culturaux récents de légumineuses
pour s’assurer de I’authenticité des bactéries collectées (Tableau IV). Les prélévements ont été
effectués sur les quatre (04) extrémités et le centre d’une parcelle dont la superficie a été d’au
moins 2500 m?. Avant tout prélévement, les points d’échantillonnage géoréférencés ont été
nettoyés a la machette. Puis a I’aide de daba, les échantillons de sols ont été prélevés dans les
couches supérieures du sol (environ 0-20 cm de profondeur). Trois (03) échantillons de sol de
5 kg chacun ont été collectés par point de prélevement. Au total 15 sacs de 5 kg, soit 75 kg de
sol, ont été obtenus par site d’échantillonnage. Aprés chaque prélevement, le matériel a été
nettoy¢ a I’hypochlorite de sodium a 70 % pour éviter la contamination des échantillons entre

cux.

Tableau IV : origine des sols échantillonnés et leur précédant cultural

Villes Coordonnées géographiques Antécédent cultural
Béoumi 6°54.448° N ; 6°26.190° O ; Alt: 314 m Jachere
Botro 7°51'8N;-5°18'380 Aubergine
Bouaflé 6°59.478° N ; 5°39.811’ O ; Alt: 197 m Mais
Bouaké 7°46 N ; 5°06 O ; Alt: 376 m Forét
Daloa 6°54.448° N ; 6°26.190° O ; Alt: 270 m Jachere
Djébonoua 7°38.967° N ; 5°01.611° O ; Alt: 311 m Tomate
Ferkéssédougou 9°27.176’ N ; 5°04.870° O ; Alt: 371 m Tomate
Gagnoa 7°57.666 ' N ; 6°40.3836" O ; Alt: 350 m Mais
Korhogo 7°41.780° N ; 5°01.968 O ; Alt: 369 m Jachere
Sakassou 7°38.967° N ; 5°01.611° O ; Alt: 257 m Tomate
Sinématiali 9°35.155” N ; 5°22.488° O ; Alt : 498 m Tomate
Yamoussoukro 6°53.029° N ; 5°22.343° O ; Alt: 181 m Tomate
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3.2.2. Piégeage des potentiels bactéries nodulant le haricot sec

Le piégeage des bactéries nodulant le haricot sec dans les échantillons de sols prélevés a été
réalisé en conditions semi-contrdlées (sous abri avec un régime hydrique dépendant d’un
arrosage régulier) a la SRCV. Pour chaque localité, tous les échantillons prélevés sur les
différentes parcelles ont été mélangés pour obtenir un échantillon composite. Puis, il a été
réparti dans des pots en plastique d’une capacité de 4 litres chacun. Ces pots ont été
préalablement forés a leur base pour assurer le drainage des eaux excessives puis désinfectés
par une solution d’hypochlorite de sodium. L’ensemble des pots a été disposé sur une bache

noire pour éviter les échanges entre le sol contenu dans les pots et la terre.

Les graines de cinq (05) accessions de haricot ont été stérilisées par immersion dans de ’alcool
a 70 % pendant 10 secondes puis dans une solution d’hypochlorite de sodium a 25 % pendant
3 a 5 minutes et rincées six fois avec 1’eau distillée stérile (Woomer et al., 2011). Ensuite, trois
(03) graines stériles de chaque accession ont été semées a une profondeur de 3 cm dans chacun
des pots disposés sous 1’abri. L'expérimentation a été effectuée en trois (03) répétitions pour
chaque accession et par localité soit 15 pots par bloc et 180 pots pour ’ensemble des sols
échantillonnés (Figure 9). Une irrigation a été effectuée manuellement trois (03) fois par
semaine a intervalle d’un (01) jour entre les arrosages. Aucun apport d'engrais ou de produit

phytosanitaire n’a été réalisé.

Figure 9 : pots plastiques contenant les sols échantillonnés
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3.2.3. Collecte et conservation des nodules

La collecte de nodules a été éffectuée sur les racines des plantules de haricot en début de la
floraison (4 a 6 semaines apres semis). Les pots ont d’abord été secoués délicatement afin de
les vider de leur contenu. Ensuite, les racines ont été débarrassées manuellement des mottes de
terres sans toutefois endommager les nodules. Puis, le systeme racinaire a été lavé plusieurs
fois a I’eau ordinaire afin d’éliminer les restes de terre et examiné pour détecter la présence de
nodules. Les nodules obtenus ont été détachés des racines et séchés sur du papier absorbant.
Enfin, ces derniers ont été conservés au réfrigérateur a 4 °C pour une conservation de courte
durée (allant jusqu’a 2 jours). Une dessiccation a ét¢ faite pour une durée de conservation allant
de 6 a 12 mois selon la méthode de Vincent (1970). Elle a consisté a déposer les nodules a
conserver sur du coton contenu dans des flacons stériles et préalablement remplis de moitié par

du chlorure de calcium.

3.2.4. Isolement, purification et conservation des isolats

Pour 1'isolement et la purification des isolats, les méthodes adoptées ont été celles préconisées
par Vincent (1970). Toutes ces opérations ont été réalisées dans des conditions d’asepsie totale

sous une hotte a flux laminaire.

3.2.4.1. Isolement des rhizobia

Les nodules ont été stérilisés en surface avec une solution de chlorure de mercure (HgCl») a 0,1
% pendant 3 minutes pour éliminer les contaminants de la rhizosphere. Cette désinfection a été
suivie d'un ringage dans dix (10) bains successifs d'eau distillée stérile afin d'éliminer les traces

de HgClz. Le nodule ainsi traité a été écrasé dans 1 mL d’eau distillée stérile.

La gélose YEM (Annexe 1) préalablement coulée en boite de Pétri a été ensemencée en surface
de facon aseptique a 1’aide de 0,1 mL soit 100 pL. du surnageant issu du broyat. Ce milieu a

base d’extrait de levure et de mannitol est strictement dépourvu d’azote.

3.2.4.2. Purification et conservation des isolats bactériens

Les colonies bactériennes présumées appartenir aux rhizobia, reconnaissables par leur aspect
gommeleux et translucide ont été sélectionnées en fonction de leur taille et leur coloration.
Ainsi, ces colonies ont été prélevées par une anse de platine stérile, puis ensemencées par des
stries transversales dans le milieu YEMA et incubée a 28 °C pendant 2 a 6 jours. L’opération a
été renouvelée jusqu’a I’obtention de la séparation la plus compléte possible des colonies

bactériennes (colonie pure). Ces isolats ont été€ codifiés RPC (Rhizobia isolés de Phaseolus
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vulgaris en Cote d’lvoire), suivis du numéro de [’accession (1 : HARI17/GHA19,
2 : HARI11/GHA1S, 3 : HARI22/GHA19, 4 : HARI27/GHA19 et 5 : HARI35/GHA19) et d’un

numeéro d’ordre de sélection.

Les isolats purs ont été ensemencés dans des tubes contenant le milieu YEMA coulé en pente.
IIs ont été ensuite incubés a 28 °C pendant 72 heures et conservés au réfrigérateur a + 4 °C.

Cette technique permet une conservation de courte durée (6 a 12 mois).
3.2.5. Caractérisation morphologique des isolats

3.2.5.1. Examen macroscopique

Cette ¢tude a consisté a I’observation directe a I’ceil nu de 1’aspect morphologique des colonies
obtenues sur milieu YEMA apres incubation en prenant en compte des criteres suivants : la
forme des colonies (circulaire, ovoide, ...), la couleur, I’¢lévation (convexe, plate...), I’opacité
(opaque, translucide ...), la taille des colonies par mesure de diametre, la surface (lisse,

rugueuse, seche, dentelée, ...) et la bordure (lobée, réguliere, ...).

3.2.5.2. Examen microscopique par la coloration de Gram

La coloration a été réalisée selon le protocole adopté par Denis et al. (2007). Une goutte d’eau
distillée stérile a été déposée sur une lame de verre seche et propre. Ensuite, une portion d’une
colonie bactérienne a été prélevée d’une boite de Pétri gélosée et déposée sur la lame a 1’aide
d’une anse (dans des conditions stériles). Puis un frottis a été réalisé a partir de la colonie
prélevée en décrivant avec I’anse des mouvements circulaires de fagon a obtenir un étalement
mince et homogene en partant du centre de la lame. La lame a été séchée (le frottis) a I’air libre
puis fixée au-dessus de la flamme du bec bunsen sans trop la chauffer. Puis, cette lame a été
successivement recouverte par le violet de gentiane, lugol et fushine de Ziehl (rose) avec un
temps de pause allant de 30 a 60 secondes puis rincée a 1’eau distillée apres chaque coloration.
La lame a été aussi décolorée par un ringage a 1’alcool acétonique apres I’application du lugol.
Elle a été séchée a I’air libre puis recouverte de quelques gouttes d’huile d’immersion et

observée au microscope (Grossissement x 100).
3.2.6. Caractérisation symbiotique et physiologique des rhizobia
3.2.6.1. Authentification des isolats

La capacité d’induire la formation de nodosités sur la racine de la légumineuse hote est un
critetre de base dans la caractérisation des rhizobia (Somasegaran & Hoben, 1994). Ainsi,
I’efficacité symbiotique des isolats a été réalisée a travers le test d’authentification. Ce test a

été conduit sous abri a la Station de Recherche Culture Vivriere (SRCV).
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Ainsi, les colonies bactériennes obtenues apres purification ont été inoculées a leur plante hote
d’origine dans un milieu (substrat) stérile. Cette étape est nécessaire pour démontrer que les
isolats sont capables d’induire la nodulation de leur plante hdte; ce qui confirme leur
appartenance aux rhizobia. L’authentification des isolats a été réalisée avec deux (02)
répétitions par isolat et un témoin non inoculé pour s’assurer des conditions d’asepsie de la

culture de la plante.

v' Préparation du substrat et semis des graines

Le substrat utilisé a été le sable blanc de riviere rincé plusieurs fois jusqu’a la clarification de
la derniere eau de rincage. Ensuite, le sable rincé a été séché puis stérilisé a 120 °C pendant 6
h al’étuve. Ce sable a été transféré dans des pots d’une capacité de 4 L préalablement perforés,
lavés et désinfectés. Enfin, les graines du haricot ont été stérilisées et semées comme décrites a

la section 3.2.2 de la page 49.

v" Inoculation

Une (01) semaine apres le semis, les graines ont été inoculées avec 1 ml de la suspension
bactérienne de chaque isolat dont la charge a été estimée 2 10° bactéries/ml. La suspension
bactérienne qui a servi d’inoculum a été obtenue par repiquage des isolats bactériens dans 10
ml de milieu YEM coulé en tube a essai suivi d’une incubation a 28 °C pendant 5 jours sous
agitation a 120 tours/min. Trois (03) arrosages ont ¢té fait par semaine dont deux (02) a I’eau
distillée stérile et un (01) avec de la solution nutritive de Broughton & Dilworth (1971)

dépourvu d’azote en annexe 2.

v" Vérification de la nodulation et collecte des données

Trois a quatre semaines apres le semis, les plants ont été dépotés afin d’évaluer la capacité des
isolats a former des nodosités sur le systeme racinaire de leur plante héte respective. Les
nodules observés ont ét€ dénombrés et les isolats correspondants ont été classés en fonction de

leur infectivité.

3.2.6.2. Evaluation du spectre variétal des bactéries nodulants le haricot sec

L’évaluation du spectre variétale consiste a vérifier la capacité des isolats a induire la formation
de nodosités sur la racine d’une légumineuse autre que sa plante hote. Ainsi, les isolats qui ont
induit la formation de nodules sur leurs accessions hdtes ont été retenus et inoculés a trois (03)
accessions de haricot sec (HARI11/GHA18, HARI17/GHA19 et HARI35/GHA19). Les

expérimentations ont été les mémes que celles décrites a la section 3.2.6.1. de la page 52. Pour
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chacune des accessions, un témoin positif et un autre négatif ont été retenus. Ces deux témoins
n’ont pas été inoculés. Le témoin positif a été constitué¢ de plants arrosés avec une solution
nutritive enrichi en nitrate de potassium (KNOs3) a une concentration de 0,5 g/L. Par contre, le
témoin négatif a ét¢ composé de plants arrosés avec solution nutritive sans apport d’azote. Ces
témoins ont permis de déterminer 1’efficacité symbiotique (ES) des isolats qui a été évaluée par
la comparaison de la biomasse des plants inoculés et de la biomasse des plants du témoin azoté.

Elle a été déterminée selon la formule de Maitallah ef al. (2002) :

poids sec de plantules inoculés (g)

Efficacité symbiotique = X 100 (4)

poids sec de plantules fertilisé (g)

3.2.6.3. Caractérisation physiologique des isolats

Seuls les isolats ayant présenté un large spectre variétal ont été retenus pour les tests de
tolérance au pH, a la salinité et aux pesticides. Pour ces différents tests, le milieu YEMA a été
utilisé. Une boite de Pétri correspondant a une concentration de pH, sel et pesticide a été
subdivisée en petits secteurs en fonction du nombre d’isolats a tester (Figure 10). Ces boites ont
été ensemencées en spot par 10 pl d’une suspension bactérienne de densité voisine a 10°
cellules/ml de chaque isolat bactérien puis elles ont €té€ incubées a 27 °C pendant trois (03)
jours. Apres incubation, la croissance des bactéries a été estimée par I’importance du diametre
de la colonie en comparaison a des témoins comme suit : (-) pas de croissance ; (+) faible
croissance soit environ 10 a 30 % par rapport au témoin ; (2+), croissance moyenne d’environ
30 a 80 % par rapport au témoin ; 3+, bonne croissance et similaire au témoin (Djedidi et al.,
2011). Les isolats bactériens affectés des symboles (3+) et (2+) sont considérés comme tolérants

et ceux affectés de (+) ou (-) sont considérés comme étant sensibles.

Figure 10 : boite de Pétri subdivisée en secteur
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v" Tolérance au pH des isolats

La tolérance aux variations du pH a été évaluée selon la méthode de Konaté et al. (2014). Le
pH du milieu YEMA initialement fixé a 7 a été ajusté aux différentes valeurs de pH testées.
Ainsi, les milieux YEMA a pHs acides ont été ajustés avec une solution molaire (1 M) d’acide
chlorhydrique (HCI) et ceux a pHs basiques avec une solution molaire (1 M) d’hydroxyde de
sodium (NaOH). Les valeurs du pH testées ont été de 3 et 5 pour les acides, 7 pour le témoin ;
9 et 11 pour les basiques. Apres ajustement des pHs, les milieux ont été autoclavés a 121°C
pendant 20 min. Ces milieux ont ensuite été coulés dans des boites de Pétri puis laissés séchés

a I’air libre avant leur subdivision.

v Tolérance a la salinité des isolats

La tolérance des souches a la salinité a été évaluée par la détermination de la croissance sur le
milieu YEMA a différentes concentrations de sel [Chlorure de Sodium (NaCl) et Chlorure de
potassium (KCl1)], (Konaté et al., 2014). Ainsi, le sel du milieu YEMA a été ajustée a différentes
concentrations [0 % (témoin), 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, T %, 8 %, 9 % et 10 %] avant

autoclavage.

v’ Effet des pesticides sur les isolats

Les pesticides utilisés pour ce test sont constitués d’herbicides (glyphosate, haloxyfop-R
méthyle et 2,4-D sels d’amine), d’insecticides (cypermethrine et acétamipride + indoxocarbe)
et de fongicide (oxychlorure de cuivre), (Tableau V).

La dose de référence et celle expérimentale de chaque pesticide ont été ajoutées aseptiquement
et séparément aux différents milieux YEM gélosés stériles et refroidis a 60 °C (Khan et al.,

2006 ; Konaté et al., 2015).

Tableau V : caractéristiques des pesticides utilisés

Pesticides Nom Matieére active Dose de Dose
commercial référence expérimentale
Extra Glyphosate 3,1 ul/ml 1,6 ul/ml
Halcot Haloxyfop-R 1,4 pl/ml
Herbicides méthyle 2,8 ul/ml
Tou_Idjre 2,4-D sels 9,4 ul/ml 4,7 wl/ml
d’amine
Insecticides Thian Cypermethrine 0,5 pl/ml 0,25 pl/ml
Viper Acétamipride + 2,7 wl/ml 1,35 pl/ml
indoxocarbe
Fongicide Callicuivre Oxychlorure de 5 pug/ml 2,5 pg/ml
cuivre
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3.3. Evaluation au champ de ’efficacité symbiotique et agronomique des isolats

La capacité des isolats a améliorer les performances agronomiques des accessions du haricot
sec a été évaluée en condition de champ. Pour ce faire, deux (02) expérimentations ont été mise
en place a la Station de Recherches sur le Coton et a la SRCV du CNRA de Bouaké. Les
parcelles retenues avaient été mises en jachere pendant au moins deux années. Aucune de ces
parcelles n’avait pour précédent cultural une légumineuse avant leur mise en jachére. Ce choix
a ¢té fait afin d’évaluer I’impact réel des isolats bactériens sur la nodulation et la production du

haricot sec.

3.3.1. Traitements
Vingt-deux (22) traitements dont 20 inocula bactériens, un témoin de référence (témoin positif)
non inoculé fertilisé¢ a I’engrais NPK de formulation 12-22-22 et un témoin non inoculé non
azoté (témoin négatif) ont été appliqués sur HARI11/GHA18, HARI17/GHA19 et
HARI35/GHA19 pour optimiser leur production.

3.3.2. Dispositif expérimental

Ces essais ont été conduits selon un dispositif completement aléatoire avec un arrangement en
blocs de Fischer a 3 répétitions pour chacune des accessions (Figure 11). Chaque répétition a
¢été composée de 22 parcelles ¢lémentaires. C’est donc un total de 198 parcelles élémentaires
qui ont été mises en place pour chaque essai (soit 66 parcelles x 3 accessions). La distance entre
deux parcelles élémentaires adjacentes a été de 1,5 m. Les parcelles des différentes accessions
ont couvert une superficie de 1 176,5 m?* et ont été séparées par une allée de 4 m. Dans chaque
répétition, les parcelles élémentaires mesuraient 3 x 2,5 m et ont été constituées de 5 lignes de
semis de 3 m. Les lignes ont été distantes de 0,50 m et les plants de 0,20 m, soit 15 plants par
ligne et 75 plants par parcelle élémentaire. Une bordure de 2 m a été laissée comme marge aux

alentours des essais. La superficie totale de 1’essai a été donc de 4 616 m>.
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Figure 11 : dispositif expérimental de I’essai en condition de champ
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3.3.3. Production d’inoculum

Les isolats bactériens les plus efficients obtenus a 1’issu de la vérification de leur spectre d’hote
variétal ont été utilisés pour produire de l’inoculum expérimental. Ainsi, 50 ml d’une
suspension bactérienne de charge estimée a 10° bactéries/ml de chacun de ces isolats a été
obtenue par repiquage et incubation a 28 °C pendant cinq (05) jours sous agitation a 120
tours/min. Ensuite, 15 ml de ces suspensions ont été ensemencées a 100 g de tourbe stérile
chacune (Figure 12). Les inocula ainsi produits ont été incubé a 28 °C pendant une semaine. La

densité bactérienne par inoculum a été estimée 2 10° bactéries/gramme d’inoculum.

Figure 12 : inoculum bactérien contenu dans un sachet de 100 g

3.3.4. Inoculation et semis des graines

Avant le semis, les graines de haricot sec ont été inoculées avec les inocula contenant
individuellement chacune des isolats sélectionnés. La méthode d’inoculation par enrobage des
semences a été utilisée a raison de 15 kg de semences pour une dose de 100 g d’inoculum. Elle
a consisté¢ a la préparation d’une solution sucrée €paisse par dissolution de 120 g de sucre
(saccharose) dans 250 mL d’eau. Ensuite, I’inoculum conditionné sous la forme concentrée
dans des sachets de 100 g de tourbe a été incorporé a cette solution afin d’obtenir une pate
homogene. Puis, la pate obtenue a été versée sur les graines et I’ensemble a été mélangé jusqu’a
ce que I’inoculum adhére a la totalité des graines. Enfin, celles-ci ont été semées en lignes a
raison de 3 graines par poquet a une profondeur de 3 cm ; soit une densité maximale attendue
de 300.000 plants a I’hectare. Les parcelles témoins ont ét¢ ensemencées les premieres afin

d’éviter leur contamination par les bactéries présentes dans 1’inoculum. Aucun traitement
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phytosanitaire n’a été effectué¢ durant tout le cycle de culture. Deux sarclages manuels ont été

effectués.

3.3.5. Observations et mesures

3.3.5.1. Effet des isolats sur les parametres végétatifs et la nodulation du haricot

En début de floraison, 10 plantules par traitement et par répétition ont servi a mesurer les
parametres végétatifs et de nodulation. Les parametres végétatifs pris en compte sont la hauteur,
le diametre au collet et la biomasse séche des plants. Les parametres de nodulation mesurés
sont le nombre de nodosités et le poids sec des nodosités par plant. Ces différents parametres

ont permis d’évaluer I’infectivité des isolats bactériens en condition réelle.

3.3.5.2. Effet des isolats sur le rendement et ses composantes

A la maturité, les gousses ont été récoltées et mises a sécher jusqu’a I’obtention d’un poids sec
constant. Puis, le poids des gousses par plant, les rendements en gousses et en graines ont été
déterminés pour chaque traitement. Les rendements a 1’hectare ont été obtenus par la formule

2 de la page 47.

3.4. Caractérisation moléculaire des rhizobia nodulant le haricot sec

La diversité génétique de dix isolats ayant le plus améliorés les performances agronomiques du
haricot sec a été déterminée. En outre, un test d’évaluation au champ de 1’efficacité symbiotique

de ces dix isolats a été réalisé.

3.4.1. Extraction d'ADN génomique des isolats

L’extraction de ’ADN génomique des isolats bactériens a été réalisée au laboratoire URGEM
de [I’Universit¢ JEAN LOROUGNON GUEDE selon le protocole utilisant le
phénol/Chloroforme décrit par Javadi et al. (2014). Des aliquots de 1 mL de milieu YEM ont
été ensemencés avec une colonie bactérienne bien isolée sur boite de Pétri gélosée puis incubés
pendant 48 heures a 28 °C. Apres incubation, 350 pLL du tampon TE (pHS8.0, Tris 50 mM, EDTA
50 mM), 100 pL d’une solution de NaCl (5 M) et 50 uL du détergeant SDS (10 %) ont été
ajoutés a la culture bactérienne. Ces derniers ont ensuite été homogénéisés vigoureusement a
I’aide d’un vortex pendant 10 minutes pour chaque échantillon. Apres ajout de 10 puL de
protéinase K (20 mg/mL) et homogénéisation, les échantillons traités ont été portés a incubation
au bain marie a 37 °C pendant 2 heures. Les lysats obtenus ont été traités dans un mélange de

500 pL de phénol/chloroforme/alcool isoamylique dans un rapport de 25 : 24 :1, puis
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centrifugés a 12000 g pendant 10 minutes. Un volume de 500 puL du surnageant (phase aqueuse)
prélevés ont été traités dans un mélange de 500 puL de chloroforme/alcool isoamylique dans un
rapport de 24 : 1, puis centrifugés a 12000 g pendant 10 minutes. A 400 puL du surnageant
récupéré dans un tube Eppendorf de 1,5 puL, 300 uL d’une solution d’acétate de sodium (3 M)
et 500 puL d’isopropanol préalablement placé a -20 °C ont été ajoutés afin de précipiter I’ADN.
Ce mélange a été homogénéisé par inversion manuelle et incubé a - 20 °C pendant toute une
nuit. Apres centrifugation a 12000 g pendant 10 minutes, le culot a été suspendu dans 500 pL
d’éthanol a 70 % pour un lavage en vue d’éliminer les résidus protéiques. Puis il a été centrifugé
pendant 15 minutes a 12000 g. Apres cette centrifugation, le surnageant a été éliminé, le culot
obtenu a été soumis a un séchage a la température ambiante, puis re-suspendu dans 100 uL. de
solution de TE (pH 7.4, Tris 10 mM, EDTA 1 mM). La concentration et la pureté de ' ADN
extrait ont été déterminées a 260 et 280 nm en utilisant le Nanodrop Spectrophotometre.

L’extrait d’ADN génomique obtenu a été conservé a -20 °C a des fins d’analyse moléculaire.

3.4.2. Amplification par PCR du géne de ’ARNr 16S
L'amplification par PCR a été effectuée en utilisant la paire d'amorces FDI1 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) et RD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3) comme décrit
par Weisburg ef al. (1991). La réaction de PCR a été réalisée dans un volume total de 25 pL
contenant 12,5 pLL de MasterMix, 1 pL. de chacun des amorces, 9,5 pL. d'eau et 1 puL extrait
d'ADN matrice. Les mélanges obtenus ont été incubés dans un thermocycleur dans les
conditions suivantes : la dénaturation initiale de 3 minutes a 95 °C suivie de 35 cycles composés
de la dénaturation a 94 °C pendant 45 secondes, 1’hybridation a 60°C pendant 1 minute et
I’¢longation a 72 °C pendant 1 minute ensuite 1’¢longation finale a 72 °C pendant 10 minutes.
Les fragments du gene ADNr 16S ont été révélés par électrophorese horizontale sur gel
d'agarose a 1,4 % (p/v) coloré au BET (100 mg/mL) dans le tampon TAE. La migration a été
faite pendant 30 min a 100 volts puis les bandes ont été€ visualisées sous lumiere ultraviolette et

photographiées a 1’aide d’un transilluminateur.

3.4.3. Séquencage et analyse du géne de ’ARNr 16S

Les produits de PCR ont été transférés a la société Inqaba Biotech (Pretoria, Afrique du Sud)
pour la purification et le séquencage par la méthode de Sanger automatisée. Les séquences
d’ARNTr 16S des amplicons ont été déterminées en utilisant le séquenceur ABI 3730 (Applied
Biosystems, USA).
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3.4.4. Analyse des données de séquencage

Une analyse in silico des séquences d’ADN ribosomique a été effectuée afin d’identifier les
especes de rhizobia du haricot sec. Pour ce faire, les séquences Forward et Reverse du gene 16S
rRNA ont été alignées avec des séquences de référence de la base de données GenBank (NCBI)
en utilisant le programme clustal X et I’outil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool ;
http://www.ncbi.nih.gov).

3.4.5. Analyse phylogénique

Un alignement multiple des séquences de cette étude et des séquences de référence de la
Genbank a été réalisé a l'aide de programme clustal W. L'histoire évolutive des isolats a été
présentée sous la forme d'un dendrogramme en utilisant la méthode du maximum de
vraisemblance basée sur le modele Tamura-Nei (Saitou & Nei, 1987). L'arbre avec la
probabilité logarithmique la plus élevée (valeurs bootstraps > 50 %) a été affiché. Il a été dessiné
a l'échelle, avec des longueurs de branches mesurées en nombre de substitutions par site. La
proportion de sites ol au moins une base non ambigué est présente dans au moins une séquence

pour chaque clade descendant est indiquée a c6té de chaque nceud interne de l'arborescence.
3.5. Analyses statistiques des données

Toutes les données brutes collectées ont été saisies sous le tableur Excel 2007. Les diagrammes
ont été¢ réalisés grace a ce tableur. Les valeurs de chaque caractere étudié lors de la
caractérisation agromorphologique des 35 accessions de haricot sur les deux (02) essais ont été
regroupées avant 1’analyse.

Les données recueillies au cours de cette étude ont été¢ analysées a I’aide du logiciel
STATISTICA 7.1. En effet, une analyse des variances (ANOVA) a un facteur de classification
a ¢té réalisée pour comparer les moyennes des accessions pour I’ensemble des parametres
¢tudiés. Lorsqu’une différence significative a été observée entre les différents caractéres (p <
0,05), la comparaison des moyennes a été faite a 1’aide des tests LSD de Fisher au seuil de 5%.
Toutefois, les données obtenues au cours de la caractérisation agromorphologique des
accessions ont fait 1’objet d’une estimation des degrés d’association entre les différents
caracteres étudiés par le coefficient de Pearson. Ces corrélations ont permis d’apprécier le degré
d’association entre les variables prises deux a deux. Ces données ont également été soumises a
deux méthodes d’analyse multivariées : I’analyse en composantes principales (ACP) et la
classification ascendante hiérarchique (CAH). Le but de I’ACP est de mieux cerner la variabilité
existante entre les accessions étudiées. Elle a pour principe de regrouper les variables les plus

corrélées entre elles en un nombre réduit de variables synthétiques indépendantes. Ces
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nouvelles variables contribuent a la formation des axes de composantes principales qui sont
décrites par leur valeur propre et leur taux de variabilité (Palm, 1996). L’ACP permet
d’identifier les variables qui contribuent le plus a la différenciation de ces groupes.

La CAH quant a elle a été utilisée pour mettre en évidence et classer des groupes homogenes
d’accessions. Son principe est d’agréger de maniere successive des objets qui ont un degré de
similarité suffisant pour €tre réuni en une méme classe.

La méthode de Ward (1963) comme critére d’agglomération et la distance euclidienne comme
indice de similarité ont été utilisés comme méthode de classification. L’analyse évolutive ou
phylogénique des especes de rhizobia a été réalisée avec le logiciel MEGA version 11. Les
résultats obtenus a I’issu de ces analyses ont été présentés et discutés dans la troisieme partie

de cette these.
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Troisieme partie : Résultats & discussion

CHAPITRE 1 : PERFORMANCES AGRONOMIQUES DE 35 ACCESSIONS DE
HARICOT SEC

Ce chapitre présente les résultats des performances agronomique des accessions étudiées.

L’objectif a été¢ d’identifier des accessions prometteuses dans les programmes de vulgarisation.

1. RESULTATS
1.1. Analyse comparative des accessions

1.1.1. Parameétres de croissance des accessions de haricot sec

Les résultats relatifs aux parametres de croissance des 35 accessions de haricot sec sont
consignés dans le tableau VI. Ces résultats ont révélé qu’il existe une variabilité entre les
différentes accessions en tenant compte du taux de levée, de la vigueur des plants, du nombre
de nceuds et la biomasse séche des plants. En effet, concernant le taux de levée, les valeurs les
plus importantes (93,2 %) ont été enregistrées chez HARI16/GHA19 ; tandis que
HARI4/BKEI18 en a produit les plus faibles (62,4 %). L’indice de la vigueur végétative a varié
entre 0,68 et 1,27. Les plants les moins vigoureux ont été obtenus chez HARIO2/KEN18 tandis
que les plus vigoureux ont été observés chez HARI22/GHA19. Les nombres de nceud les plus
élevés ont été de 7,3 ; 7,5 et 7,6. Ils ont été produits par, HARI26/GHA19 , HARI35/GHAT19 et
HARI5/BONI18 respectivement. Par contre, c’est chez I’accession HARI30/GHA19 qu’a été
not¢ le nombre de nceud le plus faible avec une moyenne de 4,6 par plant. Quant a la biomasse

seche, la valeur la plus élevée (21,7 g) a ét¢ générée par I’accession HARIS/BONI1S.
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Tableau VI : variation des parametres végétatifs de 35 accessions de haricot sec.

Accessions Taux de levée Indice de la Nombre Biomasse
(%) vigueur de nceuds seche par plant
végétative par plant ()
HARI1/KEN16  80,3x18abcdefg  0,86+0,35bcdef  5,3+1,9ab 8,58+4,8b
HARI2/KEN18 87,9+13,3abc 0,68+0,26f 6,1+2.9ab 11,86+7,9b
HARI3/FER18 86,6+13abcd 0,92+0,23abcdef 5,6+2,7ab 11,6749,1b
HARI4/BKE18 62,5+27,4¢g 0,71+0,16ef 6,3+0,7ab 12,53+8,8b
HARIS5/BON18  73,3+15,8bcdefg 1,1940,17abc 7,6+4,9a 21,65x17a
HARI6/BON18 90,2+6,7abc 1,13+0,36abcd  6,6+3,6ab 12,48+7,8b
HARI7/GHA1S8 87,349,1abc 1+0,27abcdef 5,8+3,1ab 11,9848,5b
HARIS8/GHA18 88,6%7,5abc 0,72+0,38def 4,9+1,4ab 11,95+7b
HARI9/GHA18 90,9+3,8ab 0,88+0,34abcdef 5,9+2 9ab 10,84+4,6b
HARI10/GHA18 88,4+7,6abc 0,82+0,39cdef 4,7+1,6b 10,8+9,8b
HARI11/GHA18  86,4+11,1abcd 0,83+0,29bcdef  5,4+2,3ab 15,11+9,8ab
HARI12/GHA18 87,8+11,8abc 0,74+0,35def 5,1+1,8ab 10,75+5,5b
HARI13/GHA1S 86,948, 5abc 0,93+0,49abcdef 5,8+2.9ab 15,65+9,5ab
HARI14/GHA19 65,5+31,2efg 1,2440,34ab 6,7+3,4ab 14,43+8,4ab
HARI15/GHA19 89+8, 5abc 1,07+0,36abcdef  5+1,9ab 10,95+5b
HARI16/GHA19 93,2+8.4a 0,97+0,45abcdef  5,8+1,7ab 14,3+10ab
HARI17/GHA19 82,2+15,2abcdef 0,94+0,47abcdef  5+1,3ab 12,77+6,9b
HARI18/GHA18 89+10,5abc 1,06+0,27abcdef  6+2,1ab 14,11+7,6ab
HARI19/GHA19 76,5422 5abcdefg  0,79+0,24def 5,5+2,1ab 9,62+6b
HARI20/GHA19 81,8+13,8abcdef 1,1+0,29abcde  6,6+2,9ab 11,37+8b
HARI21/GHA19 85,8+6,5abcd 1,07+0,45abcdef  6%3,5ab 12,31+7,8b
HARI22/GHA19  68,2+28,6defg 1,27+0,3a 6,2+3,2ab 8,63+0,8b
HARI23/GHA19 83+15,6abcde 1,02+0,48abcdef 5,542 4ab 10,8+5,1b
HARI24/GHA19 81,4+12,7abcdef 0,99+0,42abcdef 6,4+3,6ab 12,15+6,2b
HARI25/GHA19 79,5+21,6abcdefg 1,05+0,4abcdef  5,1+1,8ab 13,41+6,5ab
HARI26/GHA19 87,9+11abc 0,96+0,24abcdef  7,3%1,2a 11,62+6b
HARI27/GHA19 78,3+17abcdefg 1,07+0,44abcdef 5,9+2,5ab 12,9445,9ab
HARI28/GHA19 63,6+31,2fg 0,79+0,35cdef 5,9+3ab 9,97+3b
HARI29/GHA19 71,7+£28,3cdefg  1,09+0,32abcde 6,3+3ab 11,94+5,9b
HARI30/GHA19 90,5+8,8ab 1,08+0,52abcdef  4,6%1,8b 13,4747, 7ab
HARI31/GHA19  85,3+12,7abcd  1,06+0,25abcdef 5,7+2,7ab 9,29+2 8b
HARI32/GHA19 78,3+20,9abcdefg 0,91+0,33abcdef  643,1ab 12,73+9,8b
HARI33/GHA19 89,548, 1abc 0,87+0,38bcdef  5,5+2,4ab 14,35+8,4ab
HARI34/GHA19  86,7+13,7abcd  1,09+0,35abcdef 5,6+2,5ab 13,05+7,7ab
HARI35/GHA19  85,6+12,3abcd 0,79+0,31def 7,5+4,5a 9,86+5,1b
Moyenne 82,6+17,02 0,96+0,36 5,9+2.58 28,5247 .4
Probabilité 0,040 0,030 0,010 0,007
CV (%) 20,6 37,5 43,95 74,72

Dans chaque colonne les moyennes affectées de la méme lettre ne différent pas significativement au seuil
de 5 % (test de Fisher), CV : coefficient de variabilité.
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1.1.2. Parameétres phénologiques

Les parametres phénologiques des accessions sont présentés dans le tableau VIIL. Les délais des
stades phénologiques (floraison et fructification) ont varié significativement (P < 0,001) selon
les accessions. En effet, le délai de floraison des accessions est intervenu entre le 30° et le 45°¢
Jours Apres Semis (JAS) avec une moyenne de 34 jours. Les accessions HARI9/GHA1S,
HARI26/GHA19, HARI30/GHA19 et HARI34/GHA19 ont été les plus précoces et ont atteint
la floraison le 30° JAS. L’accession HARI6/BON18 a atteint ce stade en 45 jours. Quant a la
fructification, elle est intervenue dans un intervalle de 40 a 56 JAS avec une moyenne de 43
jours. Les accessions HARI26/GHA19, HARI30/GHA19 et HARI34/GHA19 ont atteint la
fructification des le 40° JAS. Les accessions HARI5S/BON18, HARI6/BONI18 et
HARI35/GHA19 ont été les plus tardives et ont atteint ce stade a 56 JAS.
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Tableau VII : stades phénologiques (floraison et fructification) de 35 accessions de haricot

Accessions Délai de floraison (JAS) Délai de fructification (JAS)
HARI1/KEN16 37+6,7bcde 46,8+6,8b
HARI2/KEN18 36,8+3,2bcde 46,2+5,7b
HARI3/FER18 31,7%1,5de 41,8+1,3b
HARI4/BKE18 32,3+2,2de 41,8+1,3b
HARI5/BON18 40,8+4ab 56,2+7,6a
HARI6/BON18 45,3+5,7a 55,8+7,7a
HARI7/GHA1S8 32,5+1,2de 41,7+1,2b
HARIS/GHA1S8 34,7+4,1bcde 43,7+4,7b
HARI9/GHA1S8 31,3+1,de 41,3+0,8b

HARI10/GHA1S8 32,7+1,4de 41,5+1,2b
HARI11/GHA18 31,5+1,6de 41,2+0,4b
HARI12/GHA1S8 34+4,7cde 43+5,1b
HARI13/GHA18 33,5+1,2de 43,2+3,5b
HARI14/GHA19 33,2+0,4de 42+1,1b
HARI15/GHA19 31,7%1,5de 41,7+1b
HARI16/GHA19 33,5+0,8de 42+1,1b
HARI17/GHA19 32,5+1,2de 41,5+1,2b
HARI18/GHA1S8 31,8+1,3de 41,3+1,4b
HARI19/GHA19 35,5+4bcde 44,3+4b
HARI20/GHA19 33,2+1,9de 43,24+3,5b
HARI21/GHA19 34,3+2,8bcde 43,7+4,7b
HARI22/GHA19 32,5+1,2de 41,7+1b
HARI23/GHA19 32,7+1,4de 41,7+1b
HARI24/GHA19 37,2+7,3bcde 46,2+8,3b
HARI25/GHA19 31,5+1,6de 41,2+1,5b
HARI26/GHA19 31,3x1,de 40,7+1,9b
HARI27/GHA19 33,7+1cde 43+2.4b
HARI28/GHA19 33+1,3de 42,242 .3b
HARI29/GHA19 38+5,5bcd 47+6,6b
HARI30/GHA19 31,3+1,9¢ 40,5+0,8b
HARI31/GHA19 32+1,5de 41,2+1b
HARI32/GHA19 33,2+1,3de 43,7+3,7b
HARI33/GHA19 33+1,9de 42,7+3,2b
HARI34/GHA19 30,7+1,9¢ 40+1,5b
HARI35/GHA19 40,2+3,4abc 55,8+6,8a
Moyenne 34+4,15 43,5+5,43
Probabilité < 0,001 < 0,001
CV (%) 12,2 12,4

Dans chaque colonne les moyennes affectées de la méme lettre ne différent pas significativement au
seuil de 5 % (test de Fisher), CV : coefficient de variabilité, JAS : jours apres semis.
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1.1.3. Composantes du rendement des accessions

1.1.3.1. Composantes liées aux gousses

La longueur des gousses, le nombre de graine par gousse, le poids de gousses plant et le
rendement en gousses ont été présentés dans le tableau VIII. Une grande variabilité a été
observée entre les accessions en ce qui concerne tous ces parametres. En effet, la longueur des
gousses a varié de 9 a 13 cm avec une moyenne de 10,54 cm. C’est I’accession HARI4/BKE18
qui a présenté¢ les gousses les plus longues avec 13,74 cm contrairement a [’accession
HARI27/GHA19 qui a eu les gousses les plus petites (8,99 cm). Pour le nombre de graines par
gousse, ¢’est chez I’accession HARIS/BON18 qu’a été enregistré les plus grandes valeurs (5,1).
Les gousses avec les plus petits nombres de grains (2,3) ont été observées chez HARI1/KEN16.
Les valeurs relatives au parametre poids de gousses par plant ont varié de 5 a 36 g. Le poids le
plus élevé a été obtenu avec les gousses de I’accession HARIS/BON18. Quant aux poids de
gousses les plus faibles, ils ont été notés chez les accessions HARI1/KEN16, HARI6/BONI18,
HARI19/GHA19, HARI23/GHA19, HARI28/GHA19 et HARI29/GHA19. L’accession
HARI11/GHA18 a enregistré le rendement en gousses le plus élevé avec un rendement moyen
de 2, 04 tha!. L’accession HARII/KEN16 a été la moins productive avec 0,92 tha'! de

rendement.
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Tableau VIII : longueur de gousses, nombre de graines par gousse, poids de gousses par plant

et rendement en gousses chez 35 accessions

Accessions Longueur des  Nombre de Poids de Rendement en
gousses (cm) graines par  gousses par gousses (t.h!)
gousse plant (g)
HARI1/KEN16 10,4340,2bcde 2,3+1,3f 5,7+3,5b 0,92+0,2¢g
HARI2/KEN18 10,27+0,6bcde 4+0,6abcd 17,6+8,9ab 1,37£0,5bcdefg
HARI3/FER18 10,33+0,4bcde  3,7+0,8bcde 14,4+3,2b 1,53+0,4abcdefg
HARI4/BKE18 13,73+3,2a 4,1+0,2abcd 24,8+5,4ab 1,20+0,4efg
HARIS5/BON18 12,09+0,7ab 5,1+0,9a 36,5+2,1a 1,73+1,4abcde
HARI6/BON18 11,14+1,5bcd 4,7+0,6ab 12,847, 7b 0,9620,6fg
HARI7/GHA18 10,74+0,5bcde 4,5+0,7ab 16,0+7,8ab 1,52+0,3abcdefg
HARIS8/GHA18 11,35+1,2bc 4,6+0,6ab 21,1+£5,4ab 1,98+0,5ab
HARI9/GHA18 10,38+0,7bcde  4,3%0,6abc 18,8+3,8ab 1,72+0,3abcde
HARI10/GHA18 9,57+0,4cde 4,1+0,3abcd 20,9+5,5ab 1,50+0,6abcdefg
HARI11/GHA18 10,93+1,1bcd 4,5+0,4ab 21,9+5,6ab 2,04+0,3a
HARI12/GHA18 11,32+0,8bc 4,6+0,4ab 18,944,7ab 1,74+0,6abcde
HARI13/GHA18 9,30+0,7de 3,8+0,3bcde 19,1+6,0ab 1,73+0,4abcde
HARI14/GHA19 11,40+0,6bc 4,1+0,4abcd 24,3+7,4ab 1,93+0,6abc
HARI15/GHA19 10,17£0,4bcde  3,6+0,6bcdef  16,7+3,9ab 1,53+0,6abcdef
HARI16/GHA19 11,11£0,4bcd  4,2+0,3abcd 22,5+1,1ab 1,73+0,8abcde
HARI17/GHA19 10,574£0,7bcde  4,2+0,4abc 22,7+1,4ab 1,90+0,3abc
HARI18/GHA18 10,11+0,8cde 4+0,5abcd 18,7+5,0ab 1,50+0,5abcdefg
HARI19/GHA19 9,76+0,3cde 3+0,5cdef 11,3+1,2b 1,28+0,1defg
HARI20/GHA19 10,11£0,5cde  3,6+0,6bcdef  20,2+1,7ab 1,73+0,4abcde
HARI21/GHA19 10,56+0,4bcde  3,8+0,4abcde 22,0+7,1ab 1,49+0,4abcdefg
HARI22/GHA19 10,54+0,5bcde  4,2+0,3abcd 22,5+3,9ab 1,47+0,4abcdefg
HARI23/GHA19 10,25+0,3bcde  3,6+0,4bcdef 14,9+3,1b 1,46+0,2abcdefg
HARI24/GHA19 10,07+£0,3cde  3,7+0,3bcde 18,6+1,7ab 1,33+0,5cdefg
HARI25/GHA19 10,35+£0,2bcde  3,6+0,6bcdef  16,1+4,2ab 1,37+0,4bcdefg
HARI26/GHA19 10,07+0,3cde 4+0,3abcd 16,1+4,3ab 1,16+0,3efg
HARI27/GHA19 8,99+1,2¢ 2,540,9¢ef 24,0+1,4ab 1,37+0,8bcdefg
HARI28/GHA19 10,60+0,7bcde 4+0,2abcd 13,6+4,4b 1,20+0,4efg
HARI29/GHA19 10,78+0,7bcde 2,9+1,3def 12,3+5,1b 1,00+0,6fg
HARI30/GHA19 10,40+0,8bcde 4,4+0,2ab 16,1+4,9ab 1,40+0,3bcdefg
HARI31/GHA19 11,14+0,8bcd 4+0,6abcd 21,9+7,4ab 1,84+0,3abcd
HARI32/GHA19 11,0940,7bcd 4,60,5ab 19,2+1,7ab 1,66+0,7abcde
HARI33/GHA19 9,61+0,6¢cde 4,5+0,7ab 22,9+6,4ab 1,63+0,5abcde
HARI34/GHA19 10,44+0,5bcde  3,9+0,4abcd 17,6+7,3ab 1,74+0,4abcde
HARI35/GHA19 9,29+0,8de 3,9+0,6abcd 20,9+1,8ab 1,70+0,4abcde
Moyenne 10,54+1,2 4+0,63 18,97+5,03 1,52+0,6
Probabilité 0,001 0,006 0,010 0,018
CV (%) 11,10 20,12 52,89 37,03

Dans chaque colonne les moyennes affectées de la méme lettre ne different pas significativement au seuil

de 5 % (test de Fisher), CV : coefficient de variabilité.
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1.1.3.2. Composantes liées aux graines
v" Longueur et diamétre des graines et poids de graines par plant

Les résultats consignés dans le tableau IX mettent en évidence 1’existence d’une variabilité
entre les accessions en ce qui concerne les parametres tels que la longueur et le diametre des
graines ainsi que le poids de graines par plant. En effet, la longueur des graines a varié de 0,83
a 1,5 cm avec une moyenne de 1,1 cm. Les graines les plus longues ont été produites par
I’accession HARI4/BKEIS8 et les plus petites par HARI33/GHA19. Le diamétre des graines
quant a lui a varié de 0,42 a 0,57 cm. Les plus grands diametres de graines ont été obtenus chez
HARI4/BKE18 et HARI12/GHAI18 tandis que les plus petits ont été générés par
HARIO1/KEN16. Pour ce qui concerne le poids des graines par plant, il a varié de 2,8 a 15,1 g.
HARI17/GHA19 a été I’accession qui a généré le poids de graines par plant le plus élevé.
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Tableau IX : dimension des graines et poids de graines par plant de 35 accessions de haricot

Accessions Longueur des Diameétre des Poids de
graines (cm) graines (cm) graines par
plant (g)
HARI1/KEN16 1,01+0,1efghi 0,42+0,09b 2,8+0,7¢
HARI2/KEN18 1,12+0,06bcdef 0,48+0,08ab 7,5+1,2abc
HARI3/FER18 1,17£0,07bcde 0,51+0,01ab 8,0+0,8abc
HARI4/BKE18 1,53+0,06a 0,57+0,04a 10,5+3,0abc
HARI5/BON18 1,12+0,03bcdef 0,46+0,05ab 12,7+1,0ab
HARI6/BON18 1,1140,03bcdef 0,48+0,08ab 8,2+1,9abc
HARI7/GHA18 1,04+0,06cdefgh 0,48+0,05ab 10,5+4,8abc
HARIS8/GHA18 1,01+0,03defghi 0,51+0,02ab 11,8+2,8abc
HARIY/GHA18 0,91+0,04hij 0,47+0,05ab 11,5+1,0abc
HARI10/GHA18 0,86+0,05i;j 0,48+0,06ab 8,8+3,5abc
HARI11/GHA18 0,97+0,08fghij 0,5+0,01ab 12,942, 5ab
HARI12/GHA18 0,94+0,19ghij 0,57+0,14a 12,743,5ab
HARI13/GHA18 0,87+0,084ij 0,49+0,05ab 8,8+2,3abc
HARI14/GHA19 1,17+0,11bcd 0,53+0,09ab 11,8+3,5abc
HARI15/GHA19 1,11+0,08bcdef 0,47+0,05ab 9,5+3,3abc
HARI16/GHA19 1,2+0b 0,5+0ab 11,143,1abc
HARI17/GHA19 1,1620,1bcde 0,49+0,07ab 15,1£2,3a
HARI18/GHA18 1,12+0,03bcdef 0,51+0,01ab 10,4+2,2abc
HARI19/GHA19 1,22+0,02b 0,5+0ab 4,7+1,5bc
HARI20/GHA19 1,21+0,05b 0,53+0,06ab 9,8+3,0abc
HARI21/GHA19 1,21£0,08b 0,54+0,05ab 10,0+3,3abc
HARI22/GHA19 1,14+0,07bcde 0,52+0,11ab 10,2+2,9abc
HARI23/GHA19 1,1940,05bc 0,49+0,04ab 7,6£2,0abc
HARI24/GHA19 1,22+0,05b 0,5+0,06ab 8,3+1,6abc
HARI25/GHA19 1,11£0,02bcdef 0,48+0,04ab 8,2+3,9abc
HARI26/GHA19 1,11+0,04bcdef 0,49+0,03ab 10,0+4,3abc
HARI27/GHA19 1,13£0,03bcdef 0,45+0,05ab 7,8+3,9abc
HARI28/GHA19 1,1£0,05bcdefg 0,48+0,05ab 7,7£3,9abc
HARI29/GHA19 1,11£0,11bcdef 0,45+0,05ab 5,7+2,3abc
HARI30/GHA19 1,14+0,07bcde 0,49+0,04ab 12,343,3ab
HARI31/GHA19 1,15+£0,09bcde 0,51+0,09ab 11,6+2,5abc
HARI32/GHA19 1,14+0,08bcde 0,5+0,06ab 9,6+4,4abc
HARI33/GHA19 0,83+0,06j 0,44+0,06ab 12,6+3,4ab
HARI34/GHA19 1,14+0,09bcde 0,47+0,07ab 11,3+2,6abc
HARI35/GHA19 0,93+0,04hij 0,45+0,05ab 7,5+1,9abc
Moyenne 1,120,15 0,49+0,06 9,7£2,7
Probabilité 0,001 0,010 0,001
CV (%) 13,29 13,19 47,99

de 5 % (test de Fisher), CV : coefficient de variabilité.

Dans chaque colonne les moyennes affectées de la méme lettre ne différent pas significativement au seuil
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v' Poids de 100 graines, rendement en graine et indice de récolte

Les résultats relatifs a la masse de 100 graines, au rendement en graine et a I’indice de récolte
sont indiqués dans le tableau X. Une différence significative a été observée entre les accessions
de haricot sec en rapport avec les descripteurs utilisés. En effet, au niveau du poids de 100
graines, il a été de 35,6 g pour le poids le plus élevé et a été noté chez I’accession
HARI4/BKEI1S. Par contre, le plus faible poids de 100 graines (16,1 g) a été enregistré chez
HARI6/BON18. Quant au rendement en graines, il a varié de 0,45 tha! (HARI1/KEN16) a
1,46 (HARI17/GHA19). Concernant 1’indice de récolte, le meilleur a été généré par
HARI12/GHA18 (0,59) alors que HARIO1/KEN16 a obtenu les plus faibles (0,21).
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récolte chez 35 accessions de haricot sec

Tableau X : variation du poids de 100 graines, du rendement en graine et de I’indice de

Accessions Poids de 100 g (g) Rendement en Indice de récolte
graines (t.h'1)
HARI1/KEN16 26,3+0,7bcdefg 0,45+0,3c 0,21+0,22¢
HARI2/KEN18 21,1+2,1hijkl 0,92+0,4abc 0,35+0,09abc
HARI3/FER18 27,4+1,4bcd 1,05+0,3abc 0,34+0,14abc
HARI4/BKE18 35,6+0,8a 1,04+0,3abc 0,45+0,06abc
HARIS/BON18 17,4442kl 1,07+0,9abc 0,36+0,19abc
HARI6/BON18 16,1+5,21 0,65%0,6bc 0,39+0,26abc
HARI7/GHA18 22,442 6efghijk 1,13+0,1abc 0,44+0,12abc
HARIS/GHA18 22,6+1,9cdefghij 1,31+0,4ab 0,52+0,07ab
HARI9/GHA18 21,042,0hijkl 1,1940,2abc 0,49+0,11abc
HARI10/GHA18 21,442 ,6ghijk 0,89+0,3abc 0,46+0,04abc
HARI11/GHA18 21,6+1,3fghijk 1,32+0,3ab 0,47+0,05abc
HARI12/GHA18 22,6+1,2cdefghij 1,13+0,4abc 0,59+0,09a
HARI13/GHA18 20,7+1,3ijkl 1,08+0,2abc 0,28+0,15abc
HARI14/GHA19 28,8+1,4b 1,21+0,3abc 0,4+0,1abc
HARI15/GHA19 25,3+1,6bcdefghi 0,99+0,3abc 0,42+0,11abc
HARI16/GHA19 29,5+2.3b 1,27+0,6ab 0,43+0,09abc
HARI17/GHA19 29,8+1,3b 1,46+0,3a 0,52+0,04ab
HARI18/GHA18 25,942 Sbcdefgh 1,00+0,2abc 0,34+0,1abc
HARI19/GHA19 27,140, 1bcde 0,77+0,1abc 0,24+0,03bc
HARI20/GHA19 25,4+2 Obcdefghi 1,03+0,2abc 0,49+0,34abc
HARI21/GHA19 26,7+2,3bcde 0,92+0,2abc 0,41+0,07abc
HARI22/GHA19 25,5+1,5bcdefghi 1,00+0,3abc 0,42+0,1abc
HARI23/GHA19 28,4+2.6b 1,16+0,2abc 0,36+0,12abc
HARI24/GHA19 28,1+2,9b 0,82+0,4abc 0,35+0,11abc
HARI25/GHA19 26,5+2,6bcdef 0,97+0,3abc 0,29+0,1abc
HARI26/GHA19 28,3+2,0b 0,89+0,1abc 0,41+0,09abc
HARI27/GHA19 29,6+4.,4b 0,71+0,4abc 0,35+0,26abc
HARI28/GHA19 27,2+1,6bcde 0,82+0,3abc 0,37+0,2abc
HARI29/GHA19 26,9+1,5bcde 0,60+0,4bc 0,26+0,16bc
HARI30/GHA19 26,9+1,5bcde 0,91+0,2abc 0,48+0,14abc
HARI31/GHA19 27,9+3,5b 1,27+0,5ab 0,49+0,12abc
HARI32/GHA19 27,5+1,3bc 1,12+0,5abc 0,43+0,15abc
HARI33/GHA19 22,5+1,8defghij 1,02+0,3abc 0,47+0,08abc
HARI34/GHA19 26,7+1,1bcde 0,98+0,4abc 0,39+0,07abc
HARI35/GHA19 20,040, 7kl 1,09+0,2abc 0,38+0,05abc
Moyenne 25,3+4.4 1,01£0.4 0,4+0,15
Probabilité 0,001 0,001 < 0,001
CV (%) 17,38 38,87 37,53

Dans chaque colonne les moyennes affectées de la méme lettre ne différent pas significativement au seuil de 5 %
(test de Fisher), CV : coefficient de variabilité.
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1.2. Structuration de la variabilité agromorphologique
1.2.1. Corrélation entre les parametres agro-morphologiques

Une matrice de corrélation de Pearson a été générée pour déterminer le niveau de relation entre
les variables agromorphologiques étudiées tels que : taux de levée (TL), délais de floraison
(DF1), délai de fructification (DFr), indice de la vigueur végétative (IVV), nombre de nceuds
(NN), biomasse seche (BS), longueur des gousses (LGs), diametre des graines (DGr), longueur
des graines (LGr), nombre de graine par gousse (NGr/Gs), poids de gousse par plant (PGsP),
poids de graine par plant (PGrP), rendement en gousse (RGs), rendement en graine (RGr), poids
de 100 graines (P100G) et indice de récolte (IRe), (Tableau XI). Cette matrice a montré une
relation linéaire entre les caracteres par des corrélations significatives entre plusieurs couples
de variables. Seules les corrélations significatives (P < 0,05) ont été mises en relief dans le
tableau XI.

La plus forte corrélation positive (r = 0,95) a été notée entre le délai de floraison (DFI) et le
délai de fructification (DFr) tandis que la plus forte corrélation négative (r =-0,57) alié le méme
délai de fructification (DFr) au poids de 100 graines (P100G). Par ailleurs, I’analyse de la
corrélation a permis d’identifier une corrélation positive entre la BS et le PGsP (r = 0,63). La
corrélation entre ces deux (02) variables a montré que lorsque la biomasse seche des plants est
élevée, ces derniers produisent des poids de gousse par plant importants. De méme, cette
matrice a indiqué des corrélations positives entre le PGsP et le NGr/Gs (r = 0,53), le PGrP
(r=0,67), le RGs (r =0,60) et le RGr (r = 0,55). Ce qui se traduit par le fait que lorsque le poids
de gousses par plant est élevé, le nombre de graines par gousse, le poids de graines par plant,

les rendements en gousses et en graines le sont également.
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Tableau XI : matrice de corrélation de Pearson (r) entre les parametres agromorphologiques de 35 accessions de haricot sec

Parameétres TL IVV NN BS DFI DFr LGs DGr LGr NGr/Gs PGsP PGrP Pl100G RGs RGr IRe

TL 1,00
IVV 0,16 1,00

NN 032 027 1,00

BS 0,02 027 025 1,00

DFI 0,06 004 050 0,13 1,00

DFr 0,06 005 059 022 095 1,00

LGs 040 -0,02 0,14 024 008 007 1,00

DGr 0,19 -0,04 -001 -004 -027 -032 051 1,00

LGr 048 022 021 -002 -005 -0,10 052 048 1,00

NGr/Gs 020 -003 009 042 003 0,11 044 032 -0,16 1,00

PGsP 0,15 021 032 063 -002 013 031 025 007 0,53 1,00

PGrP 020 014 -0,10 046 -036 -027 035 038 -0,06 0,76 0,67 1,00

P100G 042 005 -0,14 -023 -0,51 -057 022 033 070 042 -008 -004 1,00

RGs 024 000 -0,14 033 -035 -022 006 028 -025 0,50 060 072 -0,15 1,00

RGr 0,19 -009 -0,13 025 -041 -030 026 040 -005 0,60 055 077 002 088 1,00
IRe 028 -0,12 -023 -001 -031 -028 029 045 -0,11 0,67 043 081 -006 059 0,65 1,00

Seules les valeurs en gras ont été les plus significatives au seuil de 5%. TL = taux de levée ; DFI = délais de floraison ; DFr = délai de fructification ; IVV = indice de la vigueur
végétative ; NN = nombre de nceuds ; BS = biomasse séche ; LGs = longueur des gousses ; DGr = diamétre des graines ; LGr = longueur des graines ; NGr/Gs = nombre de
graine par gousse ; PGsP = poids de gousse par plant ; PGrP = poids de graine par plant ; RGs = rendement en gousses ; RGr = rendement en graines ; P100G = poids de 100
graines ; IRe = indice de récolte.
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1.2.2. Variables contribuant a la différenciation des groupes d’accessions

L’analyse en composantes principales réalisée pour décrire la diversité des accessions de haricot
sec a montré que les quatre premiers axes ont eu leur valeur propre supérieure a 1. Ces axes ont
permis d’expliquer 77,45 % de la variance présente dans les variables. Cependant, le test
d’accumulation de variance a montré que les deux (02) premiers axes ont été les plus pertinents.
Ces axes ont expliqué respectivement 31,33 et 19,86 % soit 51,19 % de la variabilité totale,
elles ont aussi été utilisés pour décrire et analyser la variabilité agromorphologique des
accessions. Le tableau XII présente les vecteurs, les valeurs propres, le pourcentage de variance

totale et la variance cumulée totale pour les caracteres utilisés dans cette étude.

Le premier axe a exprimé le rendement et ses composantes. Les caracteres qui contribuent a la
formation de cet axe y sont négativement corrélés. Ce sont le diametre des graines (DGr), le
nombre de graine par gousse (NGr/Gs), le poids de gousse par plant (PGsP), le poids de graines
par plant (PGrP), le rendement en gousse (RGs), le rendement en graines (RGr) et I’indice de
récolte (IRe). Le deuxieme axe quant a lui, définit les parametres végétatifs et phénologiques
et est de ce fait corrélé négativement au nombre de nceuds (NN), & la biomasse seche (BS), aux
délais de floraison (DF]) et de fructification (DFr). Cet axe a décrit les accessions a nombre de

nceuds et biomasse seche faible ainsi qu’a floraison et fructification précoces.

La projection dans le plan factoriel formé par les axes 1 (Fact. 1) et 2 (Fact. 2) des accessions
de haricot sec illustrée par la figure 13 a mis en évidence deux (02) groupes. Le groupe 1 (G1)
est constitué des accessions dont les plantes sont précoces en termes de délai de floraison et de
fructification avec un bon développement végétatif et des composantes de rendement élevées.
A ce groupe d’accessions, 1’axe 2 oppose les accessions du groupe 2 (G2) qui se sont
caractérisées par un cycle de culture long. Les accessions de ce groupe sont aussi discriminées
par de faibles valeurs des variables nombre de graine par gousse, poids de graine par plant,

rendement en gousse, nombre de nceuds et biomasse seche.
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Tableau XII : valeurs propres et pourcentage de variation

Composantes principales Axe 1 Axe 2 Axe 3 Axe 4
Valeur propre 5,01 3,18 2,82 1,38
Variance totale (%) 31,33 19,86 17,63 8,64
Cumul de la variance
totale (%) 31,33 51,19 68,82 77,45
Caracteres définissant les axes et leurs valeurs propres
TL -0,17 -0,16 -0,74 -0,04
1\AY -0,01 -0,14 0,34 0,68
NN 0,13 -0,54 0,56 0,10
BS -0,40 -0,52 0,24 0,43
DF1 0,41 -0,77 0,23 -0,30
DFr 0,32 -0,86 0,22 -0,22
LGs -0,40 0,01 0,67 -0,42
DGr -0,52 0,36 0,42 -0,34
LGr 0,02 0,39 0,81 -0,04
NGr/Gs -0,77 -0,41 0,01 -0,27
PGsP -0,69 -0,36 0,33 0,27
PGrP -0,95 -0,07 -0,01 0,10
P100G 0,02 0,80 0,45 0,15
RGs -0,83 -0,08 -0,23 0,19
RGr -0,89 0,05 -0,09 0,01
IRe -0,82 0,07 -0,17 -0,30

Seules les valeurs en gras ont été les plus significatives au seuil de 5%. TL = taux de levée ; DF1 = délais de floraison ;
DFr = délai de fructification ; IVV = indice de la vigueur végétative ; NN = nombre de nceuds ; BS = biomasse
seche ; LGs = longueur des gousses ; DGr = diametre des graines ; LGr = longueur des graines ; NGr/Gs = nombre
de graine par gousse ; PGsP = poids de gousse par plant ; PGrP = poids de graine par plant ; RGs = rendement en

gousses ; RGr = rendement en graines ; P100G = poids de 100 graines ; IRe = indice de récolte.

76



Troisieme partie : Résultats & discussion

Fact. 2 :19,86%

:19,86%

Fact. 2
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Figure 13 : représentation des individus dans le plan des axes 1-2 de ’ACP
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1.2.3. Typologie des accessions de haricot sec

Pour analyser la structuration de la variabilité au sein des accessions, une classification
hiérarchique ascendante a été effectuée selon la méthode de Ward (1963). Le dendrogramme
obtenu montre une nette séparation des accessions en quatre (04) groupes (Figure 14). Les
valeurs moyennes des différents groupes sont résumées dans le tableau XIII. Dix (10)
parametres ont permis de classer les accessions en groupes homogenes. Cependant, aucun de

ces parametres ne permet une distinction compléte des groupes d’accessions.

Le groupe 1 (G1) a représenté 54,28 % de 1’ensemble des accessions. Il est composé des
accessions HARI2/KEN1S, HARI3/FER1S, HARI7/GHA1S, HARI8/GHA1S,
HARI9/GHA18, HARI10/GHA18, HARI11/GHA18, HARI12/GHA18, HARI13/GHA1S,
HARI15/GHA1, HARI16/GHA19, HARI17/GHA19, HARI18/GHA18, HARI21/GHA19,
HARI26/GHA19, HARI30/GHA19, HARI31/GHA19, HARI33/GHA19 et HARI34/GHA19.
La majorité de ces accessions est originaire du Ghana. Les plantes de ce groupe se caractérisent
par un petit nombre de nceud (5,57), une biomasse seche par plant moyen (12,65 g), un nombre
élevé de graine par gousse (4,15), de petites gousses (10,38 cm), un poids de gousses par plant

faible (18,72 g) et un poids de 100 graines moyen (24,13 g).

Le groupe 2 (G2) quant a lui est constitué de trois (03) accessions (8,57 %) dont deux originaires
de la Cote d’Ivoire (HARIS/BON18 et HARI6/BONI18) et une (HARI35/GHA19) du Ghana.
Les individus de ce groupe ont un nombre de nceud (7,21), une biomasse séche (14,66 g), un
nombre de graine par gousse (4,57) et un poids de gousses par plant (23,4 g) élevés avec des

gousses plus longues (10,84 cm) et un poids de 100 graines faible (17,86 g).

Le groupe 3 (G3) est constitué¢ de quatre (04) accessions (11,43 %) dont trois (04) sont
originaires du Ghana (HARI14/GHA19, HARI22/GHA19 et HARI28/GHA19) et une de la
Cote d’Ivoire (HARI4/BKE18). Les individus de ce groupe se sont caractérisés en moyenne par
6 nceuds par plant, une biomasse séche de 11,39 g par plant, 4 graines par gousse, une longueur
de gousse, un poids de gousses par plant et un poids de 100 graines estimés a 11,57 cm, 21,3 g

et 29,27 g respectivement.
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Le groupe 4 (G4) est constitué de neuf (09) accessions soit 25,71 % dont 11 accessions
originaires du  Ghana  (HARI19/GHA19, HARI20/GHA19, HARI23/GHA19,
HARI24/GHA19, HARI25/GHA19, HARI27/GHA19, HARI29/GHA19 et HARI32/GHA19)
et une du Kenya (HARI1/KEN16). Ce groupe est composé des accessions dont le nombre de
nceud (5,79) et la biomasse seche (11,49 g) par plant sont faibles, les gousses sont de petites

tailles (10,34 cm) avec un poids de gousses par plant faible (3,49).
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Figure 14 : classification ascendante hiérarchique de 35 accessions de haricot sec
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Tableau XIII : caractéristiques principales des différents groupes formés par la CAH

Parametres Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Probabilité
TL 88,54+1,82a  83,04+£8,73b  64,95+2,51c  80,33%£3,89b < 0,001
DF1 32,63%£1,59¢  42,11+2,81a 32,75+0,4c 34,2242,19b < 0,001
DFr 42,02+1,48bc  55,94+0,19a  41,92+0,22¢  43,61+£2,13b < 0,001
IVV 0,91+0,13a 1,04+0,22a 1+£0,29a 1£0,1a 0,370
NN 5,57+0,65¢ 7,21+0,53a 6,25+0,33b 5,7940,51bc < 0,001
BS 12,65+1,64b 14,666,192  11,39+2,59¢  11,49+1,58¢ 0,015
LGs 10,38+0,6b 10,84+1,42a  11,57+1,49a  10,34+0,59b 0,043
DGr 0,49+0,03a 0,46+0,01a 0,52+0,04a 0,49+0,03a 0,080
LGr 1,03+0,12¢ 1,05+0,1bc 1,23+0,2a 1,160,06ab 0,007

NGr/Gs 4,15+0,33a 4,57+0,58a 4,08+0,1a 3,49+0,68b 0,002
PGsP 18,7242,56b  23,4+12,02a 21,345,23a 17,41+5,51b 0,025
PGrP 10,6+1,71a 9,44+2.81b  10,03%£1,71ab  8,44+3,23b 0,160
P100G 24,13+296b  17,86£1,98c  29,27+4.41la  27,52+1,32a < 0,001

RGs 1,61+£0,22a 1,46+0,43a 1,45+0,34a 1,45+0,3a 0,410
RGr 1,07+0,15a 0,94+0,25a 1,02+0,16a 0,94+0,29a 0,450
IRe 0,43+0,08a 0,38+0,02a 0,41+0,03a 0,37+0,1a 0,250

Sur chaque ligne, les moyennes affectées de la méme lettre ne sont pas significativement differentes au seuil de 5
% (test de Fisher), CV : coefficient de variabilité. TL = taux de levée ; DF1 = délais de floraison ; DFr = délai de
fructification ; IVV = indice de la vigueur végétative ; NN = nombre de nceuds ; BS = biomasse séche ; LGs =
longueur des gousses ; DGr = diametre des graines ; LGr = longueur des graines ; NGr/Gs = nombre de graine par
gousse ; PGsP = poids de gousse par plant ; PGrP = poids de graine par plant ; RGs = rendement en gousses ; RGr
=rendement en graines ; P100G = poids de 100 graines ; IRe = indice de récolte.

80



Troisieme partie : Résultats & discussion

2. DISCUSSION

L’analyse des performances agromorphologiques des 35 accessions de haricot sec a mis en
évidence une forte variabilité entre ces dernieres pour tous les parametres étudiés. Cette
variabilité indique la présence d’une importante hétérogénéité au sein des accessions collectées
qui serait due a des facteurs génétiques (transmissibles de génération en génération) et
environnementaux tels que la pluviométrie, la température et ’humidité relative. Tigist et al.,
(2023) ont également reconnu les composantes du génotype et de I’environnement comme les
principales sources de variabilité sur les performances agromorphologiques et physiologiques
des génotypes de haricot sec éthiopien. De plus, plusieurs études menées sur le vouandzou, le
mais et la tomate ont montré que les facteurs environnementaux entrainent des effets variables
sur le développement végétatif et physiologique ainsi que sur le rendement des plantes (Touré
et al., 2013 ; N’da et al., 2014 et Coulibaly et al., 2019). Cette étude a aussi montré que les
accessions de haricot se sont comportées différemment les unes des autres indépendamment de
leur origine géographique. En effet, les accessions les plus et les moins performantes ont été
identifiées pour le matériel végétal de méme origine. Il en ait de méme pour les accessions
d’origine différente. Des observations similaires ont été faites par Nkanza et al. (2021) sur des
variétés de haricot sec introduites au Congo. Ces résultats ont indiqué que les parametres
évalués ne dépendent pas de I’origine des accessions. Dans ce contexte, il semblerait que les
genes qui gouvernent les caracteres évalués dans cette étude seraient intrinseques a chaque
accession. Ainsi, ces accessions bien qu’appartenant a l’espéce Phaseolus vulgaris L.
pourraient provenir de variétés différentes. Le rendement moyen obtenu au cours de cette étude
a été relativement faible. Ce résultat serait 1i€¢ non seulement aux accessions utilisées et aux
facteurs environnementaux qui prévalaient dans les zones d’expérimentation mais aussi a la

fertilité des sols des sites de cultures.

L’étude des corrélations a permis d’observer des associations significatives entre plusieurs
couples de variables. Ainsi, la biomasse seche a été positivement corrélée au poids de gousses
par plant corrélé positivement a son tour au rendement et a ses composantes. Ce résultat indique
que le poids de gousse par plant pourrait €tre un bon indicateur dans la détermination de la
biomasse seche et du rendement car les caracteres fortement corrélés seraient sous I’influence
des mémes genes. Kumar et al. (2016) et Yohannes et al. (2020) ont rapporté I’association

positive du poids de gousses avec la biomasse seche et le rendement.

Ces auteurs ont estimé¢ qu’une sélection basée sur ce caractere pourrait étre utilisée comme

critere de sélection indirect pour 1’amélioration du rendement en grains et en fanes du haricot.
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En outre, ces corrélations permettent a 1’agriculteur d’utiliser la méme accession pour la
production de graines et de fanes seéches (Coulibaly et al., 2020). Aussi, 1’existence d’une
corrélation significative entre la biomasse seche et les parametres du rendement indiquerait-elle
qu’une bonne biomasse pourrait induit des rendements ¢€levés. Selon Emishaw et al. (2007),
cette corrélation serait probablement due a I’augmentation des produits photosynthétiques qui
se retrouvent finalement dans les fruits et graines du haricot sec améliorant ainsi leur poids. Par
ailleurs, la corrélation entre les stades phénologiques, les parametres végétatifs et de rendement
n’a pas ¢été significative. Cela signifierait que le développement végétatif, la fructification et la
production des accessions évaluées ne dépendent pas de la précocité ou de la tardiveté des plants

de haricot sec.

L’analyse en composantes principales (ACP) a révélé quatre (04) axes avec une valeur propre
supérieure a 1, représentant un total 77,45 % de variabilité. Cependant, environ 50 % de la
variation phénotypique ont ét€é expliquées par les deux premiers axes. Les travaux de
Marzooghian et al. (2013) et Fisseha et al. (2015) ont rapportés des résultats similaires sur les
caracteres agro-morphologiques du haricot sec. L’évaluation agromorphologique des
accessions de haricot a mis en évidence ’existence de plusieurs caracteres discriminants. En
effet, les résultats analytiques dérivés de ces axes ont suggéré la biomasse seche, le nombre de
nceuds, le délai de floraison, le délai de fructification, le diamétre des graines, le nombre de
graines par gousse, le poids de gousse par plant, le poids de graine par plant, le poids de 100
graines, les rendements en gousses et en graines et I’indice de récolte comme les principaux
caracteres qui pourraient €tre utilisés le plus efficacement pour caractériser les populations de
haricot sec. Cela traduit I’existence d’une grande diversit¢ morphologique au sein de la
collection étudiée. Des études antérieures ont par ailleurs révélé ces caractéres comme
principaux contributeurs a la diversité des haricots communs (Yeken ez al., 2019 ; Nadeem et

al., 2020).

Les classes obtenues a partir des 16 caracteres ont permis de déterminer les performances des
accessions de haricot sec. Ainsi, la classification hiérarchique (CAH) a généré quatre groupes
d'accessions distincts les uns des autres. L’analyse de ces groupes a révélé que les accessions
des groupes 2 et 3 (HARI4/BKEI18, HARIS/BON18, HARI6/BON18, HARI14/GHA19,
HARI22/GHA19, HARI28/GHA19 et HARI35/GHA19) ont été les plus performantes en

termes de rendement.

La CAH a aussi révélé que le regroupement des accessions s’est fait indépendamment des

origines géographiques. Ces résultats corroborent ceux de Kausnik ez al. (2007) et Sunil et al.
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(2010) qui ont indiqué que la diversité géographique ne représente pas nécessairement la
diversité génétique entre les accessions. Ce regroupement s’expliquerait par le fait que les

individus étudiés pourraient étre issus d’un ancétre commun qui ont gardé les mémes caracteres.

Conclusion partielle

L’analyse des performances agro-morphologiques de 35 accessions de haricot sec a permis de
noter la présence d’une diversité entre ces derniéres au regard de 16 parameétres phénologiques,
végétatifs et rendement. Par ailleurs, la structuration de la diversité agro-morphologique des
accessions a identifié la biomasse séche, le nombre de nocuds, les délais de floraison et de
fructification, le diametre des graines, le nombre de graines par gousse, le poids de gousse par
plant, le poids de graines par plant, le poids de 100 graines, les rendements en gousses et en
graines puis l’indice de récolte comme les caractéres les plus discriminants. Sept (07)
accessions prometteuses HARI4/BKE18, HARIS/BON18, HARI6/BON18, HARI14/GHA19,
HARI22/GHA19, HARI28/GHA19 et HARI35/GHA19 ont été identifiées sur la base de leurs

performances agro-morphologiques et phénologiques.

Les rendements obtenus au cours de cette étude ont été relativement faibles (1,1 t/ha). Ces
rendements pourraient étre améliorés par ’emploi de bactéries symbiotiques. Ainsi, pour
contribuer a ’amélioration de la production du haricot sec en Cote d’Ivoire, une collection de
rhizobia locaux nodulant cette plante et adaptée aux conditions environnementales et

anthropiques a été constitué et a fait 1’objet du chapitre 2.
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CHAPITRE 2 : COLLECTION DE RHIZOBIA LOCAUX NODULANT LE HARICOT

Ce chapitre présente les résultats du piégeage, de I’isolement et de la caractérisation

phénotypique des rhizobia locaux nodulant le haricot sec.

1. RESULTATS
1.1. Nodulation des accessions de haricot en fonction de I’origine du sol

La présence de bactéries symbiotiques locales (Figure 15) matérialisée par la formation de
nodules fonctionnels (de couleur rouge a I’intérieur) sur les racines du haricot a été observée
(Figure 16). Ces nodules ont été influencés par 1’origine et 1’antécédent cultural des sol
échantillonnés (Tableau XIV). Tous les plants ont nodulé sur les différents échantillons de sol
a I’exception de ceux cultivés sur les sols issus de jachére. En effet, hormis HARI17/GHA19
qui a nodulé sur le sol de Bouaké, aucun nodule n’a été observé sur les plants des sols collectés
a Beoumi, Daloa et Korhogo. De méme, le nombre de nodules a varié¢ d’un sol a un autre pour
la méme accession et d’une accession a une autre pour le méme sol (Tableau XIV). Sur le sol
de Botro, le nombre de nodules a varié de 14 a 72,2 avec une moyenne de 32 respectivement
chez les accessions HARI11/GHA18 et HARI17/GHA19. Sur le sol de Djébonoua, I’accession
qui a produit le nombre le plus important de nodules est HARI27/GHA19 avec 140 nodules.
Sur le sol de Ferkéssédougou par contre, c’est chez 1’accession HARI11/GHA18 qu’a été
observée le nombre de nodules le plus important (83,3). Le plus petit nombre de nodules (10,3)
a été obtenu chez I’accession HARI27/GHA19. 1l en est de méme dans les sols de Sakassou ou
le plus faible nombre de nodules (44,7) a été observé chez 1’accession HARI27/GHA19 contre
82,3 chez HARI11/GHA18, qui a eu avec le nombre de nodules le plus élevé. En revanche,
c’est I’accession HARI17/GHA19 qui a produit le plus de nodules sur le sol de Yamoussoukro.
Elle a induit en moyenne 71,7 nodules par plant. Le nombre de nodules le plus important
observé chez les plants cultivés sur les sols de Gagnoa était de 33,3 générés par
HARI17/GHA19. En ce qui concerne les nombres les plus faibles, ils ont été observés chez
HARI11/GHA18 (7,7) et HARI22/GHA19 (10,3). Cependant, sur le sol de Bouaflé,
HARI11/GHA18 a donné des nodules. HARI27/GHA19, quant a lui a produit des nodules sur

les deux types de sol (Bouaflé et Sinématiali).

Dans I’ensemble, I’accession HARI11/GHA18 a ét¢é la plus compatible avec les rhizobia locaux

sur les échantillons de sols par rapport aux quatre (04) autres accessions.

L’accession qui a le moins répondu au piégeage a ét¢ HARI22/GHA19 avec une moyenne de

10,53 nodules produits contre 34,1 généré par HARI11/GHA18.
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Nodules

Figure 15 : racines de plantes de haricot présentant des nodules
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Figure 16 : coupe transversale de nodules de haricot
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Tableau XIV : nombre de nodules obtenus en fonction des sols échantillonnés

Accessions
Localités HARI11/GHA1S HARI17/GHA19 HARI22/GHA19 HARI27/GHA19 HARI35/GHA19 | Moyenne Probabilité CV (%)
Béoumi 00 00 00 00 00 0+0 00 00
Botro 14+4.2b 72,7424 6a 24+6,2b 20,7+7,9b 29+6,5b 32,149,9 0,044 65,1
Bouaflé 183,3+26.,4a 0+0b 0+0b 542.7b 0+0b 37,745 < 0,001 452
Bouaké 0+0b 49+10,1a 0+0b 0+0b 0+0b 9,842 < 0,001 20,7
Daloa 00 00 00 00 00 00 00 00
Djébonoua 11,3+1,6¢ 47+7,9b 31,7+10,4b 140+26,5a 55+13,2b 57+11.9 < 0,001 27,2
Ferkéssédougou 83,3+3,8a 16,7+15,6b 29,3+11,8b 10,3+1,9b 19,3%5,3b 31,847, 0,004 53,1
Gagnoa 7,743 3¢ 33,3+17,6a 10,3+2,5¢ 21,3+11,5b 22,3+8.7b 1948,7 0,008 96,3
Korhogo 00 00 00 00 00 00 00 00
Sakassou 82,3+8.6a 51,7+4.,9ab 0+0ab 44.7+18,5ab 62,3420,5a | 48,2+10,5 0,009 34,2
Sinématiali 0+0a 0+0a 0+0a 240,5a 0+0a 0,4+0,1 0,452 25
Yamoussoukro 26,7+4,6b 71,7+23.8a 31,7+7,6b 25,7+6b 26,7+8.,8b 36,5+10,2 0,011 33,4
Moyenne 34,144 28,5487 10,643 22,5472 17,88+5,25

Sur chaque ligne, les moyennes affectées de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 % (test de Fisher), CV : coefficient de variabilité.

86



Troisieme partie : Résultats & discussion

1.2. Caractéristiques phénotypiques des isolats

1.2.1. Caractéristiques morphologiques et biochimiques des isolats

Des colonies bactériennes ont été obtenues sur milieu YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar)

aprés 1’isolement des bactéries contenues dans les nodules des différentes accessions (Figure

17). L’observation macroscopique de ces colonies a permis de sélectionner 108 isolats. Ces

dernieres ont présenté divers aspects morphologiques (Annexe 3). Elles ont été composées de

colonies opaques ou transparentes a la lumiere, de formes circulaires et bombées ou plates avec

des bordures lisses ou en dentelles. Les colonies ont aussi présenté des colorations blanchatre,

creme ou jaunatre avec des tailles variables comprises entre 1 et 7 mm de diametre ainsi que

des temps de génération compris entre 2 et 3 jours. L’aspect microscopique observé apres

coloration de Gram, a permis de révéler que la collection d’isolats est composée de bacilles de

coloration rose (Gram négatif), (Figure 18).
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Figure 18 : aspect microscopique des isolats apres la coloration de Gram (Gx100).
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1.2.2. Caractéristiques symbiotiques des isolats bactériens

1.2.2.1. Isolats bactériens authentifiés du haricot sec

La capacité a induire la formation de nodosités sur la racine de la légumineuse hote est 1’'un des
criteres de base dans la caractérisation des rhizobia. Ainsi, celle des 108 isolats a €té évaluée et
a montré que la totalité des isolats testés a été capable de réinfecter leur plante hote. De méme,
I’infectivité bactérienne a été variable car le nombre de nodules formés a évolué en fonction
des isolats qui ont induit la formation de 2 a 37 nodules par plant. Aussi, aucun nodule n’a-t-il
été observé sur les racines des témoins non inoculés.

A TI’issu de ce test, deux groupes d’isolats bien distincts ont été obtenus. Le premier groupe est
constitué des isolats les moins infectifs (86 isolats). Ils ont induit la formation d’un nombre de
nodules par plant inférieur a 25. Le second groupe quant a lui a regroupé les isolats les plus
infectifs. IlIs sont au nombre de 22 et ont eu une infectivité supérieure ou égale a 25 nodules par
plant (Tableau XV). Ce sont les isolats RPC108, RPC109, RPC114, RPC115, RPC204,
RPC208, RPC210, RPC218, RPC304, RPC404, RPC406, RPC408, RPC410, RPC424,
RPC426, RPC430, RPC431, RPC504, RPC508, RPC509, RPC516 et RPC517. Toutefois, ce

sont les isolats RPC304 (32), RPC108 (33), RPC408 (33), RPC426 (33), RPC431 (33), RPC509
(34) et RPC404 (37) qui ont induit les nombres les plus élevés de nodules avec leurs plantes

hotes.

88



Troisieme partie : Résultats & discussion

Tableau XV : nombre de nodules par plant induits par 22 isolats locaux évalués sur quatre

accessions de haricot sec

Isolats Nombre de nodules par plant Accessions hotes
RPC108 33 HARI17/GHA19
RPC109 28 HARI17/GHA19
RPC114 31 HARI17/GHA19
RPC115 25 HARI17/GHA19
RPC204 26 HARI11/GHA18
RPC208 29 HARI11/GHA18
RPC210 26 HARI11/GHA18
RPC218 27 HARI11/GHA18
RPC304 32 HARI22/GHA19
RPC404 37 HARI27/GHA19
RPC406 28 HARI27/GHA19
RPC408 33 HARI27/GHA19
RPC410 27 HARI27/GHA19
RPC424 27 HARI27/GHA19
RPC426 33 HARI27/GHA19
RPC430 30 HARI27/GHA19
RPC431 33 HARI27/GHA19
RPC504 30 HARI35/GHA19
RPC508 29 HARI35/GHA19
RPC509 34 HARI35/GHA19
RPC516 26 HARI35/GHA19
RPC517 28 HARI35/GHA19

1.2.2.2.  Infectivité symbiotique des isolats

v' Capacité d’induction de nodosités sur différentes accessions de haricot

La capacité des 22 isolats les plus infectifs a noduler des accessions autres que celles dont ils
sont originaires a été évaluée. Ainsi, le nombre de nodules formés a été hautement influencé (P
< 0,01) par les isolats et les accessions testées. La totalité des isolats a pu induire la formation
de nodosités chez d’autres accessions de haricot a 1’exception de RPC406 qui n’a réinfecté
aucune d’entre elles (Tableau XVI). Aucun nodule n’a également été observé chez les plants
issus des témoins négatifs et positifs.
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Chez I’accession HARI17/GHAT19, ce sont les isolats RPC115, RPC426 et RPC431 qui ont
induit la formation du plus grand nombre de nodules par plant avec une valeur de 31. Les isolats
les moins infectifs de cette accession ont ét€ RPC204, RPC410, RPC424, RPC430 et RPC517
qui ont donné entre 6,3 et 8,3 nodules par plant.

Au niveau de I’accession HARI11/GHA18 I’isolat le plus infectifs a ét¢ RPC516 avec 31,7
nodules. Le plus petit nombre (1) quant a lui a été généré par RPC109.

En ce qui concerne 1’accession HARI35/GHA19, le plus grand nombre de nodules formé a été
de 37,7 et a été induit par I’isolat RPC404. Ce sont les isolats RPC109 et RPC430 qui ont été
les moins infectifs avec cette accession et ont induit la formation de 2 nodules par plant en
moyenne.

En somme HARI17/GHA19 a été 1’accession la plus réceptive a 1’inoculation parmi les trois
évaluées avec un nombre moyen de 18,31 nodules obtenus contre 13 nodules chez les deux
autres. Chez les isolats, le plus infectif a ét€ RPC516 avec 25,6 nodules induits en moyenne. En
revanche, RPC210 s’est révélé étre 1’isolat le moins infectif avec une production moyenne de

5 nodules par plant.
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Tableau XVI : nombre de nodules par plant induits par 22 rhizobia locaux évalués sur trois

accessions de haricot sec

Nombre de nodules

Isolats  "HARI17/GHA19 HARI11/GHA1S HARI35/GHA19  Moyenne
RPC108 13,3+1,5¢ 1+1,2j 24,3+1,2¢c 10,5
RPC109 29:1,7abc 15,3+1,2de 2+1Im 17,6
RPC114 25+1,7def 13,3+2, lefg 1242,6gh 16,8
RPC115 31+1,7a 202+1,7¢ 4,320,6kl 19,1
RPC204 7,7+1,5h 25,342, 1bc 26,3+1,5¢ 19,8
RPC208 26+2,6¢de 10+4,4gh 2042,6d 18,7
RPC210 2,7+1,5i 542,6i 7,7+1,5i] 5,1
RPC218 27+1bede 15,7+4,2de 6,3+1,57k 16,3
RPC304 22,315 1842,6d 13,741,5f¢ 18,0
RPC404 27,743 8bcd 10+1,7gh 36,7+1,5a 24,8
RPC406 0+0i 020 0+0m 00
RPC410 7,7+1,5h 1842,6d 10+2,6hi 11,9
RPC422 27,7+1,5bcd 253+1,5bc 16,3+1,5ef 23,1
RPC424 7+2,6h 4,7+1,5i 12,7+1,5¢gh 8.1
RPC426 31+2,6a 1121,7fgh 26+2,6¢ 22,7
RPC430 6,3+1,5h 1843,6d 2,3+0,6lm 8.9
RPC431 31+1,7a 16,7+2,5de 12,7+1,5¢gh 20,1
RPC504 30+1ab 14,7+2,5def 1322¢ 19,2
RPC508 241, 7ef 28,742, 5ab 13,7+1,5fg 22,1
RPC509 27,742 3bcd 1022,6gh 32,7+1,5b 234
RPC516 2742, 6bcde 31,7+1,5a 1822,6de 25.6
RPC517 8,3+1,5h 9:+1,7h 12,7+0,6gh 10

TO 0+0i 020 0+0m 00
TN 020 020 0+0m 00
Moyenne 18,31=1,7 13,4622, 13,47+1,6
Probabilité < 0,001 < 0,001 < 0,001
CV (%) 63,8 68,34 75,47

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 %
selon le test de LSD de Fisher ; TO : témoin non fertilisé et non inoculé ; TN : témoin fertilisé non inoculé, CV :
coefficient de variabilité.

v Effet des isolats sur le poids sec nodulaire

Le poids sec nodulaire tout comme le nombre de nodules a été influencé significativement (P <
0,01) par l'inoculation (Tableau XVII). De plus, I’effet des isolats a vari¢ en fonction des
accessions de haricot. Chez HARI17/GHA19, le poids sec des nodules a varié de 0,015 a 0,138
g et a été induit par les isolats RPC118, RPC517 et RPC115. Par contre, chez HARI11/GHA1S,
il a varié de 0,052 a 0,152 g respectivement chez RPC424 et RPC516. En ce qui concerne la
biomasse nodulaire chez 1’accession HARI35/GHA19, la plus importante a été de 0,237 g et a
¢ét¢ induite par I’isolat RPC404 contre 0,011; 0,013 et 0,017 g chez les isolats RPC109, RPC115
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et RPC430 respectivement. Aucun poids n’a été obtenu avec les nodules des plants issus des
accessions HARI17/GHA19 et HARI11/GHA18 inoculées avec les isolats RPC210 et RPC109

respectivement en raison du faible nombre de nodules observé chez ces derniers.

Tableau XVII : effet des rhizobia locaux sur le poids sec des nodules chez trois accessions de

haricot sec

Poids sec des nodules (g)

Isolats HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 Moyenne
RPC108 0.015£0,003hi 00c 0.1320,026de 0.048
RPC109 0,0620,004cd 0,0620,03bc 0,0110,01jk 0,044
RPC114 0.04540,012def  0,0620,036bc 0,05720,021h 0,054
RPC115 0,138+0,003a 0,10420,028ab 0,01740,006jk 0,086
RPC204 0,03120,034fgh  0,108+0,017ab 0.131£0,012d 0,090
RPC208 0,0520,003de 0,05620,03bc 0,122+0,007def 0,076
RPC210 020i 0.0530,026bc 0,02320,007i 0,025
RPC218 0.05720,005cd  0,073+0.031bc 0,0180,009 0,049
RPC304 0,02240,003gh  0,1020,026ab 0,101£0,01¢ 0.075
RPC404 0.059£0,003cd  0,056+0,026bc 0,23720,01a 0.117
RPC406 ] ; ; ;
RPC410 0.047£0,035def  0,073+0,017bc 0,057+0,006h 0,059
RPC422 0,05840,003cd  0,116£0,026ab  0,107+0,021fg 0,094
RPC424 0,02+0,01gh 0,05220,03bc 0,06120,009h 0,044
RPC426 0,07320,003¢ 0,059+0,034bc 0,1820,013¢ 0,104
RPC430 0,03340,018¢fg  0,073+0,031bc  0,01320,009jk 0,040
RPC431 0.1110,003b 0,06820,014bc 0,057+0,008h 0,079
RPC504 0,07120,003¢ 0,06720,025bc 0,0720,013h 0,069
RPC508 0,05+0,004de 0,11120,028ab 0,0920,009¢ 0,084
RPC509 0,0620,003cd 0,05820,007bc 0,20320,009b 0,107
RPC516 0,05640,003cd 0,152+0,198a  0,11120,01lefg 0,106
RPC517 0,01520,003hi 0,05520,03bc 0.0620,013h 0,043

TO ; ; ] ;
TN ; ; ; ;
Moyenne 0.04£0.03 0.0620.05 0.0820.06
Probabilité <0,001 0,020 < 0,001
CV (%) 78,50 84,00 85.03

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 %
selon le test de LSD de Fisher ; TO : témoin non fertilisé et non inoculé ; TN : témoin fertilis€ non inoculé.

1.2.2.3.

Effet des isolats sur la biomasse

L’inoculation a aussi influencé significativement (P <0,01) la biomasse séche des plants quel

que soit 1’accession de haricot utilisée (Tableau XVIII).
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De plus, I’effet de I’inoculation a varié en fonction de 1’isolat et 1’accession de haricot. La
biomasse seche de toutes les accessions a été améliorée par I’ensemble des isolats testés par

rapport au témoin non fertilisé (TO).

Outre cela, tous les isolats ont occasionné des biomasses supérieures a celles produites par le
témoin azoté¢ (TN) a I’exception de RPC210 inoculé aux accessions HARI17/GHA19 et
HARI11/GHA18. Les isolats RPC426 et RPC431 ont augmenté la production de la biomasse
séche de I’accession HARI17/GHA19 par rapport a I’ensemble des traitements. Ils ont induit
une production de 0,75 g de matiere seche contre 0,39 g pour le témoin azoté. Concernant
I’accession HARI11/GHA18, la production de biomasse séche a été améliorée par RPC516.
Ainsi, la plus importante biomasse a été de 0,95 g. La biomasse obtenue avec le témoin azoté a
été de 0,43 g. L’isolat RPC404 inoculé au niveau de I’accession HARI35/GHA19 a occasionné
la production de matiere seche la plus élevée (0,82 g) par rapport a I’ensemble des isolats locaux

testés et du témoin azoté. Le témoin azoté quant a lui a augmenté la biomasse de 0,38 g.
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Tableau XVIII : maticre végétale seche générée par 21 isolats évalués sur trois accessions de

haricot sec

Source d’azote Biomasse seche par plant (g)

HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 Moyenne

RPC108 0,56+0,05fgh 0,61+0,06efg 0,72+0,03abcd 0,63
RPC109 0,67+0,02abc 0,75%0,26abcde 0,41£0,17efgh 0,61
RPC114 0,6+0,07cdef 0,72+0,11bcde 0,47+0,04cdefgh 0,59
RPC115 0,71+0,1ab 0,8+0,02abcde 0,45+0,23defgh 0,65
RPC204 0,48+0,031jk 0,83+0,33abcd 0,75+0,22abc 0,69
RPC208 0,62+0,01cdef 0,65+0,01def 0,63+0,06abcdef 0,63
RPC210 0,25+0,02m 0,37+0,11hi 0,5+0,17bcdefgh 0,38
RPC218 0,64+0,02bcdef 0,75+0,26abcde 0,52+0,16bcdefgh 0,64
RPC304 0,58+0,02efgh 0,77+0,12abcde 0,620,13abcdefg 0,65
RPC404 0,64+0,01bcde 0,65+0,06cdef 0,82+0,23a 0,7
RPC410 0,52+0,02hij 0,78+0,01abcde 0,49+0,07bcdefgh 0,6
RPC422 0,65+0,01bcde 0,86+0,22abc 0,65+0,13abcdef 0,72
RPC424 0,45+0,02jkl1 0,48+0,01fgh 0,43+0,07efgh 0,45
RPC426 0,75+0,03a 0,72+0,14bcde 0,73+0,4abcd 0,73
RPC430 0,43+0,03kl 0,79+0,01abcde 0,53+0,16bcdefgh 0,58
RPC431 0,75%0,1a 0,77£0,01abcde  0,56+0,11abcdefgh 0,69
RPC504 0,7+0,09ab 0,74+0,21abcde 0,58+0,24abcdefg 0,67
RPC508 0,58+0,1defgh 0,88+0,01ab 0,62+0,24abcdef 0,69
RPC509 0,66+0,01bcd 0,71+0,07bcde 0,77+0,08ab 0,71
RPC516 0,64+0,01bcde 0,95+0,01a 0,68+0,02abcde 0,76
RPC517 0,55+0,03ghi 0,62+0,01defg 0,46+0,23defgh 0,54

TO 0,29+0,04m 0,26+0,02i 0,32+0,03h 0,29

TN 0,39+0,011 0,43+0,01ghi 0,38+0,16fgh 0,4
Moyenne 0,56+0,14 0,67+0,21 0,56+0,20

Probabilité < 0,001 < 0,001 0,010

CV (%) 25 31,3 35,71

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 %
selon le test de LSD de Fisher ; TO : témoin non fertilisé et non inoculé ; TN : témoin fertilis€ non inoculé.

1.2.2.4.  Efficacité symbiotique

L’¢évaluation de I’efficacité symbiotique a permis de montrer que la quasi-totalité des isolats
testés a induit le gain en matiere seche des accessions comparativement au témoin azoté (Figure
19). En effet, a I’exception de RPC210, I’ensemble des isolats a induit un gain en mati¢re seche
supérieur a celui produit par le témoin azoté sur les accessions évaluées.

Les isolats RPC426 et RPC431 ont augmenté de 192,3 % la biomasse seche totale des plants
de I’accession HARI17/GHA19. Chez ’accession HARI11/GHA18 par contre, le gain de
biomasse le plus élevé a été obtenu avec les isolats RPC422, RPC508 et RPC516

94



Troisieme partie : Résultats & discussion

respectivement avec 220,9 ; 204,7 et 200,9 %. En ce qui concerne 1’accession HARI35/GHA19,
les gains les plus élevés ont été de 202,6 et 215,8 %. Ils ont été induits par RPC509 et RPC404

respectivement.
Les isolats RPC108, RPC109, RPC114, RPC115, RPC204, RPC208, RPC218, RPC304,

RPC404, RPC410, RPC422, RPC424, RPC426, RPC430, RPC431, RPC504, RPC508,
RPC509, RPC516 et RPC517 ayant le mieux amélioré la production de biomasse végétale en
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Figure 19 : efficacité symbiotique des isolats testés sur différentes accessions de haricot

1.2.2.5. Corrélation entre la biomasse séche totale et le nombre de nodules

Les corrélations entre la biomasse seche totale et le nombre de nodules ont été présentées a la
figure 20. Ces corrélations ont montré que le nombre de nodules a influencé positivement la

biomasse végétale seéche de ’ensemble des accessions testés au cours de leur croissance.

En effet, les corrélations entre la biomasse seche totale et le nombre de nodules ont été fortes
chez toutes les accessions. Les coefficients ont été de 0,92 chez HARI17/GHA19 ; 0,9 chez
HARI11/GHA18 et 0,94 chez HARI35/GHA19.
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Figure 20 : corrélations entre le nombre de nodules et la biomasse seche chez trois accessions

de haricot sec

A : HARI17/GHA19 ; B : HARI11/GHA18 et C : HARI35/GHA19

1.2.3. Caractéristiques physiologiques des isolats
1.2.3.1. Effet du stress acido-basique sur la survie des rhizobia

La survie des bactéries a été fonction des valeurs de pH auxquelles elles ont été soumises
(Tableau XIX). L’ensemble des bactéries (100 %) a pu croitre a des pH alcalins (pH = 9) et
neutres (pH = 7).

Ce pourcentage a baissé a 45 % lorsque les bactéries ont été confrontées a des milieux a pH
acide (pH = 5) et a 25 % pour les milieux a pH plus alcalin (pH= 11). Cependant, aucune

bactérie n’a pu croitre a pH tres acide (pH = 3). Les bactéries qui ont supporté les pH acides
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dans cette étude sont RPC108, RPC204, RPC218, RPC304, RPC410, RPC424, RPC426,
RPC431 et RPC508 (Tableau XIX). Les bactéries RPC204, RPC404, RPC406, RPC408,
RPC430 et RPC504 sont celles qui ont pu croitre en milieu trés alcalins. RPC204 est le seul
isolat a avoir présenté un spectre large pour le pH car il a pu croitre aux pH compris entre 5 et
11.

Tableau XIX : effet du pH sur la croissance des isolats locaux du haricot sec.

pH
Isolats 3 5 7 9 11
RPC108 - 3+ 3+ 2+ -
RPC109 - - 3+ 3+ -
RPC114 - - 3+ 3+ -
RPC115 - - 3+ 3+ -
RPC204 - 3+ 3+ 3+ 2+
RPC208 - - 3+ 3+ -
RPC218 - 3+ 3+ 3+ -
RPC304 - 3+ 3+ 3+ -
RPC404 - - 3+ 3+ 2+
RPC408 - - 3+ 3+ 2+
RPC410 - 3+ 3+ 3+ -
RPC424 - 1+ 3+ 3+ -
RPC426 - 3+ 3+ 3+ -
RPC430 - - 3+ 3+ 1+
RPC431 - 3+ 3+ 3+ -
RPC504 - - 3+ 3+ 1+
RPC508 - 1+ 3+ 3+ -
RPC509 - - 3+ 3+ -
RPC516 - - 3+ 3+ -
RPC517 - - 3+ 3+ -
Taux d’isolats tolérants (%) O 45 100 100 25

- : aucune croissance ; 1+ : faible croissance ; 2+ : croissance moyenne ; 3+ :
bonne croissance

1.2.3.2. Effet de la salinité sur la croissance des rhizobia

v Chlorure de sodium

L’¢évaluation de la survie des bactéries vis-a-vis du chlorure de sodium (NaCl) in vitro a montré
que le sel a influencé la croissance des rhizobia (Tableau XX).

Le sel a eu un effet délétere sur la croissance des isolats car seulement cing (05) isolats, soit 25
% ont pu croitre a la plus petite concentration de NaCl. Ce sont : RPC108, RPC109, RPC424,
RPC431 et RPC516. L’impact du sel sur les isolats a varié en fonction de la concentration

utilisée. En effet, la plupart des isolats ont montré une croissance proportionnellement inverse
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a I’augmentation de la concentration de sel du milieu. Ainsi, la tolérance des isolats bactériens
est passée de 25 % dans les milieux de culture a 1 % de NaCl a 5 % lorsqu’ils ont été soumis a
des concentrations de sel plus élevées (9 %). RPC108 a été I’isolat le plus halotolérant car il a
pu croitre jusqu’a 9 % de NaCl puis sa croissance a ¢té inhibée a 10 % (Tableau XX).

Tableau XX : effet du chlorure de sodium sur la croissance des isolats locaux du haricot

Concentration en NaCl (%)

Isolats
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
RPC108 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ -
RPC109 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 1+ - -
RPC114 3+ - - - - - - - - - -
RPC115 3+ - - - - - - - - - -
RPC204 3+ - - - - - - - - - -
RPC208 3+ - - - - - - - - - -
RPC218 3+ - - - - - - - - - -
RPC304 3+ - - - - - - - - - -
RPC404 3+ - - - - - - - - - -
RPC410 3+ - - - - - - - - - -
RPC424 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 1+ - - - - -
RPC426 3+ - - - - - - - - - -
RPC430 3+ - - - - - - - - - -
RPC431 3+ 3+ 2+ 1+ - - - - - - -
RPC504 3+ - - - - - - - - - -
RPC508 3+ - - - - - - - - - _
RPC509 3+ - - - - - - - - - _
RPC516 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ - - -
RPC517 3+ - - - - - - - - - _

Taux d’isolats

tolérants (%) 100 25 25 25 20 20 15 10 10 5 0

v/ -:aucune croissance ; 1+ : faible croissance ; 2+ : croissance moyenne ; 3+ : bonne croissance

v" Chlorure de potassium

Le test d’évaluation de la tolérance des bactéries sur milieu YEMA additionné de chlorure de
potassium (KCl) a différente concentration a montré que ce sel a influencé la survie des rhizobia
locaux (Tableau XXI).

En effet, I’addition du sel dans le milieu a fortement inhibée la croissance des isolats. Seulement
15 % des isolats a pu croitre a la plus petite concentration. Ce sont les isolats RPC204, RPC404
et RPC408 (Tableau XXI). Cette valeur est restée constante jusqu’a 8 % de sel ou seule la
présence des isolats RPC204 et RPC405 a été observée sur la surface du gel. Ces isolats ont cru

jusqu’a 10 % de KCL.
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Tableau XXI : effet du chlorure de potassium sur la croissance des isolats

Concentration en KCI (%)

Isolats o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
RPC108 34+ - - , ; ; , - - - -
RPC109 34+ - - , ; ; , - - - -
RPC114 34 - - } ; , B, - - - -
RPC115 34 - - } ; , B, - - - -
RPC204 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 1+
RPC208 34+ - } ; , . , - - - -
RPC218 34 - } ; , . , - - - -
RPC304 34+ - } ; , . , - - - -
RPC404 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+
RPC408 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ I+ 1+ 1+ - - -
RPC410 3+ } } , a B, . - - - -
RPC424 34 - } ; , . , - - - -
RPC426 34+ - } ; , . , - - - -
RPC430 34+ - } ; , . , - - - -
RPC431 3+ B} - B} } a , - - - -
RPC504 3+ B} - B} } a , - - - -
RPC508 34+ } } a , B, B, - - - -
RPC509 34+ - - ; ; . , - - - -
RPC516 34+ - - ; ; . , - - - -
RPC517 34+ - - ; ; . , - - - -

Taux d’isolats

tolérants (%) 100 15 15 15 15 15 15 15 10 10 10

- : aucune croissance ; 1+ : faible croissance ; 2+ : croissance moyenne ; 3+ : bonne croissance

1.2.3.3. Effet des pesticides sur la croissance des bactéries nodulant le haricot

Ce test a démontré que la sensibilité des rhizobia a été fonction de la nature du pesticide et de

la dose d’application (Figure 21).

Le fongicide a I’oxychlorure de cuivre a été trés toxique pour la quasi-totalité des isolats. En
effet, la croissance de 95 % des isolats a été inhibée par ce fongicide indépendamment de la

dose d’application (Tableau XXII).

Au niveau des herbicides, 40 % des isolats bactériens mis en culture sur le milieu YEMA
additionné de glyphosate ont pu croitre lorsque le milieu de culture contenait la moitié de la

dose de référence. Ce taux de survie des isolats a chuté a 25 % lorsque le milieu de culture a
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été additionné de la dose de référence de cet herbicide. La tolérance des isolats a été stationnaire
a 80 et 35 % indépendamment de la dose d’application pour les milieux comportant du 2,4-D

sel d’amine et de I’haloxyfop-R-méthyle (respectivement).

Les insecticides a base d’ Acétamipride+indoxocarbe et spirotetramate+flubendiamide ajoutés
au milieu YEMA ont eu des niveaux de toxicité variables vis-a-vis des isolats testés. Le
spirotetramate+flubendiamide a été le moins toxique des deux (02) insecticides et a inhibé la
croissance de seulement 15 % des isolats quel que soit la dose d’application. En revanche,
I’acétamipride+indoxocarbe a été plus toxique pour les isolats. Seuls 25 % des isolats bactériens
ont toléré la dose expérimentale. Ce taux a régressé avec la dose de référence et est passé de 25

% a 15 %.

L’isolat RPC408 a été tres sensible a ces pesticides car il n’a toléré la présence d’aucun d’entre
eux dans les milieux de culture. En revanche, RPC430 a toléré la quasi-totalité des pesticides a

I’exception de I’acétamipride+indoxocarbe.
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Figure 21 : taux d’isolats tolérants aux pesticides

100



Troisieme partie : Résultats & discussion

Tableau XXII : impact des pesticides sur la croissance des isolats

Oxychl.

o Cui Glyph. Halox. 2,4-D. Spiro+flub Acéta..indox.
Isolats Témoin uivre

DR DD DR DD DR DD DR DD DR DD DR DD
RPC108 3+ - - 3+ 3+ 3+ 2+ 3+ 3+ - - 3+ 3+
RPC109 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC114 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC115 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC204 3+ - - 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ - 3+
RPC208 3+ - - 1+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC218 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC304 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC405 3+ - - - 3+ 2+ 3+ - - 3+ 3+ - 3+
RPC408 3+ - - - - - - - - - - - -
RPC410 3+ - - - - 3+ 3+ - - 3+ 3+ - -
RPC424 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC426 3+ - - 2+ 3+ 2+ 3+ - - - - 3+ 3+
RPC430 3+ 1+ 2+ 3+ 3+ 1+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC431 3+ - - - 2+ - - 3+ 3+ 3+ 3+ - 3+
RPC504 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ -
RPC508 3+ - - - 3+ - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC509 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC516 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -
RPC517 3+ - - - - - - 3+ 3+ 3+ 3+ - -

- 1 aucune croissance )

1+ : faible croissance ; 2+ : croissance moyenne ; 3+ : bonne croissance

DR : dose de référence, DE : dose expérimentae ; Oxychl. Cuivre : oxychlorure de cuivre ; Glyph. : Glyphosate ;

Halox. : Haloxyfop-R-méthyle ; 2,4-D.: 2,4-D sel d’amine; Spiro+flub: spirotetramate+flubendiamide ;

Acéta.,indox. : Acétamipride+indoxocarbe
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2. DISCUSSION

L’objet de cette étude a été de constituer une collection de rhizobia locaux nodulant le haricot
sec adapté aux conditions environnementales. Pour ce faire, un test de piégeage des
rhizobactéries a été éffectué sur des sols de diverses localités, suivi de I’étude de la diversité
phénotypique des bactéries abritées par les nodules du haricot sec. Ce test a permis de notifier
la présence de rhizobiums nodulant le haricot sec dans les sols échantillonnés sans antécédent
de culture de haricot ni d'inoculation. Cette observation démontre la présence des rhizobia
symbiotes du haricot dans certains sols de Cote d’Ivoire en particulier et de 1’Afrique en
générale. La présence des rhizobia du haricot dans les sols africains a également été démontré
par Kawaka et al. (2014) au Kenya. La propriété des 1égumineuses de pouvoir recruter a partir
du pool rhizobien local des souches capables de les noduler leur permet de se développer
convenablement (Leary et al., 2006). Ainsi, la promiscuité symbiotique de ces légumineuses
leur confere un avantage adaptatif qui serait en grande partie responsable de leur caractere

invasif (Susana et al., 2007).

L’étude de la capacité de nodulation a permis de noter que les nodules sont dans 1I’ensemble de
couleur rouge. Cette couleur est la signalétique de la présence de leghémoblobine ; une protéine
essentielle pour le processus de fixation de 1'azote. Les nodules présentant cette couleur sont
connus pour contenir et exprimer activement les genes nifH qui codent pour la synthese des
enzymes nitrogénases responsables de la réduction de 1’azote atmosphérique (Farid & Navabi,

2015).

Il y a eu une variabilité dans les réponses des plantes sur les différents sols testés. En effet, le
nombre de nodules a différé d’un sol a un autre pour une méme accession et d’une accession a
une autre sur un méme sol. La différence de nodulation observée pourrait s’expliquer par la
densité de la population rhizobienne vivant dans les différents sols. Plus un sol est riche en
rhizobia, plus ces derniers pourront initier la symbiose donc la formation de nodules. Une autre
raison pouvant expliquer cette différence est la compatibilité des rhizobia vivant dans le sol vis-
a-vis des plants. En d’autres termes, une importante compatibilité entre le rhizobium et la plante

engendre une nodulation élevée.

Les plants issus des sols en jachere des localités de Béoumi, Daloa et Korhogo ont été exemptes
de nodules. Cette absence de nodulation pourrait révéler le fait que les sols en jacheres sont des
sols dont la fertilité (carbonée, azotée...) est en voie de restauration. Selon Voisin et al. (2015),

la présence du nitrate dans la solution du sol inhibe la fixation symbiotique.
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En effet, la fixation symbiotique est un processus biologique régulé par la plante car

énergétiquement tres coliteux pour celle-ci.

De ce fait, la 1égumineuse préléve d’abord 1’azote minéral disponible dans le sol puis initie la
fixation symbiotique quand cet élément se raréfie. Par ailleurs, I’absence de nodulation sur ces
sols pourrait aussi étre due a des facteurs biotiques et abiotiques tels qu'une faible disponibilité
de phosphore, la salinité du sol ou une carence en micronutriments ainsi que la compétition des
souches de rhizobium et/ou la prédation des rhizobiums par les protozoaires ou les phages. Ces
facteurs sus-cités pourraient avoir eu une incidence sur la nodulation des plants cultivés sur les

sols de Béoumi, Daloa et Korhogo.

Seules HARI11/GHA18 et HARI27/GHA19 ont nodulé sur le sol de Bouaflé. Sur les sols de
Bouaké et de Sinématiali, ce sont respectivement HARI17/GHA19 et HARI27/GHA19 qui ont
produit des nodules. Ce fait serait di a la spécificité de la légumineuse qui est 1’une des
caractéristiques principales de la symbiose rhizobium-légumineuse. En effet, une 1égumineuse
donnée ne peut étre compatible qu’avec un type de rhizobium bien précis. Cette spécificité est
généralement dépendante de la composition des exsudats racinaires de la plante, ainsi que de la
nature de déterminants moléculaires secrétés par les rhizobia appelés facteurs Nods (Gunnabo
et al., 2019 ; Chakraborty ef al., 2022). Cette raison pourrait également expliquer la différence

de nodulation observée chez les différentes accessions sur le méme sol.

L’isolement des bactéries symbiotiques a permis 1’obtention de 108 isolats bactériens. Lors de
leur caractérisation morphologique, ces bactéries ont présenté sur le milieu YEM, des colonies
de forme opaque, circulaire ou transparente et bombée. Elles avaient dans 1’ensemble, une
coloration blanchatre, créme ou jaunatre. L.’analyse microscopique a révélé que tous les isolats
sont des bacilles a Gram négatif. La croissance des bactéries sur milieu dépourvu d’azote
montre que ces isolats sont autotrophes vis-a-vis de 1’azote. De plus, les caractéristiques
morphologiques des isolats de la présente étude révelent qu’ils appartiennent aux rhizobia. En
effet, des caractéristiques similaires ont été observées par plusieurs auteurs sur les rhizobia
isolés de la méme plante a travers le monde (Kawaka et al., 2014 ; Muthini et al., 2014 ; Koskey
et al., 2018). Ainsi, les observations de cette étude confirment les traits caractéristiques des
rhizobia tels que décrits par Vincent (1970). Les colonies bactériennes obtenues ont également
présenté des aspects gommeleux signe d’une production d'exopolysaccharides (EPS). Kartnik
etal., (2017) ont identifié¢ ’EPS comme une caractéristique adaptative fournissant aux bactéries
une protection contre des facteurs environnementaux tels que : la température, la salinité et les

fluctuations du pH dans le sol.
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Les isolats obtenus ont été visibles a 1’ceil nu apres deux a trois jours d’incubation. Ces bactéries

pourraient appartenir a la catégorie de celles a croissance rapide.

Des études antérieures ont montré que le haricot nodule principalement avec des rhizobiums a
croissance rapide regroupés sous R. gallicum et R. giardini (Amarger et al., 1997), R.
leguminosarum biovar phaseoli, (Jordan, 1984), R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991) et

R. etli (Segovia et al., 1993).

Bien que les isolats aient présenté sur le plan morphologique les attributs des rhizobia, ils ne
peuvent étre considérés comme tels que s’ils sont capables d’infecter leur légumineuse
d’origine ou toute autre légumineuse (Remigi et al., 2016). Ainsi, I’évaluation de I’infectivité
a montré que les 108 isolats de la collection ont été capables de réinfecter leur accession
d’origine. Ces derniers ont alors été authentifiés comme des rhizobia locaux nodulant le haricot.
Argaw (2007) et Muindi et al. (2021) ont utilisé ce test comme référence dans la caractérisation
des rhizobia isolés du haricot au Kenya et en Ethiopie respectivement. L’observation de la
couleur rose a 'intérieur des nodules, s’expliquerait par la présence de la leghémoglobine,
hémoprotéine fixatrice de dioxygene nécessaire pour la fixation d'azote. En revanche, aucun
nodule n’a été observé sur les plantes non-inoculées sur le substrat stérile. L’absence de
nodulation des plants non inoculés démontre que les conditions d'asepsie ont été remplies dans
la mise en place expérimentale et l'entretien des plantes (Bala er al, 2013). Aussi est-il
important de signaler que les isolats authentiques du haricot ont différés en fonction de leur
capacité¢ a induire la nodulation chez I’accession de haricot hote. En effet, les nodules
dénombrés par plant dans cette étude ont oscillé entre 2 et 37. Cette variation de I’infectivité
des isolats serait parfois due a la densité des bactéries contenues dans les inocula ou plutdt a

des facteurs environnementaux (Habtegebrial & Singh, 2006).

Vingt-deux isolats ont été présélectionnés sur la base de leur infectivité. Ces bactéries ont induit
la formation d’un nombre de nodules supérieur ou égale a 25. Ce sont les isolats RPC108,
RPC109, RPC114, RPC115, RPC204, RPC208, RPC210, RPC218, RPC304, RPC404,
RPC406, RPC408, RPC410, RPC424, RPC426, RPC430, RPC431, RPC504, RPC508,
RPC509, RPC516 et RPC517. La reconnaissance de la performance d’une bactérie débute par
sa capacité a noduler plusieurs accessions et de fixer efficacement I’azote atmosphérique. En
effet, I’infectivité est une caractéristique trés recherchée et place les isolats comme meilleurs
candidats pour leur usage comme biofertilisants du haricot. Ainsi, la vérification du spectre
d’hotes des isolats a montré que 95 % de ces derniers ont été plus infectants et plus efficients.

Le spectre d’hote des bactéries de cette étude a été a ’image de celui des 10 souches de Ensifer
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isolées de Melilotus indicus et qui ont été capable de noduler Medicago ciliaris par Baba-Arbi
(2016). L’isolat RPC406 quant a lui a présenté un spectre d’hdte trés étroit car il n’a induit la

formation de nodule chez aucune autre accession de haricot.

Dans I’ensemble, une variation considérable de nodulation a été observée dans la réponse de
chaque accession. En effet, I’accession HARI17/GHA19 a induit plus de nodosités par rapport
aux accessions HARI11/GHA18 et HARI35/GHAT19. La spécificité des facteurs génétiques
entre la plante et le symbionte serait la raison qui pourrait expliquer la variabilité de nodulation
observée. Selon Gunnabo et al. (2019), cette spécificité est la résultante de I’interaction entre
le gene Sym?2 de la plante et le géne nodX de I’espéce rhizobiale. Koskey ef al. (2018) ont fait
des observations similaires sur deux cultivars de haricot grimpant (MAC 13 et MAC 64)
cultivés dans des conditions controlées en serre au Kenya. Le nombre élevé de nodules
enregistrés par HARI17/GHAT19 refléterait également une fixation symbiotique plus efficace

de l'azote chez cette accession.

L’inoculation a aussi influencé le poids sec des nodules car leur matiere seéche a varié de 0,011
a 0,237 g/plant. Des observations similaires ont été faites par Amani et al. (2020) en Cote

d’Ivoire sur des cultivars de soja inoculés avec 16 rhizobia locaux.

A Dinstar du poids sec nodulaire, les analyses de biomasse séche ont révélé que I'inoculation
des rhizobia a influencé le poids sec des plants. Elle a aussi augmenté la biomasse seche des
plants. En effet, la quasi-totalité des plantes inoculées a enregistré une biomasse seche
significativement supérieure a celle des plantes non inoculées. Ce résultat est en accord avec
'observation d'Argaw (2007) qui a révélé que l'inoculation de rhizobia isolés du haricot sec a
amélioré le poids sec des pousses et la nodulation des plantes en Afrique du Sud. Les avantages
pouvant étre obtenus griace a 1’inoculation des rhizobia locaux ont été¢ également révélés par
Mhamdi et al. (1999). Ces avantages sont entre autres, I’amélioration de la biomasse et du

rendement.

Quant a l'efficacité symbiotique (ES), elle a différé significativement parmi les isolats testés en
serre. L’ES a varié de 64,1 % a 220,9 %. Muindi et al, (2021) ont mené une étude similaire au
Kenya sur neuf isolats de rhizobia locaux provenant de nodules de haricots communs et I'ES
rapporté des isolats variait de 12,85 % a 82,49 %. Sur la base de 1'échelle d'évaluation utilisée
par Lalande ef al. (1990), il ressort de cette étude que les isolats locaux €taient tres efficaces
(ES > 80 %) dans la fixation symbiotique de I'azote. Ces résultats montrent que ces isolats ont
amélioré la fixation de 1'azote, ce qui a par conséquent augmenté le poids sec des biomasses. Ils

révelent l'existence d’isolats de rhizobia locaux efficaces en Cote d’Ivoire.
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11 a été noté que la capacité de nodulation (infectiosité) et la réponse a la matiere seche végétale
(efficacité) des isolats inoculés ont été variables. Cette variabilité dans la réponse des isolats
démontre également la plasticité des rhizobia dans leur capacité a fixer 1'azote. Cette idée
soutient 1’étude réalisée par Muthini ez al. (2014) qui a démontré qu'il existe une disparité dans
l'efficacité symbiotique entre les souches de rhizobium locaux liées a des especes hotes
particulieres. Selon Karaca & Uyanoz (2012), I'efficacité des symbioses fixatrices d'azote peut
varier de celles qui fixent peu ou pas l'azote a celles qui fixent a des niveaux équivalents, voire

supérieurs a ceux des plantes fournies en azote minéral.

Une caractérisation physiologique des rhizobia a été effectuée afin d’évaluer la diversité
existant entre ces derniers. Les résultats de ce test ont montré une variabilité de la sensibilité
des isolats aux différents pH. La majorité des bactéries symbiotiques étudiées a toléré beaucoup
plus les pH basiques que les pH acides. En effet, 100 % des isolats ont pu croitre dans la plage
de pH comprise entre 7 et 9. La tolérance des isolats aux pH basiques confirme les résultats de
Saoussen et al., (2022) obtenu avec les rhizobia isolés du haricot sec en Tunisie qui ont toléré
des pH alcalins allant de 8 a 9. Contrairement a ces derniers, Zablotowicz & Focht (1981) ont
isolés de Vigna unguiculata des bradyrhizobia, bactéries a croissance lente qui tolerent moins
les pH alcalins. Selon les études menées par Van Rossum et al., (1994) les rhizobiums a
croissance lentes sont plus sensibles a 1’alcalinité ce qui n’est pas le cas des isolats évalués dans
cette étude qui ont démontré des taux de croissance rapide, d’ou leur tolérance a 1'alcalinité. La
tolérance des bactéries a cette gamme de pH pourrait aussi €tre liée aux pH des différents sites
sur lesquels ces bactéries ont ét€ piégées. Pour Cheriet (2016), la tolérance des souches a une
certaine gamme de pH serait plutot en rapport avec le pH du site d’ou elles auraient été isolées.
Il existe peu d’information sur le mécanisme d’adaptation des rhizobia aux pH acide ou alcalin.
Toutefois, selon Graham et al. (1994), la tolérance des isolats aux pH acides pourrait étre liée

a la structure et a la composition de la membrane externe du rhizobium.

La salinité est l'un des stress environnementaux les plus importants et limitants pour la
croissance des rhizobia (da-Silva et al., 2017 ; Sun et al., 2021). La détermination de la tolérance
a la salinité devrait donc faire partie des procédures de présélection lors de l'isolement des
rhizobia a des fins de commercialisation. Ainsi, 1’évaluation de ’effet de la salinité sur la
croissance des isolats a montré que le sel a influencé leur survie. En effet, seulement 25 % et
15 % des isolats ont pu croitre a 1 %, la plus petite concentration de sels (NaCl et KCl
respectivement). L halophobie de ces isolats confirment les études de Faghire et al. (2011) qui

ont montré que la croissance de la majorité des bactéries isolés du haricot commun au Maroc a
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été inhibée a moins de 1 % de sel. Aouni et al. (1986), ont aussi observé que les bactéries
collectées a partir de nodules du haricot sec pouvaient tolérer jusqu'a 3 g.L'! de NaCl (0,3 %)
et étaient incapables de se développer a 11 g L' (1 %). Cette étude a également montré que la
tolérance des bactéries au sel a été variable. Ce constat a été traduit par le fait que la tolérance
a la salinité des isolats baissait au fur et a mesure qu’augmentait la concentration en sel des
milieux de culture. Ces observations corroborent celles d’Amani et al. (2020) qui ont isolé des
nodules du soja en Cote d’Ivoire des isolats dont la tolérance au sel a chuté de 81,25 % (5 % de
sel) a 12,5 % (10 % de NaCl). Rai (2012) a affirmé que les limites de tolérance a la salinité
entre les rhizobia pouvait varier considérablement d’une espece a une autre et méme entre les
souches de la méme espece. Les bactéries RPC108, RPC204 et RPC404 ont toléré jusqu’a 9 %
de sel et au-dela. La forte tolérance au sel de ces isolats est similaire a celle qu’ont observé Ibny
et al. (2019) ainsi que Hmaeid et al. (2019) dans leurs différentes études sur 1’évaluation des
effets du stress salin sur les rhizobia. Les rhizobia capables de supporter les fortes
concentrations de sel sont dotés d’osmoprotecteurs représentés par un mécanisme
d’accumulation intracellulaire de solutés organiques de faibles poids moléculaires. La présence
et ’accumulation de ces osmolytes permettent aux bactéries de surmonter 1’effet du stress salin
et est I’'une des caractéristiques des souches rhizobiennes halotolérantes (Essendoubi et al.,
2007). Hung et al. (2005) quant a eux ont attribué la tolérance a la salinité des souches
rhizobiales a la synthese des EPS. En effet, les exopolysaccharides synthétisés par certaines
bactéries peuvent se lier aux cations atténuant ainsi le stress de salinité. Cette atténuation serait
liée a la réduction de la teneur en Na* disponible pour l'absorption des plantes (Arora et al.,
2013). Cette capacité des rhizobia locaux a croitre dans des concentrations élevées de chlorure
de sodium et potassium leur confere une importante valeur compétitive pour survivre dans la

rhizosphere et noduler leurs plantes hotes, en particulier dans les sols a forte salinité.

Outre le pH et la salinité, I'utilisation de pesticides chimiques constitue un des facteurs
entravant le bon fonctionnement de la symbiose. L’utilisation de pesticides en agriculture
permet d'augmenter la production et la qualité agricole. Cependant, leurs actions ne se limitent
pas seulement qu’aux plantes cibles mais affectent également la survie et la diversité des
populations microbiennes du sol notamment les bactéries essentielles pour la restauration de
leur fertilité (Mohamad & Al-Nasser, 2018). Alors, les pesticides a utiliser dans la culture du
haricot peuvent étre sélectionnés en fonction de leur degré de tolérance par la bactérie utilisée
comme inoculum. La présente étude a montré que la survie des isolats variait en fonction du

type de pesticides et de la dose d’application.
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En effet, le fongicide a base d’oxychlore de cuivre a inhibé la croissance de I’ensemble des
isolats quelle que soit la dose d’application. La sensibilité au fongicide des rhizobia de 1’étude
a été évoqué par Guei et al. (2020) qui ont rapporté 1’inhibition de la croissance des isolats du
pois bambara par différents types de fongicides en Cote d’Ivoire. Comme eux, plusieurs auteurs
ont affirmé que les bactéries fixatrices d’azote ont une grande sensibilité vis-a-vis des
fongicides (Drouin et al., 2010). Ces résultats sont contraires a ceux de Moawad et al. (2014)
quant a eux attribuent cette tolérance a I’aptitude des bactéries a contourner les réactions
inhibitrices des pesticides en empruntant de nouvelles voies métaboliques. Cette divergence de
résultats est due a la capacité qu’ont certaines bactéries a produire d’EPS pour se protéger des
perturbateurs environnementaux. Ces EPS agissent en enrobant les résidus de pesticides afin
d’éviter la dessiccation de la bactérie. Les herbicides additionnés au milieu YEM ont eu des
effets plus ou moins toxiques sur I’ensemble des isolats testés indépendamment de la dose
utilisée. En effet, 40 % des 1solats bactériens ont pu croitre en présence de la dose expérimentale
de glyphosate. Ce taux a chuté a 25 % en présence de la dose de référence de cet herbicide.
Quant au 2,4-D sel d’amine et I’haloxyfop-R-méthyle, la tolérance des isolats a été stationnaire
a 80 et 35 % (respectivement) quel que soit la dose d’application. Plusieurs auteurs ont
démontré les diverses sensibilités des rhizobactéries telles que les rhizobia a une large gamme
d'herbicides (Patil et al., 2012 ; Konaté et al., 2015). Les isolats ont été plus sensibles au
glyphosate et a I’haloxyfop-R-méthyle qu’aux 2,4-D sels d’amine. Ces différences de toxicité
seraient dues aux mécanismes d’action du type d’herbicides sur les isolats. Zablotowicz &
Reddy (2004) ont attribué la toxicité du glyphosate a sa capacité a inhiber la synthese de 1’acide
5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthétase (EPSP- synthétase), essentielle dans la
formation des acides aminés aromatiques. Selon Yu et al. (2010), la toxicité du glyphosate
aurait pour conséquence d’entrainer le déséquilibre trophique du sol par la diminution de la
concurrence pour les nutriments parmi les microorganismes. Quant au 2-4 D sels d’amines,
Fabra et al. (1997) affirment qu’il agit en provoquant des changements biochimiques et en

altérant la fluidité membranaire des cellules bactériennes.

Le spirotetramate+flubendiamide a été le moins toxique des deux insecticides évalués dans
cette étude car il n’a inhibé que la croissance de seulement 15 % des isolats. Les études menées
par Faizah et al. (1980) ont révélés que les insecticides ont des effets moindres sur la survie des

rhizobia contrairement aux autres types de pesticides.

Il existe aussi plusieurs rapports relatifs aux effets favorables des insecticides sur la croissance

et I’activité des microorganismes dans le sol. Das & Mukheijee (2000), par exemple ont montré
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que les insecticides ont stimulé la prolifération des microorganismes aérobiques non
symbiotique qui fixe I’azote en favorisant leurs activités biochimiques. Cependant, les
expériences réalisées dans ce domaine sont souvent contradictoires parce que d’une part la
sensibilité des rhizobia différe d’une espéce a une autre et varie parfois entre les souches d’une
méme espece. D’autre part, la toxicité des pesticides change selon la classe, la formulation
chimique et les doses d’applications (Moéz, 2003). Cela pourrait donc expliquer 1’effet toxique
de I’acétamipride+indoxocarbe sur la survie des bactéries et les différences dans la réponse des

isolats RPC408 et RPC430 vis-a-vis des pesticides testés.
Conclusion partielle

Cette étude a révélé la présence des bactéries symbiotiques du haricot sec dans certains sols de
la Cdte d’Ivoire. Tous les plants ont nodulé sur les différents échantillons de sols a I’exception
de ceux issus des sols en jachere des localités de Béoumi, Daloa et Korhogo. Sur les cing
accessions évaluées, seules deux (02) ont nodulé sur le sol de Bouaflé (HARI27/GHA19 et
HARI21/GHA19) et une seule sur les sols de Bouaké (HARI17/GHA19) et de Sinématiali
(HARI27/GHA19). Cent huit (108) isolats ont été isolés sur milieu YEM a partir des nodules
obtenus. Ces isolats ont présenté dans 1’ensemble des colonies de forme circulaire, opaque ou
transparente et bombée avec une coloration blanchatre, créme et jaunatre. L’analyse
microscopique a indiqué que toutes ces bactéries étaient des bacilles a Gram négatif. Ces
caractéristiques sont typiques des rhizobiums et ont confirmé la norme morphoculturelle
caractérisant les Rhizobia. La totalité de ces isolats a été capable de réinfecter leur plante hote.
Toutefois, les isolats RPC108, RPC109, RPC114, RPC115, RPC204, RPC208, RPC218,
RPC304, RPC404, RPC410, RPC422, RPC424, RPC426, RPC430, RPC431, RPC504,
RPC508, RPC509, RPC516 et RPC517 ayant été les plus infectifs et efficients ont été retenus
pour leur caractérisation physiologique. Les stress dus aux facteurs abiotiques tels que le pH,
la salinité et les pesticides ont eu des effets inhibiteurs plus ou moins prononcé sur la croissance
des bactéries qui a varié en fonction des isolats et des composés ajoutés dans le milieu de
culture. Les isolats ont plus toléré les pH basiques que les pH acides. Une tolérance de 100 %
a été observé aux pH variant entre 7 et 9. Par ailleurs, RPC204 est le seul isolat a avoir présenté
un spectre large pour le pH. Quant au stress di au sel, I’ensemble des isolats a montré une
sensibilité bien marquée a la salinité excepté RPC108, RPC204 et RPC405 qui ont été les plus
halotolérants. En ce qui concerne les stress dus aux pesticides, ¢’est RPC430 qui a présenté le
spectre de tolérance le plus €élevé car il a toléré la quasi-totalité des pesticides a I’exception de

I’acétamipride+indoxocarbe.
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Les 20 isolats présélectionnés pour leur infectivité et leur efficience en conditions contrdlées
ont été testés en plein champ. Ce test a consisté a évaluer I’effet des rhizobia locaux du haricot
sur la nodulation, la croissance et la production des accessions HARI17/GHA19,
HARI11/GHA18 et HARI35/GHA19 a travers deux (02) essais a I’est et a I’ouest de la ville de
Bouaké notamment sur les stations de recherches sur le coton et des cultures vivrieres du CNRA
de ladite ville. Les résultats obtenus au cours de ces essais ont été détaillés dans le chapitre

suivant.
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CHAPITRE 3 : SELECTION DES RHIZOBIA LOCAUX PERFORMANTS,
COMPETITIFS ET CAPABLES DE BOOSTER LA
PRODUCTION DU HARICOT

Dans cette partie du travail, les effets de RPC108, RPC109, RPC114, RPC115, RPC204,
RPC208, RPC218, RPC304, RPC404, RPC410, RPC422, RPC424, RPC426, RPC430,
RPC431, RPC504, RPC508, RPC509, RPC516 et RPC517 ont été évalués sur la nodulation et
les aspects agromorphologiques des accessions HARI17/GHA19, HARI11/GHAI18 et
HARI35/GHA19.

1. RESULTATS
1.1. Effet des rhizobia locaux sur les parametres végétatifs du haricot sec

1.1.1. Effet des rhizobia locaux sur le diametre au collet des plants du haricot sec

Les bactéries testées ont influencé significativement (P < 0,05) le diametre au collet des plants
en début de floraison. L’efficacité de chaque bactérie a vari¢ en fonction de I’accession et du

lieu de I’expérimentation (Tableau XXIII).

Sur la Station Coton, I’association des bactéries aux plants de haricot a favorisé une
augmentation du diametre au collet des plants de HARI17/GHA19 par rapport au t€émoin non
traité. Sur ce site, le diametre au collet le plus élevé (0,56 cm) a été observé chez les plants
inoculés avec I’isolat RPC516. Chez ’accession HARI11/GHA18S, ce sont les plants de la
parcelle témoin de référence (engrais azoté) qui ont été enregistrés les diametres au collet les
plus élevés (0,41 cm). Les diametres au collet les plus élevés enregistrés chez les plants de
I’accession HARI35/GHA19 a la Station Coton ont été ceux induits par 1’isolat RPC108 (0,73

cm).

A la Station CV, les isolats locaux n’ont pas plus augmenté le diameétre des plants que ceux de
la parcelle t¢émoin de référence (engrais azoté). En effet, sur cette station, les diametres au collet
les plus élevés ont été obtenus avec les plants fertilisés a 1’engrais chimique chez toutes les

accessions.
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Tableau XXIII : effet des rhizobia locaux sur le diametre au collet de trois accessions de haricot sec

Diametre au collet par plant (cm)

Isolats Station Coton Station CV
HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19
RPC108 0,45+0,06 0,35+0,03 0,730,09 0,35+0,08" 0,29+0,11° 0,460,12°
RPC109 0,470,032 0,38+0,04%° 0,61+0,09% 0,38+0,04% 0,360,122 0,5+0,05°d
RPC114 0,51+0,06** 0,360,032 0,62+0,11% 0,38+0,1% 0,310,132 0,49+0,05°
RPC115 0,53+0,05% 0,37+0,03% 0,66+0,06% 0,48+0,08" 0,31+0,06% 0,480,020
RPC204 0,48+0,06* 0,35+0,03% 0,63+0,012° 0,37+0,04% 0,3+0,09° 0,4+0,19¢
RPC208 0,55+0,08%° 0,38+0,05% 0,640,072 0,380 0,31+0,06%° 0,55+0,04%°
RPC218 0,49+0,072> 0,33+0,03" 0,620,042 0,33+0,06° 0,34+0,07% 0,4120,09°<d
RPC304 0,5+0,06 0,38+0,05% 0,610,072 0,31+0,14¢ 0,310,122 0,4120,08"
RPC404 0,530,032 0,37+0,05% 0,54+0,05° 0,35+0,08" 0,32+0,16% 0,53+0, 12
RPC410 0,46+0,09" 0,35+0,01%° 0,62+0,05% 0,34+0,07" 0,32+0,07% 0,420,114
RPC422 0,49+0,012b¢ 0,39+0,05% 0,630,012 0,35+0,03"¢ 0,31+0,1% 0,38+0,07%¢
RPC424 0,48+0,05¢ 0,37+0,03% 0,62+0,09% 0,33+0,06 0,37+0,1% 0,43+0,03<d
RPC426 0,5240,072¢ 0,35+0,03° 0,58+0,12° 0,35+0,13" 0,4140,13% 0,43+0,06"¢
RPC430 0,540,022 0,35+0,04% 0,58+0,12° 0,35+0,05" 0,31+0,09%° 0,48+0,03"<d
RPC431 0,46+0,03" 0,35+0,02% 0,57+0,08° 0,38+0,09" 0,34+0,07%° 0,41+0,08"d
RPC504 0,5140,132¢ 0,35+0,05° 0,63+0,07% 0,39+0,05° 0,33+0,1% 0,38+0,09%
RPC508 0,5140,092¢ 0,35+0,04° 0,57+0,03° 0,38+0,12° 0,29+0,14° 0,43+0,08"
RPC509 0,510,052 0,37+0,04% 0,59+0,14° 0,38+0,05" 0,33+0,1% 0,43+0,09°d
RPC516 0,56+0,052 0,35+0,03 0,6140,142 0,34+0,08" 0,28+0,09° 0,39+0,1¢
RPC517 0,52+0,022 0,360,032 0,610,052 0,32+0,04¢ 0,33+0,06% 0,39+0,04<
Témoin azoté 0,52+0,022>¢ 0,410,042 0,59+0,05° 0,650,222 0,47+0,132 0,670,152
Témoin zéro 0,43+0,01¢ 0,33+0,05° 0,54+0,04° 0,3+0,08° 0,27+0,12° 0,360,119
Moyenne 0,5+0,05 0,360,04 0,61+0,08 0,37+0,1 0,33+0,1 0,45+0,1
Probabilité 0,048 0,026 0,015 0,030 0,043 0,030
CV (%) 11,67 10,26 12,88 27,39 29,56 22,93

Dans chaque colonne les moyennes affectées de la méme lettre significativement identiques au seuil de 5 % (test de Fisher), CV : coefficient de variabilité.
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1.1.2. Effet des rhizobia locaux sur la hauteur des plants du haricot sec

La hauteur des plants a été significativement influencée (P < 0,05) par les bactéries utilisées
(Tableau XXIV). Elle a aussi varié en fonction de I’accession et du site de ’essai. En effet, A
la Station Coton, c’est I’isolat RPC404 qui a induit la hauteur de plants la plus importante (56,83
cm) avec l’accession HARI17/GHA19. L’ensemble des inocula et le témoin fertilisé ont
amélioré la hauteur des plants de 1’accession HARI11/GHA18 par rapport au témoin non
fertilisé sur ce méme site. Cependant, la hauteur la plus importante (33,8 cm) a été induite par
I’isolat RPC115. En ce qui concerne la hauteur des plants de I’accession HARI35/GHA19 a la
Station Coton, les plus importantes ont ét€ observées chez le témoin fertilisé avec une moyenne

de 82,97 cm.

A la Station CV, ce sont les plants du témoin fertilisé qui ont présenté les plus grandes valeurs
chez les accessions HARI17/GHA19 (71,9 cm) et HARI11/GHAI18 (36,62 cm). Chez
HARI35/GHA19 ce sont plutot les plants inoculés par I’isolat RPC208 qui ont générés les

hauteurs les plus grandes (77,67 cm) sur ce site.
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Tableau XXIV : effet des rhizobia locaux sur la hauteur des plants de trois accessions de haricot sec

Hauteur des plants (cm)

Isolats Station Coton Station CV
HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19
RPC108 38,6+3,3" 27,646,72% 58,55+44,97 35,01+5,74° 25,7445,77° 53,27+26,62"
RPC109 36,93+10,04° 28,43+4,15% 82,14+2.432 35,07+8,31° 25,546,66° 71,17+13,97%¢
RPC114 41,9343,32% 29,87+3,01% 79,34+16,08* 41,21+13,78° 28,62+6,89% 61,53+15,97%¢
RPC115 44,67+3,88% 33,8+2,55% 72,1349,77% 44,73+10,62° 29,41+5,3% 69,43+3,36%¢
RPC204 42,13+15,21% 25,6+5,44% 74,07+2,28% 35,83+4,49P 25,61+6,86" 52,7424,55%¢
RPC208 4448192 29,33+1,27% 80,69+7,732 43,03+6,44° 28,51+4,92% 77,67+8,45
RPC218 39,83+13,59% 27,240,922 74,77+4,98% 32,82+8,47° 29,46+2,88 58,67+17,31%¢
RPC304 41,87+14,4% 29,87+3,61% 66,87+18,45% 33,59+13,29° 30,05+9,43 52,17+13,61%¢
RPC404 56,83+9,76° 31,9746,62% 60,97+6,21% 37,02+11,8° 27,39+6,53% 71,97+9,35%¢
RPC410 42.91+13,79% 27,83+3,69% 82,17+14,81% 35,65+8,63° 27,25+4,77% 64,83+15,8%¢
RPC422 46,33+10 29,145,432 75,96+8,48% 32,93+10,72° 25,42+3,87° 57,548,57%¢
RPC424 43,33+8,43% 284262 71,7349,97% 38,17+4,06° 30,7346,82 50,43+6,04¢
RPC426 43,03+£12,07% 25,83+6,96% 72,25+12,94% 39,53+8,26" 37,03+11,83% 59,57+15,64%¢
RPC430 49,78+12,49%° 25,15+8,23° 67,23+12,08% 41,1345° 30,47+3,84% 68,3+18,35%¢
RPC431 37,2+7,1° 25,93+7,64% 75,13+17,53% 40,03+7° 24,6+7,61° 56,97+13,57%¢
RPC504 43,2+4,52% 27,03+1,72% 73,99+7,65% 41,4349,16° 26,71+4,6% 52,13425,5%¢
RPC508 45,77+12,13% 29,7742,812 64,74+4,18® 38,15+13,52° 26,3+9,9% 44,6+14,935
RPC509 38,53+17,31° 30+0,87% 66,3+21,6® 42,27+3,23° 33,4343,02% 42.87+38,91¢
RPC516 47,23+2,91% 26,57+3,96% 73,13+13,75% 35,17+1,99° 28,74+3,1% 52,93+17,59%¢
RPC517 46,87+15,54% 27,1345,1% 72,16+6,6%° 33,41+7,65° 33,0746,13% 55,97+21,52%¢
Témoin azoté  51,63+10,58% 29,3+7,33% 82,97+21,19* 71,9+31,842 36,62+6,04° 75,8+36,56%°
Témoin zéro 36+9° 24+7,35° 47,03+40,24° 31,13+3,18° 24,51+8,51° 43,73+13,32¢
Moyenne 43,57+10,14 28,15+4,7 71,56+16,68 39,06+12,03 28,87+6,45 58,83+18,79
Probabilité 0,008 0,007 0,048 0,006 0,049 0,017
CV (%) 23,28 16,71 23,3 30,82 22,33 31,95

Dans chaque colonne les moyennes affectées de la méme lettre significativement identiques au seuil de 5 % (test de Fisher), CV : coefficient de variabilité.
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1.1.3. Effet des rhizobia locaux sur la biomasse seche des plants du haricot sec

Les bactéries testées ont influencé significativement (P < 0,05) la production de la biomasse
séche des différentes accessions. De plus, 1’efficacité de chaque bactérie a varié¢ en fonction de

I’accession et du lieu de I’expérimentation (Tableau XXV).

A la station coton, I’ensemble des bactéries testées a accru la biomasse séche des plants de
I’accession HARI17/GHA19 par rapport au témoin non fertilis¢ a 1’exception de I’isolat
RPC108. Sur ce site, la biomasse seéche la plus importante a été induite par I’isolat RPC516 et
a été de 6 g. Tous les isolats testés ont également amélioré la biomasse seéche des plants de
I’accession HARI11/GHA18 par rapport au témoin non fertilisé sur la Station Coton. La
biomasse la plus élevée sur ce site a été observée chez les plants inoculés par I’isolat RPC509
avec une moyenne de 2,93 g. L’ensemble des isolats ainsi que le témoin fertilis¢ ont également
amélioré la biomasse des plants de 1’accession HARI35/GHA19 par rapport au témoin absolu
sur le site de la Station Coton. Ainsi, les biomasses les plus importantes ont été obtenues grace

aux isolats RPC108 (13,87 g), RPC114 (12,47 g), RPC208 (12,47 g) au témoin fertilisé€ (12,93
g).

A la station CV, I’ensemble des bactéries a augment¢ le poids sec des plants HARI17/GHA19
par rapport au témoin non fertilisé et 1’isolat RPC517. Toutefois, aucune d’elle n’a pu accroitre
le poids sec des plants comparativement au témoin fertilisé (15,73 g) sur ce site. Sur cette
Station, seulement le témoin fertilisé a le plus augmenté la biomasse séche des plants de
HARIT1/GHA18 (13,2 g). Cependant, I’isolat qui a induit le poids de biomasse le plus ¢levé
est RPC509 avec une moyenne de 5,93 g contre 2,47 pour le t€émoin non fertilisé. Seul le t¢émoin
fertilis€ a amélioré la biomasse seche des plants de HARI35/GHA19 sur ce site. Par contre,
c’est I’isolat RPC404 qui a induit le poids de biomasse le plus élevé avec une moyenne de 9,33

g parmi les 20 testés.
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Tableau XXV : effet des rhizobia locaux sur la biomasse seche de trois accessions de haricot sec

Biomasse seche par plant (g)

Isolats Station Coton Station CV
HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19
RPC108 3,13+0,5¢ 1,93+0,23b¢d 13,87+2,43° 3,53+0,31° 3+0,87° 5,4+1,8
RPC109 4,07+0,232b<d 2,67+0,5% 11,442,212 5,87+1,3° 3,6+0,35° 6,33+1,22°
RPC114 42+]1 22bed 2,330,312 12,47+3,042 4,47+1,92° 4,6+1,93° 5,4+1,03"
RPC115 5,4+0,6° 2,620,220¢ 8,93+2,73% 7,33+2,06° 3,53+0,42° 6,73+2,8"
RPC204 3,620,8"d 1,73+0,12¢ 12,07+5,62% 4,6+1,03" 3,8+0,2° 5,93+1,3"
RPC208 4,2+(),532bed 2,47+0,58%¢ 12,47+4,6 4,87+1,13° 4,07+1,92° 8,67+1,17°
RPC218 4,27+0,3120<d 2,240,620« 11,73+4,39% 4,13+0,42° 3,27+0,3° 4,4+0,22°
RPC304 4,13+]1,9220<d 2,27+0,122bed 10,13+2,55% 5,87+1,66° 3,73+0,57° 4,53+0,11°
RPC404 5,33+1,94%¢ 1,93+1 40 9,4743,97% 4,93+1,34° 42+1,56° 9,33+3,51"
RPC410 3,73+1 40 1,73+0,12¢ 9,2+0,4 4,33+1,4° 3,8+1,64° 6,87+1,5°
RPC422 4,8+0,532bed 2,27+0,520<d 8,87+2,87% 4,4+0,72° 3,87+0,99° 5,2+1,43b
RPC424 3,47+1,92¢4 2+0,53b¢d 10,53+2,37% 4,67+1,14° 4,67+0,72° 5,8+0,72°
RPC426 4,4+1,312bcd 2,07+0,5820<d 10,33+4,5% 5,6+1,62° 3,67+1,81° 7,6+3,27°
RPC430 5,53+0,5%¢ 2,13+0,232bed 10,13+2,6% 7,6+1,33% 440,8° 6,8+1,44°
RPC431 4,07+1,2720<d 2,4+0,53%¢ 10,67+3,72% 5,4+1,06 3,67+0,42° 6+2,65°
RPC504 3,73+2,44b4 2,07+0,72bcd 8,8+3,29% 5,87+1,45° 4,53+1,36° 4,53+1,2°
RPC508 4,37+1,7920<d 2,070,462 7,73+0,422 5,2+1,31° 3,27+0,23° 7,6+2,31°
RPC509 3,930,767 2,93+0,64° 10,670,312 5+1,93° 5,93+0,41> 4,93+0,42°
RPC516 6+1,39° 2,470,642 9,07+4,46% 7,73+2,58P 3,67+0,61° 4,73+0,33°
RPC517 3,47+0,23¢ 240,534 9,73+0,92% 3,4+0,53° 4.4+1,6° 4,4+0,14°
Témoin azoté 5,622 2,13+0,52bed 12,93+4,32? 15,73+5,642 13,2+3,66? 22,444,522
Témoin zéro 2,93+0,31¢ 1,4+0,49 6,07+0,61° 3,440,53P 2,47+0,81° 4,07+0,21°
Moyenne 4,29+1,33 2,17+0,56 10,33+3,32 5,63+1,39 4,32+0,88 6,71£1,7
Probabilité 0,024 0,031 0,050 < 0,001 0,010 0,010
CV (%) 31,13 25,88 41,79 59,89 65,65 76,65

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 % selon le test de LSD de Fisher

116



Troisieme partie : Résultats & discussion

1.2. Effet des rhizobia locaux sur les parametres nodulaires du haricot

1.2.1. Effet des rhizobia locaux sur le nombre de nodules

Les bactéries testées ont influencé significativement (P < 0,05) la formation de nodules. Ce
parametre a vari¢ en fonction de 1’isolat, des différentes accessions et des sites expérimentaux
(Tableau XXVI). De plus, I’ensemble des bactéries utilisées comme inoculum a induit une
importante nodulation sur le systeme racinaire des accessions évaluées par rapport aux

différents témoins sur les deux sites.

A la Station Coton, le nombre de nodules induit par les bactéries a varié entre 1,67 et 20 nodules
par plant chez HARI17/GHA19. RPC208 est I’isolat qui a induit la formation du plus grand
nombre de nodules (20 nodules). Chez I’accession HARI11/GHA18, c’est 1’isolat RPC304 qui
a induit la formation du plus grand nombre de nodules (50,3 nodules). Le nombre de nodules
induit par les bactéries sur HARI35/GHA19 a varié de 2,8 a 13,93 nodules par plants. RPC115

a ¢té I’isolat qui a induit le plus grand nombre de nodules.

A la Station CV, ce nombre a varié entre 16,67 et 118 nodules chez HARI17/GHA19. Le
nombre le plus élevé de nodule observé chez cette accession a été induit par 1’isolat RPC204.
Chez I’accession HARI11/GHA18 par contre, ce résultat a été¢ obtenu avec 1’isolat RPC208
(55,47). Le plus grand nombre de nodules de HARI35/GHA19 obtenu a été de 118 et a été
induit par RPC431.
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Tableau XX VI : nombre de nodules induits par des rhizobia sur trois accessions de haricot sec

Nombre de nodules

Isolats Station Coton Station CV
HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19
RPC108 15,445,892 10,742 ,49% 11,844,612 52,47+18,56°4t 22.248,19% 59,33+19,56°
RPC109 12,8+3,64% 12,5+1,3% 4,67+1,98° 50,8+17,39¢df 41,6+8,65% 22,8+4,87¢
RPC114 8,07+1,71% 9,5+1,4% 3,33+0,92° 35,87+10,07%f 15,4+6,64% 2046,52¢
RPC115 5,33+1,03° 29,143, gabede 13,93+1,51° 67,53+25,09b¢de 36,3+12,78 52,33+14,6°
RPC204 15,53+6% 23,9+4 bede 4,53+1,3" 118,27+27,11° 26,2+6,84%° 45,07+10,79bd
RPC208 20+3,592 27,3+7,8bcde 11,6+2,69% 26,47+9,78°F 55,47+10,322 51,846,974
RPC218 14,47+5,68% 20,7+4,9bcde 6,1342,03% 57,93+15,9bcdef 24+7,5% 31,53+8,94%
RPC304 6,47+2,52% 50,3+17,12 442.91° 32,45+9,28%f 24,87+8,23% 50,6+17,71b<d
RPC404 11,07+3,42% 18,7+4,4°de 4,67+1,9° 84,53+27 22b¢ 43,6+14,26® 38,13+11,7%4
RPC410 14,4+2,39% 12,6434 8,6+4,91 47,27419,83¢def 31,53+8,9% 33,6+12,25%
RPC422 5,93+1,39% 24,644 ,9bcde 8,27+3,43% 73,67+10,2120cde 27,07+6,64% 43,47+8,020d
RPC424 9,27+3,35% 11,5+3,7% 8,2+3,37® 40,33+15,55¢4ef 3,47+0,66° 28,33+7,02%¢
RPC426 8,8+1,43% 27,748 72bcde 7,8+3,42% 19,2+6,51F 10,93+2,19° 48,87+19°4
RPC430 1043,74% 19,1+5,5%e 9,242 85% 41,2746,59°dt 25,4+8,16% 34,07+13,85%
RPC431 8,242 542 45,3+6,7% 6,67+1,78% 105,53+8,18% 43,93+10,62% 118,93+56,35?
RPC504 7,93+2,79% 34,345,524 11,2745,12% 42,93+6,62°4t 31,87+12,52% 56,53+16,425
RPC508 7,072,122 33,8+1032bcd 10,47+4,57% 35,2+10,94%f 32,9749,09% 35,13+5,49b<d
RPC509 6,134£2,01° 39+11,92¢ 8,73+3,8% 42,139,764t 26,8+8,26% 76,93+16,98%°
RPC516 9,242 82 14,6+3,6°% 8,242 482 62,67+14,49bcdef 17,472,612 38,27+15,78%
RPC517 7,6+2,96% 30,5+13,32bcde 4,13+£2,37° 75,27+4]12bcd 18,2+4,24% 67,67+£26,91"
Témoin azoté 2,87+0,52° 6,7+1,5° 2,8+1,23" 16,67+2,52¢ 0,93+0,22° 23,6+3,824
Témoin zéro 1,67+0,17° 10,242,94% 3,33+0,86° 19,246,69" 15,643,13% 20,246,844
Moyenne 9,46+2,33 23,3454 7,38+2,54 52,17+15,64 26,17+85,28 45,33+10,72
Probabilité 0,007 0,040 0,037 < 0,001 0,001 0,010
CV (%) 88,08 74,57 88,58 68,32 96,6 67,77

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 % selon le test de LSD de Fisher
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1.2.2. Effet des rhizobia locaux sur le poids sec des nodules des plants de haricot

Les isolats évalués ont eu un effet significatif (P < 0,05) sur le poids sec qui a varié selon les
isolats inoculés, les accessions et les sites expérimentaux (Tableau XXVII). Ainsi, pour
I’accession HARI17/GHA19 a la Station Coton, le poids sec des nodules a vari¢ de 51,1 a 218
mg. L’ensemble des isolats a amélioré le poids sec des nodules par rapport aux témoins non
inoculés et le poids sec le plus élevé a été obtenu avec I’isolat RPC208. Le poids sec de nodules
de I’accession HARI11/GHA18 a vari¢ de 26 a 490 mg sur ce méme site. Le plus important
poids nodulaire a ét¢ induit par 1’isolat RPC509. L’ensemble des isolats a aussi amélioré le
poids sec des nodules de HARI35/GHA19 par rapport aux témoins non inoculés. Cependant,
c’est RPC504 qui a le plus amélioré le poids nodulaire de cette accession avec un poids moyen

de 344 mg.

A la Station CV, l’isolat ayant le plus amélioré le poids nodulaire de 1’accession

HARI17/GHA19 sur ce site est RPC431 avec un poids moyen de 783 mg.

Chez I’accession HARI11/GHA1S8, ce sont les isolats RPC109 (263,33 mg), RPC208 (253,33
mg) et RPC431 (253,33 mg) qui ont induit les poids secs les plus importants. Les autres isolats
ont également amélioré le poids sec nodulaire par rapport aux témoins non inoculé. Le poids
sec nodulaire le plus important de HARI35/GHA19 a quant a lui été obtenu avec RPC431 qui

a induit la formation d’un poids sec d’environ 1080 mg.
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Tableau XXVII : effet des rhizobia locaux sur le poids sec nodulaire de trois accessions de haricot sec

Poids sec nodulaire (mg)

Isolats Station Coton Station CV
HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19
RPC108 210,33+£62,05®  213,33+26,48<d 237421,4% 483,3+160,22bcde 146,9+44,67% 370+191 ,4bd
RPC109 159+45,13%® 152,33+59,46" 184,7+28,9%° 433.3+32,9%cde  263,33+130,722 180+150¢
RPC114 122,23+13,07® 96,67+30,834 130+52,7% 180+57,24¢ 96,67+30,83% 256,7+127bd
RPC115 180+52,13% 243,33+23,()82cd 227,7+10,8% 5604120204 243,33+83,08% 373,3+68,1°
RPC204 170+108,17% 101,77+28,16¢ 133,3+61,7% 493 3+187,92bcde 66,67+25,12% 190+40°¢
RPC208 218+83,5? 149,77+48,355 222,3+30,4% 253,3+70,9b¢de 253,33+96,55? 633,3+203,1°
RPC218 200,67+112,43% 93,33+32,344 124+63,9% 4704125, 12bcde 93,33+32,34% 396,7+96,3P4
RPC304 111,33+£67,21% 230,33+61 ,420<d 123,7+61,5% 203,3+49,3¢d 133,33+46,93% 363,3+102,1°d
RPC404 220,83+77,45 122420,66 192,3+70,5% 6204295,5% 240+46,37% 506,7+176,8"
RPC410 60,67+24,88% 128+58,65% 135,3+13,4% 316,7+134,6"d¢ 156,67+40,79% 326,7+80,1°
RPC422 87,67+34,14% 400+151,57%¢ 256,3+80,3% 493.3+£102,12d  142,67+12,21% 376,7+53,20d
RPC424 108,67+23,13% 131,67+56,94%4 133,3+53,1% 216,7+124,2 86,7+25% 283,3+141,20
RPC426 203,33+88,34% 420495,57 165,7+80,2% 163,3+257¢ 60+10% 356,7+121,6"
RPC430 161,33+59,88% 123+59,91¢ 190+£40% 230+110Qbede 39,33+12,55% 183,3+55¢
RPC431 111,67+48,85%®  253,33+126,622> 174+65,8% 783,3+92,92 253,33+76,622 1080+452,32
RPC504 65,8+28,76% 160+43,59b< 344,7+13,92 230+90,8¢de 80+10% 520+70°d
RPC508 196,67+40,41%° 228,33+7,64%0<d 236,3+85,3% 403,3+128,]2bcde 200+43,59% 346,7+60,54
RPC509 95,67+36,71% 490+70,74° 125+66% 360+121,1bcde 190+53,57% 583,395
RPC516 196,33+37,09% 174,67+64,79° 210+30% 553,34+97,13bcde 80420 370+199,75<
RPC517 164,33+51,25% 86,67+35,06¢ 96,3+26,8" 583,3+144,3%¢ 86,67+25,06% 416,7+57,7°
Témoin azoté 51,5+18,51° 26+4,584 41,745,8° 160+41,1¢ 3,33+0,77° 120+38,9¢
Témoin zéro 60,77+11,93% 61,67+19,65¢ 54,7+14,3° 163,3+25,2° 68,33+24,05% 210+30%¢
Moyenne 143,49+4527 185,74+54,91 169,9+81,1 379,7+195,64 135,63+77,54 383,8+114,43
Probabilité 0,045 0,016 0,041 0,010 0,047 0,002
CV (%) 68,49 67,25 77,13 70 57,17 74,1

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 % selon le test de LSD de Fisher
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1.3. Effet des rhizobia locaux sur les parametres de rendement des accessions de

haricot sec

1.3.1. Effet des rhizobia locaux sur le poids des gousses du haricot sec

Les rhizobia locaux inoculés au haricot sec ont influencé significativement (P < 0,05) le poids
des gousses comparativement au témoin non fertilisé (Tableau XXVIII). Ce parametre a varié
en fonction de I’isolat, de 1’accession et du site de 1’essai.

Sur le site de la Station Coton, le poids des gousses par plant de HARI17/GHA19 a été amélioré
par les bactéries inoculées. Parmi celles-ci, RPC114 a été celle qui a le plus augmenté ce
parametre. Cette bactérie a induit la formation d’un poids de gousses de 91,67 g par plant. Le
poids des gousses de 1’accession HARI11/GHA18 a été accru par I’ensemble des traitements
en comparaison au témoin non fertilisé sur ce site. Les poids de gousses le plus importants de
cette accession ont été obtenus avec RPC114, RPC115 et RPC404 a savoir 47 ; 51,67 et 45,67
g respectivement. Ces poids sont supérieurs a celui obtenu avec le témoin fertilisé (38,33 g).
L’ensemble des isolats a plus ou moins amélioré le poids des gousses de HARI35/GHA19 par
rapport aux témoins non inoculés sur cette station. En effet, ce parametre a varié de 55 a 138,33
g. Le poids de gousses le plus important a été induit par I’isolat RPC426. Tous les isolats ont
induit des poids de gousses supérieurs a celui de 1’engrais de synthese a I’exception de RPC422.
A la Station CV, c¢’est I’isolat RPC426 qui a induit le poids de gousses le plus élevé (40,67 g)
de HARI17/GHA19. Le poids de gousses obtenu avec cette bactérie locale a été supérieur a
celui enregistré avec le témoin fertilisé (12,33 g). Chez 1’accession HARI11/GHA18, le poids
des gousses a été compris entre 15 et 52 g. Le poids de gousses le plus élevé a été€ obtenu avec
I’isolat RPC431. Cet isolat ainsi que les 19 autres ont amélioré le poids des gousses par rapport
au témoin fertilisé (17 g). Sur cette station, c’est RPC115 qui a le plus amélioré le poids des

gousses (58,33 g) de HARI35/GHA19.
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Tableau XXVIII : effet des rhizobia locaux sur le poids sec des gousses par plant chez trois accessions de haricot sec

Poids sec des gousses par plant (g)

Isolats Station Coton Station CV
HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19
RPC108 62,67+24,0120d 32,6749,29 75,67+37,22% 24+15,723b<d 31,67+6,92:bcd 40,67+10,79%¢
RPC109 50+16,52¢ 40+19,97 88,67+18,56% 244154 23+4,58bd 35,33+12,68%¢
RPC114 91,67+31,88? 47+3,462 68,33+14,5%® 30,33+3,212b<d 44+13,3%¢ 53+16,17%
RPC115 55,33+16,86" 51,67+15,63* 104,67+74,07% 26,67+8,39%0<d 34,33+16,072<d 58,33+13,272
RPC204 60,67+19,5%¢d 32422 62+48,75° 17,33+6,66¢ 3446,560¢4 29,33+7,512¢
RPC208 68,33+6,8120d 39,33+20,01% 102+14,93% 28,67+10,2420<d 34,67+12,12b<d 53,67+20,84%
RPC218 50,33+7,57¢¢ 39,3349,45%® 61,33+21,5° 15,33+1,534 29,33+10,792b<d 42+17,58%¢
RPC304 57,33+13,432bd 44.33+13,2% 77+51,03% 21,67+9,66"¢ 424157284 27,33+45,51%¢
RPC404 81,6749,292¢ 45,67+16,172 96+51,45% 29,33+2,312bcd 3549,372bcd 40+13,08%¢
RPC410 83,33+56,15%¢ 45,33+9, 87 794412 28,67+10,5%<d 37,67+14,032<d 40,67+7,64%¢
RPC422 66720 35,33+£12,5%® 59,67+13,28° 18,33+2,31¢ 2447064 18,33+9,24°¢
RPC424 64+21,792b<d 41,67£12,01% 82+28,05% 23,67+3,212b<d 26+8,4320cd 32418
RPC426 56+25,51b< 34,6745,13% 138,33+67,49 40,67+2,08* 46,33+18,34% 48+14,8%¢
RPC430 87,33+9,29% 37+8,89% 114+37,24% 29+12,533bd 44+10,66*¢ 37,33+11,93%¢
RPC431 52,33+17,9° 37,3348,5% 75,33+21,73% 28+620¢d 52,33+14,572 31417,7%¢
RPC504 77,33+32,56% 42+19,47% 104,33+42,62% 18,33+12,74% 44,33+17,95% 33+7,4%c¢
RPC508 83,67+20,842¢ 36,33+6,66%° 82,33+40,55% 15+4,58¢ 31+16,09%<d 28+13,86%°
RPC509 64+15,7230<d 43,67+23,46% 86,67+21,22% 39+16,64%® 45,67+11,36% 45,67+11,22%¢
RPC516 67,67+7,23%¢cd 38+15,62% 80,67+9,5% 26+11,36%< 31,33+10,212b<d 21,6748,62°
RPC517 57+5,57%b<d 34,67+19,76% 107,67+42,55% 34,67+4,042¢ 35,33+13,65%<d 48,67+9,71%¢
Témoin azoté 52+11,53% 38,33422,37% 85+48,14® 12,33+3,214 176,08 25,5+7,68¢
Témoin zéro 36,33+22,234 22+10,15° 55+23,39° 13,67+0,58¢ 156,244 18,33+12,1°¢
Moyenne 64,77+22,51 39,02+13,22 85,71+40,27 24,76+11,21 34,45+11,76 36,89+12,41
Probabilité 0,021 0,010 0,007 0,016 0,045 0,005
CV (%) 34,76 33,91 33,37 48,92 48,36 55,32

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 % selon le test de LSD de Fisher
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1.3.2. Effet des rhizobia locaux sur le rendement en gousses des accessions

L’inoculation a influencé significativement (P < 0,05) le rendement en gousses du haricot a
I’hectare sur les deux sites. L’effet des bactéries utilisées a varié en fonction de ’accession et

du lieu de I’expérimentation (Tableau XXIX).

Le rendement en gousses de HARI17/GHA19 a été¢ amélioré par les rhizobia testés comparé au
témoin non fertilisé a la Station Coton. Sur ce site, ce sont les isolats RPC208 (3,19 t/ha) et
RPC218 (3,3 t/ha) qui ont induit les rendements les plus élevés parmi les rhizobia locaux testés.
Ces rendements sont supérieurs a ceux obtenus avec le témoin fertilisé a 1’engrais chimique de
formulation 12-22-22 (2,68 t/ha). Sur la parcelle non traitée (témoin négatif ou zéro), le
rendement a été de 1,98 t/ha. Le rendement de 1’accession HARI11/GHA18 a varié de 0,67 t/ha
a 1,73 t/ha sur ce méme site et a plus été amélioré par RPC208. Ce rendement a été supérieur a
celui induit par le témoin fertilisé a 1’engrais chimique de formulation 12-22-22 (1,18 t/ha).

Au niveau du site de la station CV, le rendement obtenu avec HARI17/GHA19 sur la parcelle
témoin non fertilisé a ét€ de 0,3 t/ha. Le rendement de cette accession a plus été amélioré avec
les rhizobia RPC208 et RPC516 avec 2,37 et 2,36 t/ha respectivement. Les rendements induits
par ces bactéries ont été supérieurs a ceux obtenus avec 1’engrais de synthése NPK (0,52 t/ha)
sur ce site. Les rendements les plus élevés ont été obtenus avec RPC404 et RPC430 avec une
production de 2,47 et 2,31 t/ha respectivement chez I’accession HARI11/GHA18. Ces bactéries

ont induit des rendements supérieurs a celui de 1I’engrais de synthése NPK (0,8 t/ha).

Sur I’ensemble des sites, I’isolat RPC109 inoculé a HARI35/GHA19 a induit les rendements
en gousses les plus élevés. Le rendement induit par cette bactérie a la Station Coton a été 3,7
t/ha, contre 1,5 t/ha pour le témoin absolu et de 2,14 t/ha pour le témoin fertilisé a I’engrais
chimique de formulation 12-22-22 a la Station Coton. A la Station CV, le rendement en gousses
le plus élevé a été de 2,49 t/ha. Ce rendement a été supérieur a ceux du témoin absolu (0,43

t/ha) et du témoin fertilisé a I’engrais chimique de formulation 12-22-22 (0,77 t/ha).
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Tableau XXIX : effet des rhizobia locaux sur le rendement en gousses chez trois accessions de haricot sec

Rendement en gousses (t/ha)

Isolats Station Coton Station CV
HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19
RPC108 2,61+0,942 1,35+0,28% 2,46+0,84d 1,5+0,13¢e 1,28+0,33¢defz 0,86+0,2¢%
RPC109 2,55+0,73%® 1,39+0,29% 3,72+1,36* 1,8+0,43b<d 1,06+0,13¢feh 2,49+0,56°
RPC114 3,03+0,78% 1,180,592 3,0340,242¢ 1,930,142 1,55+0,09" 1,73+0,43°
RPC115 2,29+0,51 1,41£0,5% 2,47+0,73b<d 1,88+0,2°¢ 1,46+0,2b¢d 1,460,44%
RPC204 2,85+0,55%® 1,02+0,28"¢ 2,19+0,33% 1,42+0,36% 0,66+0,05' 0,72+0,09%
RPC208 3,19+1,312 1,73+0,9* 3,43+0,67% 2,37+0,452 1,71+0,08° 1,5+0,25%
RPC218 3,340,672 1,28+0,35% 2,8120,47%¢ 0,72+0,281" 1,030,121 0,63+0,24¢
RPC304 2,61+0,64% 1,35+0,21% 2,53+1,07° 0,76+0,14'¢ 1,71+0,11° 0,73+0,25%
RPC404 2,99+0,61%° 1,65+0,61% 2,44+0,220<d 0,71+0,12fe 2,470,082 1,03+0,22¢
RPC410 2,9+0,88% 1,42+0,39% 2,66+0,49%¢ 0,92+0,05'¢ 1,62+0,29" 1,78+0,35°
RPC422 2,94+0,4% 1,2140,26%¢ 2,2540,39%¢ 0,72+0,02'¢h 0,98+0,25¢h 0,74+0,15%
RPC424 2,64+0,85% 1,3+0,36%¢ 2,73+0,16%¢ 0,91+0,21' 1,33+0,39¢def2 0,53+0,18°
RPC426 2,95+0,75% 1,260,320 2,65+0,59%¢ 1,73+0,21¢ 1,41+0,45bcde 1,44+0,17"
RPC430 2,98+0,73% 1,46+0,07% 3,09+0,132¢ 1,840,115 2,31+0,3? 0,89+0,45%
RPC431 2,33+0,07% 1,270,220 2,3+0,71¢ 0,97+0,1f 1,47+0,4b¢d 0,810,519
RPC504 2,29+0,44% 1,15+0,19%¢ 2,04+1,13¢% 1,88+0,24° 1,04+0,11°feh 1,78+0,3°
RPC508 2,5+1,02% 1,28+0,3%¢ 2,37+0,42b<d 1,13+0,14°f 1,65+0,16 0,69+0,23%
RPC509 3,02+0,3% 1,6+0,26* 2,350,220 1,91+0,56" 1,4+0,240edef 0,65+0,15%
RPC516 2,46+0,43% 1,11+0,39%¢ 2,86+1,29%¢ 2,360,622 0,87+0,25" 0,78+0,07%
RPC517 2,57+0,25% 1,19+0,15%¢ 2,28+0,44° 2,190,122 1,11+0,09defeh 1,57+0,16°
Témoin azoté 2,68+0,67% 1,18+0,66** 2,14+0,23% 0,52+0,13¢h 0,8+0,06" 0,77+0,21%
Témoin zéro 1,98+0,27° 0,67+0,19° 1,540,234 0,3+0,15" 0,63+0,06' 0,43+0,12°
Moyenne 2,71+0,65 1,2940,4 2,56+0,73 1,38+0,66 1,34+0,5 1,09+0,58
Probabilité 0,008 0,046 0,010 0,001 0,001 < 0,001
CV (%) 24,1 30,63 28,41 4791 37,33 53,17

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 % selon le test de LSD de Fisher
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1.3.3. Effet des rhizobia locaux sur le rendement en graines du haricot

L’ensemble des bactéries testées a influencé significativement (P < 0,05) le rendement en
graines a I’hectare par rapport au témoin absolu. De plus, 1’effet des bactéries testées sur ce

parameétre a varié selon les sites d’expérimentation et I’accession de haricot (Tableau XXX).

Le rendement en graines de HARI17/GHA19 a été amélioré par les rhizobia testés comparé au
témoin non fertilis€ sur la Station Coton. Les isolats RPC114, RPC208, RPC218, RPC404,
RPC410, RPC422 et RPC509 ont induit les rendements les plus élevés. Ces rendements ont
varié de 2,31 a 2,56 t/ha. Ils ont été supérieurs a celui obtenu avec 1’engrais chimique NPK de
formulation 12 22 22 (2 t/ha). Sur la parcelle non traitée de ce site, le rendement a été de 1,44
t/ha. Pour I’accession HARI11/GHA1S, le rendement a plus été amélioré avec les rhizobia
RPC109, RPC115, RPC208, RPC404, RPC410, RPC430 et RPC509 avec une production allant
de 1,06 a 1,3 t/ha. Les rendements induits par ces bactéries sur ce site ont été supérieurs a ceux
obtenus avec le témoin fertilisé a I’engrais chimique de formulation 12-22-22 (0,88 t/ha) et le

témoin non traité (0,51 t/ha).

A la Station CV, le rendement le plus élevé (2,12 t/ha) de HARI17/GHA19 a été induit par
RPC208. Les rendements ont été de 0,17 t/ha pour le témoin non fertilisé et de 0,33 t/ha pour
I’engrais de synthése NPK sur ce méme site. Ce sont les isolats RPC404 et RPC430 qui ont le
plus amélioré le rendement de HARI11/GHA18 a la Station CV avec une production de 2,07 et
1,74 t/ha respectivement. Les rendements induits par ces bactéries ont ét€ significativement

supérieurs a ceux du témoin non fertilisé (0,42 t/ha) et du témoin fertilisé¢ a I’engrais chimique

de formulation 12-22-22 (0,58 t/ha).

Le rendement a I’hectare de 1’accession HARI35/GHA19 sur les deux (02) sites ont été le plus
amélioré par I’isolat RPC109. Les rendements obtenus avec cet isolat ont été de 2,69 t/ha a la
Station Coton et de 1,91 t/ha a la station CV. Sur ces sites, cette bactérie a plus augmenté ce

parametre plus que le témoin fertilisé.
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Tableau XXX : effet des rhizobia locaux sur le rendement en graines chez trois accessions de haricot sec

Rendement en graines (t/ha)

Isolats Station Coton Station CV
HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19 HARI17/GHA19 HARI11/GHA18 HARI35/GHA19
RPC108 1,91+0,67% 0,96+0,22° 1,67+0,36"¢ 1,08+0,1¢ 0,89+0,374f 0,61+0,09%
RPC109 240,58 1,080,322 2,69+1,15° 1,5+0,24¢ 0,7620,11%fe 1,91+0,53?
RPC114 2,31+0,472 0,84+0,5% 2,26+0,17%¢ 1,540,190 1,24+0,1°¢ 1,34+0,28°
RPC115 1,94+0,37% 1,07+0,42 1,99+0,712bcd 1,51+0,29%% 1,08+0,12° 1,09+0,44°¢
RPC204 2,15+0,39% 0,81+0,26% 1,56+0,25P 1,16+0,34%f 0,46+0,04¢" 0,54+0,05¢
RPC208 2,47+12 1,15+0,72 2,28+0,59¢ 2,12+0,46* 1,34+0,11° 1,21+0,22°
RPC218 2,56+0,58? 0,940,372 2,1940,3520<d 0,58+0,3" 0,780, 19¢' 0,42+0,16°
RPC304 2,06+0,49% 0,93+0,24% 1,98+1,062d 0,53+0, 16" 1,28+0,09 0,48+0,19°
RPC404 2,43+0,222 1,3+0,382 1,98+0,22bcd 0,53+0,08"i 2,05+0,222 0,740,274
RPC410 2,31+0,71? 1,050,322 2,05+0,3 12b<d 0,62+0,06" 1,26+0,11% 1,34+0,28"
RPC422 2,31+0,412 0,88+0,3% 1,74+0,46>4 0,56+0,01" 0,71+0,18°feh 0,55+0,17¢
RPC424 2,07+0,55% 0,89+0,26% 2,03+0,222bcd 0,61+0,25M 0,9+0,42f 0,38+0,16°
RPC426 2,24+0,66% 0,95+0,18% 2,0520,342b<d 1,32+0,08% 0,970,244 1,02+0,25%d
RPC430 2,31+0,532 1,060,052 2,15+0,112b<d 1,46+0,14°% 1,740,382 0,61+0,35%
RPC431 1,77+0,05% 1,03+0,03% 1,740,490 0,730,072 1,04+0,31% 0,56+0,33¢
RPC504 1,7940,322° 0,76+0,042° 1,36+0,79¢¢ 1,53+0,23b4 0,73+0,06°'eh 1,38+0,33°
RPC508 240,74 0,940,432 1,85+0,3520<d 0,81+0,1%e" 1,31+0,2° 0,42+0,13¢
RPC509 2,39+0,172 1,19+0,26? 1,71+0,19<d 1,33+0,31% 0,97+0,04°% 0,49+0,06°
RPC516 1,89+0,29%° 0,78+0,23% 2,34+1,15% 1,96+0,76* 0,620,231 0,55+0,07¢
RPC517 2,05+0,29% 0,86+0,16% 1,82+0,45%¢d 1,8+0,23%¢ 0,79+0,13%! 1,27+0,15°
Témoin azoté 240,512 0,88+0,52%° 1,73+0,18%d 0,330,031 0,58+0,05" 0,58+0,28°
Témoin zéro 1,4440,24° 0,51+0,08° 1,28+0,52¢ 0,17+0,06' 0,42+0,06" 0,33+0,08°
Moyenne 2,11+0,49 0,95+0,32 1,93+0,57 1,08+0,59 140,42 0,81+0,47
Probabilité 0,006 0,031 0,046 < 0,001 0,030 0,020
CV (%) 23,61 33,37 29,35 54,71 42,94 58,49

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre sont significativement identiques au seuil de 5 % selon le test de LSD de Fisher
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2. DISCUSSION

L’utilisation d’inoculum bactérien pour accroitre la production de légumineuses est une
pratique exploitée depuis des décennies comme un moyen respectueux de I'environnement.
Cette pratique vise a fournir au Iégumineuses 1'azote dont elles ont besoin. Cependant, le
succes de cette technologie dépend du choix des bactéries pour leur permettre d’exprimer
leur potentialité. Ainsi, 1’efficacité de 20 rhizobia locaux présélectionnés pour leur
infectivité et leur efficience en conditions contrdlées a été testée en plein champ. Les tests
ont montré que les rhizobia locaux testés ont été capables d’améliorer significativement
les différents parametres végétatifs étudiés. En effet, le diametre au collet, la hauteur ainsi
que la biomasse des plants ont été influencés significativement par les bactéries testées
sur les deux (02) sites. Toutefois, la plupart des plants les plus vigoureux ont été observés
sur les parcelles fertilisés a 1’engrais de synthése pour ces différents paramétres. L’ effet
favorable de la fertilisation azotée sur le développement végétatif s’expliquerait par la
présence d’azote directement assimilable qu’elle contient. Cette assimilation aurait
favorisé une croissance rapide des plants de haricot commun. Par contre, les plants
inoculés sembleraient capter 1’azote fixé par les rhizobia progressivement tout au long de
leur cycle pour assurer leur croissance. L’amélioration des parameétres végétatifs du
haricot par I’engrais chimique par rapport aux inocula a également été observée par Sousa
et al. (2022) dans une étude sur I’inoculation du haricot sec.

Des nodules ont été observés sur les plants des parcelles témoins non inoculés sur les
différents sites d’essai. Cela dénote la présence naturelle d'une population rhizobiale
locale dans le sol. Cette idée est soutenue par Horacio et al., (2023) qui affirment que le
haricot développe des nodules racinaires méme en 1’absence d’inoculation. Cependant,
I'apport d’engrais azoté a entrainé une réduction de la nodulation des plants fertilisés par
rapport aux plants du témoin non fertilisé. Sur I’ensemble des sites, le nombre de nodules
observé chez les témoins fertilisés a été inférieur a celui des témoins absolus. Cette
réduction de nodulation prouve la sensibilité du processus de la fixation biologique
d’azote vis a vis de la disponibilité de 1’azote dans le sol. De ce fait, les taux élevés d’azote

dans un sol donné pourraient réduire la nodulation des légumineuses en supprimant
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I'expression de caractéristiques associ€es a la fixation biologique d’azote comme la

nitrogénase (Reinprecht ez al., 2020).

L’ensemble des bactéries apporté par inoculation a augmenté les parametres de nodulation
des plants (nombre et masse seche des nodules par plante) par rapport aux traitements
témoins quel que soit le site de culture. Ce résultat démontre que le niveau d’infection des
bactéries contenues dans les inocula a été supérieur a celui des rhizobia naturels des sols
de I’expérimentation. Selon Ouma et al. (2016), I'utilisation des rhizobia locaux comme
inoculants serait plus bénéfique pour le haricot sec car mieux adaptés aux conditions
pédoclimatiques locales. De plus, I’augmentation de la nodulation du haricot sec favorise
une plus grande efficacité de la fixation biologique, car 1'apport d'azote requis par la

légumineuse est, en partie, fourni par l'inoculation (Hungria et al., 2013 ).

Concernant les paramétres de rendement, 1’inoculation a augmenté le poids des gousses
par plant des différentes accessions en comparaison aux témoins sur tous les sites de
I’¢tude. Les résultats actuels concordent avec ceux de Samago et al. (2018) et
Razafintsalama et al. (2022) qui ont mis en évidence les effets positifs de 1’inoculation
sur la production du haricot sec. Le poids de gousses obtenu avec les inoculants appliqués
peut étre attribué a une accumulation de substrats provoqué par la fixation symbiotique de
I’azote. Le rendement a I’hectare des différentes accessions de haricot a été
significativement influencé par 1’inoculation. Patra et al. (2012) étaient parvenus a des
résultats similaire avec 1’accession de haricot sec PK- 416 en Inde. L'augmentation du
rendement en graines suite a I'inoculation peut étre tributaire de 1'augmentation de 1’azote
qui est disponible pour les plantes via la fixation biologique. Les résultats sont en accord
avec ceux de Sajid et al. (2011) qui sont parvenus a la conclusion que les traitements avec
inoculation de rhizobium généraient une production de grains plus élevée que ceux des

traitements non inoculés.

Les rendements en gousses et en graines les plus élevés chez HARI35/GHA19 ont été
induits par I’isolat RPC109 sur les deux sites. Le méme constat a été fait chez
HARI17/GHA19 avec RPC208 sur le rendement en graines. Ces résultats traduisent la

présence d’une spécificité des isolats locaux de rhizobia pour ces deux (02) accessions de
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haricot sec qui ne dépend pas du site de culture. L’existence d’une spécificité entre le
rhizobia et le haricot sec a déja été rapportées par Neila et al. (2014) ainsi que Argaw &
Muleta (2017). Selon eux, cette spécificité pourrait étre due a la présence d’un échange

de signaux chimiques spécifique entre les deux partenaires.

Les résultats obtenus avec l'inoculation des rhizobia ont été supérieurs aux traitements
témoins quel que soit I’accession et le site de culture. Cette observation indique la capacité
des souches bactériennes a favoriser la croissance et les performances productives du
haricot sec. De nombreuses études ont mis en évidence les effets positifs de la symbiose
rhizobienne sur les Iégumineuses (Fernandes de Brito et al., 2015 ; Moretti et al., 2018).
Selon Horacio et al., (2023), I’une des raisons de I'impact bénéfique de 1'inoculation serait
l'efficacité du taux de colonisation de la souche utilisée et la spécificité symbiotique entre
la plante hote et le rhizobium. En ce qui concerne les parametres de nodulation, les
meilleures performances ont été obtenus a la station CV. Cette différence de performance
pourrait étre liée a la compétitivité de la population endogene de rhizobium par rapport
aux isolats inoculés mais aussi a la différence de fertilité entre les sols des Station Coton
et CV. Le sol de la station CV s’est révélé moins fertile que celui de la station coton. Les
travaux de Bakhoum e? al. (2016) ont montré que la nodulation est plus élevée dans les

sols moins fertiles.

Au cours de cette étude, les plants ayant présentés les parametres végétatifs et de
nodulation les plus élevés ont été observés chez HARI35/GHA19 tandis ceux des
parametres de rendement ont été observés chez HARI17/GHA19. Ce résultat pourrait étre
attribué a une différence de caracteres génétiques entre les accessions de haricot sec
conditionnant une accession a mieux produire tout en induisant une faible nodulation. En
effet, le rendement élevé observé chez HARI17/GHA19 pourrait étre dii au poids de ses
graines qui est supérieure a celle des autres accessions de haricot sec testées. La
caractérisation agromorphologique a montré que le poids de 100 graines de
HARI17/GHA19 étaient de 29,8 g contre 20g pour HARI35/GHA19. La différence de
rendement des accessions de cette étude est similaire a 1’observation de Tsai ef al. (1993)

qui ont découvert que la variété de haricot Mexico-309 était supérieur pour les parametres
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de nodulation mais médiocre pour le rendement en graines, tandis que la variété Preto
Caruaru produisait un rendement en graines €levé, mais était inférieur en termes de

caracteres de nodulation.

Conclusion partielle

Les rhizobia locaux évalués ont été capables d’améliorer significativement les différents
parametres végétatifs, de nodulation et de rendement chez les accessions de haricot
étudiées. Le diametre au collet, la hauteur ainsi que la biomasse des plants ont été
influencés significativement par les bactéries testées sur tous les sites. Toutefois, la plupart
des plants les plus vigoureux ont été observés sur les parcelles fertilisés a I’engrais de
syntheése NPK de formulation 12-22-22. L'apport d’engrais azoté a entrainé une réduction
de la nodulation des plants fertilisés par rapport aux plants du témoin absolu. Concernant
les rendements en gousses, les plus important chez HARI17/GHAT19 sur les deux sites
(3,19 t/ha pour la Station Coton et 2,37 t/ha pour la Station CV) ont été€ induits par RPC208.
Le méme constat a été fait chez HARI35/GHA19 (3,7 t/ha a la Station Coton et 2,49 t/ha
a la Station CV) avec RPC109. A I’issu de la présente étude, les rhizobia locaux RPC109,
RPC114, RPC115, RPC208, RPC304, RPC404, RPC410, RPC430, RPC431 et RPC509
se sont avérés les plus performants pour améliorer la production du haricot sec. La
diversité génétique de ces isolats a été déterminée et a été présentée dans le chapitre 4 de

cette étude.
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CHAPITRE 4 : DIVERSITE DES RHIZOBIA LOCAUX NODULANT LE
HARICOT

Bien que de nombreuses recherches aient été menées sur les rhizobia associés au haricot
sec, il existe peu de données sur leur diversité en Cote d’Ivoire (CI). Dans ce chapitre, les
résultats de 1’étude de la diversité spécifique des bactéries nodulant le haricot sec dans les

sols de la CI ont été exposés.
1. RESULTATS
1.1. Amplification du géne codant pour ’ARNr 16S par PCR
L'amplification de I'ARNr 16S des 10 bactéries isolées des nodules du haricot sec

(Phaseolus vulgaris L.) a généré, sur gel d'agarose, une seule bande d'’ADN d'environ

1500 pb (Figure 22).

RPCIIS  RPC43I1 RPC4M  RPECI09  RPC304 RPC410 RPACS0Y  RPCII4 RPC28  RPCA30

Figure 22 : image d'électrophorese sur gel du géne de I' ARNr 16S amplifié de 10 isolats

1.2. Affiliation des séquences de génes d'ARNr 16S des isolats bactériens

L’analyse des séquences d'ARNr 16S des isolats dans cette étude a montré qu’ils
s’identifient a plusieurs especes de bactéries (Tableau XXXI). Ainsi, I’isolat RPC109
provenant de la localité de Djébonoua a partagé une similarité de 99,47 % avec 1’espece
Allorhizobium taibaishanense dont le numéro d’accession est MG851723.1. L’isolat
RPC115 provenant de la localit¢ de Gagnoa s’est rapproché de 1‘espéce Rhizobium
tropici dont la séquence est accessible au numéro MG852217.1 avec un pourcentage

d’identité de 99,29 %. Les rhizobia RPC114, RPC208, RPC410 et RPC509 isolés des sols
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de la localité de Ferkéssédougou se sont identifés respectivement a 1’espece Rhizobium
pusense (MW513398.1 ; 97,80 %), Rhizobium sp. (KT387838.1 ; 95,27 %), Rhizobium
leguminosarum (KY940047.1 ; 96,40 %) et Sinorhizobium sp. (EF173322.1 ; 83,03 %).
L’isolat RPC430 de la localité¢ de Yamoussoukro s’est aligné a 1’espeéce Bradyrhizobium
Jjaponicum (KY940048.1) a 96,46 % d’identité et a I’espece Rhizobium leguminosarum
(KY940047.1) 2 96,39 % d’identité.

Quant a l‘isolat RPC431, il s’est identifi¢ a I’espéce Rhizobium phaseoli (KF638348.1)
avec un taux de similarité de 98,10 %. Les deux isolats RPC304 et RPC404 de la localité
de Botro se sont identifiés a I’espece Allorhizobium taibaishanense (MG851723.1) avec

respectivement des pourcentages d’identité de 97,71 et 99,65 %.

L’analyse des séquences d’ARN 16S des isolats a permis de mettre en évidence une
diversité dans ce pool bactérien composé de quatre (04) genres bactériens a savoir
Rhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium et Sinorhizobium. Le profil de cette diversité
est dominé par le genre Rhizobium représentant a lui seul 50 % des genres bactériens
identifiés dans cette étude, suivi du genre Allorhizobium avec une fréquence de 30 %
(Figure 21). Les genres Bradyrhizobium et Sinorhizobium sont les moins représentés avec
une fréquence de 10 % (Figure 23). Dans le genre Rhizobium on retrouve les especes telles

que Rhizobium pusense, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium phaseoli et Rhizobium

tropici.

L’analyse phylogénique a permis d’identifier cinq (05) groupes bactériens. Dans ces
groupes, les dix isolats de I’étude ont été étroitement liées aux souches de références de
rhizobia de la GenBank a I’exception de RPC509 (Figure 24). Ainsi dans le groupe I,
I’isolat RPC114 est 1ié a la souche de référence Rhizobium pusense. Le groupe II est
composé des isolats RPC208 et RPC431 étroitement liés aux souches de références
Rhizobium sp et Rhizobium phaseoli respectivement. Dans le groupe III, une relation
phylogénétique est observée entre les isolats RPC410 et RPC430 avec les souches de

références Rhizobium leguminosarum et Bradyrhizobium japonicum.

Les isolats RPC109, RPC304 et RPC404 ont été consignés dans le groupe IV avec une
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similarité de séquence de 97,71 et 99,65 % a la souche Allorhizobium taibaishanense.
Enfin le groupe V comprend I’isolat RPC115 étroitement li¢ a la souche de référence

Rhizobium tropici.
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Tableau XXXI : caractéristiques des séquences codantes de la région 16S des souches

Longueur de

Isolats Site de collecte la séquence  Organisme de référence Numéro Longueur  Pourcentage E-Valeur
d’accession  d’accession d’identité
(pb)
RPC109 Djébonoua 1174 Allorhizobium taibaishanense MG851723.1 568 99.47% 0,0
RPC114  Ferkéssédougou 1222 Rhizobium pusense MW513398.1 1299 97,80% 0,0
RPC115 Gagnoa 1198 Rhizobium tropici MG851722.1 567 99,29% 0,0
RPC208  Ferkéssédougou 1191 Rhizobium sp. KT387838.1 1401 95,27% 0,0
RPC304 Botro 1226 Allorhizobium taibaishanense MG851723.1 568 97,71% 0,0
RPC404 Botro 1173 Allorhizobium taibaishanense MG851723.1 568 99,65% 0,0
RPC410  Ferkéssédougou 1197 Rhizobium leguminosarum  KY940047.1 844 96,40% 0,0
RPC430 Yamoussoukro 1306 Bradyrhizobium japonicum — KY940048.1 832 96,46% 0,0
RPC431 Yamoussoukro 1222 Rhizobium phaseoli KF638348.1 1495 98,10% 0,0
RPC509  Ferkéssédougou 1250 Sinorhizobium sp. EF173322.1 1464 83,03% 2.10%
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Figure 23 : distribution des genres de rhizobia nodulant le haricot sec
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Figure 24 : arbre phylogénétique déduit des séquences du gene de I'ADNr 16S des rhizobia
isolés du haricot

Les rhizobia locaux isolés du haricot sont marqués en gras par rapport aux souches de référence de différentes
especes de rhizobia.
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2. DISCUSSION

L’amplification des séquences génétiques partielles de I’ARNr 16S des isolats a I’aide
d’amorces spécifiques a généré un amplicon d’environ 1 500 paires de bases. Il s’agit
généralement de la taille approximative du fragment de ce gene cible qui est couramment

utilisée pour I’identification bactérienne (Fossou et al., 2012).

L’analyse des séquences de I’ARNr 16S des isolats provenant des différentes régions
agroécologiques de la Cote d’Ivoire a montré que les bactéries symbiotiques du haricot sec sont
tres diverses. Le profil de cette diversité est dominé par les especes appartenant au genre
Rhizobium. Plusieurs auteurs ont montré également que les bactéries symbiotes isolées des
nodules de P. vulgaris appartiennent principalement au genre Rhizobium (Zinga et al., 2017 ;
Mwenda et al., 2018 ; Huo et al., 2019 ; Shamseldin & Veldzquez, 2020). Ceci en raison du fait
que contrairement aux autres especes de Phaseolus qui s’associent & Bradyrhizobium, le haricot

sec manifeste une nette préférence pour le genre Rhizobium (Aguilar et al., 2022).

Quatre (04) especes de bactéries ont €té identifiées dans le genre Rhizobium dont Rhizobium
pusense, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium phaseoli et Rhizobium tropici. Ces espéces ont
déja été isolées de nodules de haricots communs par Gunnabo et al. (2021) en Ethiopie ; Torrez-
Gutiérrez et al. (2021) en Equateur et par Gunununu ef al. (2023) en Eswatini. Ces especes sont
considérées comme étant les especes prédominantes isolées des nodules du haricot dans la
région andine (zone intertropicale d’Amérique comprenant la Colombie, le Venezuela,
I’Equateur, le Pérou, la Bolivie, I’Argentine...), leur aire d’origine (Gunnabo et al., 2021 ;
Young et al., 2021). La propagation des microsymbiotes de P. vulgaris sur d’autres continents
aurait été faite graces a ses graines (Gunununu et al., 2023) et suggérerait son possible mode de
migration dans ses centres de diversification américains (Aguilar et al., 2022), européens

(Herrera-Cervera et al., 1999), africains (Gunnabo et al., 2021 ; Zinga et al., 2017) et asiatique
(Cao et al., 2014).

Cette étude a également révélé qu’en plus du genre Rhizobium, il existe d’autres genres
bactériens phylogénétiquement liés qui pourraient noduler le haricot sec. En effet, I’é¢tude a
notifié¢ la présence d’espéces appartenant aux genres Bradyrhizobium, Allorhizobium et
Sinorhizobium. La présence de ces différents genres indique une forte promiscuité de
nodulation de P. vulgaris avec diverses bactéries fixatrices d'azote dans les sols de Cote
d’Ivoire. Ce résultat corrobore les études faites par Shamseldin & Veldzquez (2020) qui ont

également révél€ la promiscuité du haricot sec avec le genre Rhizobium.
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Tout comme D’espece Rhizobium sullae, mycrosymbiote de Hedysarum coronarium L.,
découverte pour la premiere fois chez le haricot sec par Soares et al (2016), Allorhizobium
taibaishanense serait isolée et identifiée pour la premiere fois chez cette plante a travers cette
étude. Allorhizobium taibaishanense est une espece récemment découverte chez le trefle du
Japon (Kummerowia stratia) et décrite par Yao et al. (2012). La découverte de cette nouvelle
espece de bactérie chez le haricot sec pourrait s’expliquer par le caractere évolutif des rhizobia

due a un transfert de plasmides symbiotiques entre les especes.

Sur la base des résultats de I'efficacité symbiotique, toutes les souches de rhizobium ont montré
un potentiel de nodulation du haricot. Toutefois, la structure phylogénique a montré que ces
souches n'étaient pas étroitement apparentées. Cela suggérerait que les souches de rhizobium

de 1'étude ne sont pas limitées a un groupe phylogénétique.
Conclusion partielle

Les dix (10) isolats analysés ont présenté une bande unique d’un poids moléculaire de 1500 pb.
Les bactéries nodulaires du haricot sec ont présenté une grande diversité génétique et se sont
affiliées a quatre (04) genres bactériens que sont Rhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium et
Sinorhizobium. Une nouvelle espece, Allorhizobium taibaishanense a été isolée et identifiée
pour la premicre fois chez le haricot sec a travers cette étude. L’arbre phylogénique a montré
que ces isolats appartenaient a cinq groupes et étaient étroitement liés aux especes :
Allorhizobium taibaishanense, Rhizobium pusense, Rhizobium tropici, Rhizobium sp.,

Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium phaseoli et Sinorhizobium

sp.
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Conclusion & perspectives

Cette étude a été réalisée avec pour objectif principal d’améliorer la production du haricot sec
(Phaseolus vulgaris L.) en Cote d’Ivoire. Elle a été conduite avec quatre (04) hypothéses qui
stipulent qu’il existerait des variétés de haricot introduites et/ou locales prometteuses. Une
diversité de rhizobia locaux adaptée aux conditions environnementales et anthropiques locales
établirait une symbiose efficace avec plusieurs accessions de haricot sec. Puis, ces rhizobia
locaux amélioreraient la production des différentes accessions de haricot. Enfin, ces bactéries
qui colonisent les nodules du haricot sec seraient génétiquement diversifiées. Toutes les
hypotheses ont été confirmées au terme de cette étude. En effet, la présence d’une diversité a
été observée entre les accessions indépendamment de leur origine géographique. Les accessions
de haricot sec : HARI4/BKE18, HARI5/BON18, HARI6/BON1S8, HARI14/GHA19,
HARI22/GHA19, HARI28/GHA19 et HARI35/GHA19 ont présenté des caractéristiques
agronomiques prometteuses. Ces accessions se sont caractérisées par des plants de grande taille,

riche en matiere avec de longue gousses et des graines lourde.

L’¢étude a également mis en évidence la présence des bactéries symbiotiques du haricot sec dans
les sols de la Codte d’Ivoire. Un total de 108 isolats présentant des caractéristiques
morphologiques typiques des rhizobia ont été sélectionnés sur 1’ensemble des colonies
bactériennes issues des sol collectés. Ces isolats ont la capacité de réinfecter leur plante hote.
Toutefois, 20 sur 108 isolats ont été plus efficaces en conditions controlées. Par ailleurs, les
stress acido-basique, salin et les pesticides ont eu un effet variable sur la croissance de ces
bactéries. Seul les quatre isolats RPC108, RPC204, RPC405 et RPC430 ont été plus tolérants

vis-a-vis de ces différents stress.

Les rhizobia locaux évalués ont été capables d’améliorer significativement les différents
parametres végétatifs, de nodulation et de rendement étudiés sur les différents sites. En outre,
ce sont les rhizobia locaux RPC109, RPC114, RPC115, RPC208, RPC304, RPC404, RPC410,
RPC430, RPC431 et RPC509 qui se sont avérés étre les plus performants pour améliorer la

production du haricot sec a I’issu de 1’évaluation en condition de champ.

Les séquences du gene de I'ARNr 16S des dix (10) isolats performants identifiés ont été
étroitement affiliées aux especes Allorhizobium taibaishanense, Rhizobium pusense, Rhizobium
tropici, Rhizobium sp., Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium
phaseoli et Sinorhizobium sp. démontrant la présence d’une diversité des bactéries natives
noduleuses de haricot. Ces bactéries sont adaptées aux conditions environnementales locales et

performantes sur le plan agronomique. Elles pourraient donc étre utilisées pour améliorer la
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production du haricot sec et aider a promouvoir cette culture. Cependant, des investigations

futures pourront étre menées afin d’optimiser les résultats de cette étude. Il s’agira de :
- confirmer les performances des accessions de haricot sec a travers des tests multilocaux en
milieux paysan ;

- évaluer la performance des nouvelles bactéries dont Allorhizobium taibaishanense,
Bradyrhizobium japonicum et Sinorhizobium sp. sur la nodulation du haricot commun ;
- confirmer les performances des bactéries sélectionnées dans différentes zones agro-

écologiques.
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Annexe 1 : milieu YEM

Milieu YEM liquide (Yeast Extract Mannitol, Vincent, 1970) :

Mannitol 10g
K> HPO4 0,5¢g
MgS04.7H,0 02¢g
NaCl 0,1g
Extrait de levure 05¢g
H>O0 distillée 1 litre

Pour le YEM solide : Ajouter 15 g d’Agar par litre + Rouge Congo pour une concentration
finale de 0,0025 %.

Ajuster le pH a 6.8 et stériliser le milieu par autoclavage a 121 °C pendant 20 min.

Annexe 2 : composition de la solution nutritive de Broughton & Dilworth sans azote

Composants Molarité des composants
Solution 1 CaCl, 2H.O 2M
Solution 2 KH> PO4 1M
Solution 3 MgSOy4, TH20 0,5M
K>SOq4 0,5M
MnSOq, H,O 0,002 M
Solution 4 H3BOs 0,004 M
ZnS0Oq4, TH2O 0,001 M
CuSOy4, 5H,0 0,004 M
CoSOq4, TH20 0,0002 M
Na:MoO4, 2H,0 0,0002 M
Solution 5 Fe-citrate 0,02 M

- Prendre 5 ml des solutions 1 a 4 et 1 ml de la solution 5, les ajouter a 5 litres d’eau distillée,

puis diluer a 10 litres.
- Le pH doit étre ajusté entre 6,6 et 6,8 avec du NaOH 1 N.

- Pour la solution nutritive azotée, ajouter 0,5 g/l de KNO



Annexe 3 :

caractéristiques morphologiques des bactéries du haricot commun isolées

Isolats Forme Elév. Couleur Opacité = Bordure CV l(ti') GCr (;11.11
RPC101 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC102 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 3 Négative
RPC103 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC104 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 3 Négative
RPC105 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC106 Ovoide Bombé Blanche Opaque Dentelé 2 Négative
RPC107 Sinusoidale Plate Creme Translucide  Dentelé 2 Négative
RPC108 Circulaire Plate Jaunatre = Translucide Lisse 2 Négative
RPC109 Circulaire Plate Jaunatre = Translucide Lisse 2 Négative
RPC110 Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC111  Circulaire Plate Blanche Opaque Dentelé 2 Négative
RPC112  Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 3 Négative
RPC113 Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 3 Négative
RPC114  Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 3 Négative
RPC115 Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 3 Négative
RPC116 Circulaire Plate Blanche Opaque Dentelé 3 Négative
RPC117  Circulaire Bombé Blanche Opaque Lisse 3 Négative
RPC118 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 3 Négative
RPC119  Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC120 Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 3 Négative
RPC121  Circulaire Plate Blanchatre Translucide Lisse 3 Négative
RPC201 Circulaire Bombé  Blanchatre Opaque Lisse 2 Négative
RPC202 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC203 Circulaire Plate Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC205 Circulaire Plate Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC206 Circulaire Plate Créme Opaque Lisse 3 Négative
RPC208 Circulaire Plate Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC210 Circulaire Plate Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC211  Circulaire Bombé  Blanchatre Opaque Lisse 2 Négative
RPC212  Circulaire Plate Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC213  Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC214 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC215  Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC216 Circulaire Bombé  Blanchatre Translucide Lisse 2 Négative
RPC217 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC218 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 3 Négative
RPC301 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC302 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 3 Négative
RPC303 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 3 Négative
RPC304 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 3 Négative
RPC305 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC306 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC307 Circulaire = Concave Creéme Translucide Lisse 2 Négative

B



RPC308 Circulaire Plate Blanchatre Opaque Lisse 2 Négative
RPC309 Circulaire Plate Blanchatre Opaque Lisse 2 Négative
RPC310 Circulaire Bombé Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC311 Circulaire Plate Creme Opaque Lisse 2 Négative
RPC312  Circulaire Plate Creéme Opaque Lisse 2 Négative
RPC313 Circulaire Bombé  Blanchitre Opaque Lisse 2 Négative
RPC314 Circulaire Bombé Blanche  Translucide Lisse 3 Négative
RPC315 Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC401 Circulaire Plate Creéme Opaque Lisse 3 Négative
RPC402 Circulaire Plate Blanchatre Opaque Lisse 2 Négative
RPC403 Circulaire Plate Creéme Opaque Lisse 2 Négative
RPC404 Circulaire Bombé Blanche  Translucide Lisse 2 Négative
RPC405 Circulaire Bombé Blanche  Translucide Lisse 2 Négative
RPC406 Circulaire Plate Creme Opaque Lisse 2 Négative
RPC407 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC408 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC409 Circulaire Bombé Creme Opaque Lisse 3 Négative
RPC410 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 3 Négative
RPC411 Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 3 Négative
RPC412 Circulaire Bombé Blanche Opaque Lisse 3 Négative
RPC413 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 3 Négative
RPC414 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC415 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 3 Négative
RPC416 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC417 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 3 Négative
RPC418 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC419 Circulaire Bombé Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC420 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC421 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC422 Sinusoidale = Bombé Créme Opaque Dentelé 2 Négative
RPC423 Circulaire Bombé Créme Opaque Dentelé 3 Négative
RPC424  Circulaire Plate Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC425 Circulaire Bombé Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC426 Circulaire Bombé Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC427 Circulaire Plate Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC428 Circulaire Plate Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC429 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 2 Négative
RPC430 Circulaire Bombé Blanche  Translucide Lisse 2 Négative
RPC431 Ovoide Plate Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC501  Circulaire Plate Créme Opaque Lisse 2 Négative
RPC502 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC503 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC504 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC505 Ovoide Bombé Jaunatre = Translucide Lisse 3 Négative
RPC506 Circulaire Bombé Créme Translucide Lisse 3 Négative
RPC507 Circulaire Bombé Créme Opaque Lisse 3 Négative

C



RPCS508 Circulaire Bombé Creéme Translucide Lisse 2 Négative
RPC509 Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC510  Circulaire Bombé Creéme Translucide Lisse 2 Négative
RPC511  Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC512  Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC513  Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC514  Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 2 Négative
RPC515  Circulaire Bombé Creme Opaque Lisse 3 Négative
RPC516 Circulaire Bombé Creéme Translucide Lisse 3 Négative
RPC517  Circulaire Plate Blanche Opaque Lisse 3 Négative
RPC518  Circulaire Plate Creéme Translucide Lisse 3 Négative
RPC519  Circulaire Bombé Creme Opaque Lisse 3 Négative
RPC520 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 3 Négative
RPC521 Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC522  Circulaire Plate Creme Opaque Lisse 2 Négative
RPC523  Circulaire Plate Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC524  Circulaire Bombé Creme Translucide Lisse 2 Négative
RPC525 Circulaire Plate Creme Opaque Lisse 2 Négative
RPC526 Circulaire Plate Creéme Translucide Lisse 2 Négative

RPC : Rhizobia de Phaseolus vulgaris en Cote d’Ivoire, Elév. : élévation, D.C. : Diamétre des colonies, Vit. C :
Vitesse de croissance ; Col Gram : Coloration de Gram.
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(GO ore s

Abstract

Legumes such as common bean (Phaseolus vulgaris L.) have been introduced
into cropping systems for sustainable soil management. Consequently, the
loss of fertility of the latter remains a major constraint to bean production
because this legume is rarely fertilized, yet it is considered to be a poor nitro-
gen fixer in the absence of inoculation. To overcome this, this study was un-
dertaken with the objective of seeking efficient local rhizobia in order to pro-
pose a bean inoculum formulation. To do this, soil samples taken from twelve
localities in the Centre, North and West areas of Cote d’Ivoire were used to
trap bean nodulating rhizobia. The ROBA1 bean accession used was sown in
pots containing the sampled soils. Seedlings were uprooted at the start of flo-
wering and nodulation was assessed. The isolates obtained were purified and
then characterized phenotypically. The infectivity and symbiotic efficacy of
these isolates were determined in vitro by the authentication test in which the
purified isolates were reinoculated to their original host plant. A total of 24
rhizobium isolates were obtained from the soils of six localities. During mor-
phological characterization, the isolates showed typical characteristics of Rhi-
zobium. With the exception of RPC501, RPC505 and RPC522, all isolates were
authenticated and able to nodulate the host plant in controlled culture. Iso-
lates RPC502, RPC507, and RPC508 were effective and significantly increased
(P < 0.05) nodule number and weight, height, and plant biomass. This study
has, therefore, revealed the presence of effective local rhizobia in Ivorian soils
and capable of nodulating common beans. A genetic characterization of effi-
cient rhizobia identified after experimentation in different environmental
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conditions should be considered before being recommended as bean rhizobia
inoculant.

Keywords

Trapping, Native Rhizobia, Nodulation, Common Bean, Céte d’Ivoire

1. Introduction

Agriculture occupies a central place in the development and economy of Cote
d’Ivoire. It represents 40% of the country’s export earnings and generates nearly
two-thirds of jobs. It is mainly based on export crops [1] [2]. Today, accelerated
urbanization and the explosion of Ivorian demography have led to strong pres-
sure on arable land [3]. To increase agricultural production, methods of natural
soil fertilization by fallowing have been abandoned in favor of those based on the
use of synthetic fertilizers and pesticides. These chemical inputs applied to the
soil are costly and often inappropriate with harmful consequences on the envi-
ronment and human health [4]. Thus, to sustainably restore soils while fighting
food insecurity, the introduction of grain legumes such as dry beans (Phaseolus
vulgaris L.) into cropping systems has been recommended [5]. Dry beans are a
popular legume for their high protein (22.9%) and carbohydrate (60.6%) con-
tent. It is an inexpensive protein source in the diet of populations in developing
countries [6]. In Cdte d’Ivoire, bean production is estimated at 40,322 tons and
is a source of income for rural households during lean periods [7]. Dry bean also
has the ability to establish symbiotic associations with atmospheric nitrogen-fixing
bacteria [8]. This symbiotic association, therefore, represents an economical and
ecological way to improve agricultural productivity [9]. In Céte d’Ivoire, dry beans
are used empirically by farmers as a crop precedent to fertilize the soil. However,
studies have indicated that this legume has the least symbiosis with local strains
of rhizobium [10]. In addition, the chemical inputs used in conventional agri-
culture would constitute a potential threat to the survival and efficiency of bac-
terial strains [11].

Thus, bean inoculation is necessary in the absence of compatible and efficient
rhizobia for nitrogen fixation. Although many studies have been carried out in
various countries on the performance of local rhizobia strains on bean produc-
tivity, there is little information on the use of local rhizobia strains in Céte d’Ivoire
on beans [12] [13]. The present study, therefore, aims to select compatible and

competitive local rhizobia for the cultivation of dry beans in Cote d’Ivoire.

2. Material and Methods

2.1. Experimentation Site

The study was conducted at the Food Crops Research Station of the National
Center for Agronomic Research (SRCV/CNRA) in Bouaké located in the center
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of Cote d’Ivoire at 7°46' North latitude, 5°06' west longitude and 375 m altitude
[14].

2.2. Plant Material

The plant material consists of a bean accession HARI35/GHA19. It comes from
the collection of genetic resources of the Vegetable and Protein Crops Program
of the CNRA.

2.3. Methods

2.3.1. Soil Sampling and Rhizobia Trapping
Trapping rhizobia makes it possible to verify the absence or presence of the lat-
ter in a given soil. To do this, soil samples were taken from 12 localities in Cote
d’Ivoire (Figure 1). They are: Béoumi, Botro, Bouaké, Bouaflé, Daloa, Djébonoua,
Ferkéssédougou, Gagnoa, Korhogo, Sakassou, Sinématiali, and Yamoussoukro.
None of the plots sampled had beans as their previous crop.

At each site, five soil samples were taken in a zig-zag auger at a depth of 0 to
20 cm depth to form a composite sample.

The composite soil samples were homogenized and distributed in buckets of 4
L capacity, then three seeds were sown therein. The buckets were then arranged
in a block arrangement under a shelter.
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Figure 1. Map of agro-ecological sampling zones.
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2.3.2. Isolation and Purification of Isolates

Rhizobia were isolated from sterile nodules and purified with the protocol using
Yeast Extract Mannitol (YEM) agar supplied with 0.02% Congo red [15]. At flo-
wering, the plants were de-potted and then their roots were examined to detect
the presence of nodules. These were then detached from the roots to be sterilized
on the surface with a 0.1% mercury chloride (HgCl,) solution for 3 minutes. This
disinfection was followed by rinsing in 10 successive baths of sterile distilled wa-
ter. The nodule thus treated was crushed in 1 ml of sterile distilled water using a
previously sterilized glass rod. A volume of 0.1 ml or 100 pL of the supernatant
from the homogenate was withdrawn aseptically with a sterile pipette and spread
using a spreader on the pre-poured and solidified YEM agar. It is composed of
Mannitol (10 g/L), Yeast extract (1 g/L), K,HPO,-:3H,0 (0.46 g/L), KH,PO, (0.12
g/L), MgSO,7H,0 (0.2 g/L), NaCl (0.1 g/L) and Agar (14 g/L). The Petri dish
was then incubated in an oven at 28°C.

After three to eight days of incubation, bacterial colonies with a gummy and
translucent appearance, representative of rhizobia, were selected to be purified.
Thus, the selected colonies were inoculated by transverse streaks on the YEM
medium and incubated at 28°C for 2 to 6 days. The operation was repeated until

pure isolate was obtained.

2.3.3. Authentication of Isolates

The bacterial colonies obtained after isolation and purification were inoculated
into their original host plant in a sterile medium (substrate). This step is neces-
sary to demonstrate that the isolates obtained are capable of inducing nodulation
in their host plant. The identification of the isolates was carried out with 3 repe-
titions per isolate and an uninoculated control to ensure the aseptic conditions
of the culture of the plant. The substrate used for this purpose was washed sea
sand, sterilized and then transferred to greenhouse pots. Bean seeds were steri-
lized and sown as previously described.

The bacterial suspension which served as inoculum was obtained by subcul-
turing the bacterial isolates in the YEM medium and incubated at 28°C for 48
hours. The seeds were inoculated one week after sowing with 1 ml of the broth
solution of the inoculum. After sowing, the pots were watered preferably twice
with distilled water and once with nutrient solution every week [16].

Three to four weeks after sowing, the plants were unpotted. The formation of
root nodules indicates that the isolates are indeed bean nodulating rhizobia. No-
dulation parameters and biomass were evaluated.

The pure bacterial colonies were inoculated to their original host plant in a
sterile medium (substrate). This step is necessary to demonstrate that the isolates
obtained are capable of inducing nodulation in their host plant. The identifica-
tion of the isolates was carried out with 3 repetitions per isolate and an uninocu-
lated control to ensure the aseptic conditions of the culture of the plant. The
substrate used for this purpose was washed and sterilized sea sand then trans-

ferred to greenhouse pots. Bean seeds were sterilized and sown as previously de-
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scribed. After sowing, the pots were watered preferably twice with distilled water
and once with nutrient solution every week [16]. Upon seed emergence, the seedl-
ings were inoculated with a bacterial suspension at the rate of 1 ml of the inocu-
lum broth solution per seedling. This suspension was obtained by subculturing
the bacterial isolates in YEM medium and incubated at 28°C for 48 hours.

Three to four weeks after sowing, the plants were unpotted. The formation of
root nodules indicates that the isolates are indeed bean nodulating rhizobia.
Nodulation parameters (number and weight of nodules) and biomass (fresh and

dry biomass) as well as seedling size were evaluated.

2.4. Statistical Analyses of Data

All data were entered with Excel 2007 spreadsheet and analyzed using Statistica
7.1 software. The comparison of the means was made by an Analysis of Variance
(ANOVA) at the probability threshold of 5%. When a significant difference was
found between the treatments for a given parameter, Fisher’s Least Significant
Difference (LSD) test was performed at the 5% level to separate the means. All

these analyses have been carried out.

3. Results and Discussion
3.1. Results
3.1.1. Assessment of the Rhizobial Potential of the Soils of the Cote d’'Ivoire

The presence of symbiotic bacteria in the sampled soils, evidenced by the pres-
ence of nodules (Figure 2) on the roots of the bean, was observed in the plants

tested. Indeed, plants grown on trapping soil formed functional nodules of red

color (Figure 2) with local rhizobia.

(2)

Figure 2. Nodules induced on roots of common bean by local rhizobia. (1) Roots of bean
plants showing bean nodules; (2) Longitudinal section of nodules: (a) Non-functional green
nodule, (b) Nodule functional red nodule.
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The analysis of variance revealed a significant difference (P < 0.05) between
the nodulation and the origin of the soils (Table 1). The accession tested pro-
duced nodules in the soils of the localities of: Botro, Djebonoua, Ferkéssédou-
gou, Gagnoa, Sakassou and Yamoussoukro. The number of nodules obtained
with soils from Sakasou (31.17 nodules formed) was greater than those of other
towns. However, no nodules were observed on the roots of plants from the soils

of Béoumi, Bouafl¢, Bouaké, Daloa, Korhogo and Sinématiali.

3.1.2. Isolation and Morphological Characterization of Bean Rhizobia

24 bacterial isolates were obtained from the nodules from the soil samples. These
isolates presented various morphological aspects representative of bacteria be-
longing to the genus Rhizobiaceae (Figure 3). Indeed, the latter were composed
of colonies of circular, convex or flat shape with a regular outline with a smooth
transparent, gummy, translucent or opaque surface. They were whitish in color
with sizes varying from 2 to 7 mm in diameter. In addition, all bacteria were found

to be Gram negative.

3.1.3. Authentication of Bean Bacterial Isolates
The bacterial isolates obtained were authenticated on the basis of infectivity, ie.
the presence or absence of nodules on the roots of their host plant. The isolates
were coded RPC (Rhizobia isolated from Phaseolus vulgaris in Cote d’Ivoire)
followed by a number.

Of 24 bean bacterial isolates obtained from different soils in Cote d’Ivoire, 21
(representing a rate of 87.5%) induced nodulation of the roots of their host plant
(Table 2). RPC501, RPC505, RPC522 and the non-inoculated control did not

give nodules on the roots of the host plant. The isolates significantly influenced

Table 1. Average number of nodules per plant on the HARI35/GHA19 accession tested.

Sampling site Average number of nodules per plant
Béoumi 0
Botro 14.50 + 8.2
Bouaflé 0
Bouaké 0
Daloa 0
Djébonoua 27.50 £ 6.6
Ferkéssédougou 9.67 £ 12.6
Gagnoa 11.17 £ 19.3
Korhogo 0
Sakassou 31.17 £ 10.2
Sinématiali 0
Yamoussoukro 13.33+9.3
Mean 8.95
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Figure 3. Bacterial colonies obtained after purification of the isolates.

Table 2. Authentication of isolates and their effect on the number and weight of nodules
in the HARI35/GHA19 accession.

Isolates Presence of nodules Number of nodules  Nodule weight (g)
Witness - 0 0
RPC501 - 0 0
RPC502 + 9 + 2.6defghi 0.26 £ 0.1abc
RPC503 + 7 + 2.6fghij 0.05 + 0.01bc
RPC504 + 17 + 2.6abc 0.28 + 0.2abc
RPC505 - 0 0
RPC506 + 2.7 + 1.2ijk 0.26 £ 0.1abc
RPC507 + 18 + 2ab 0.36 £ 0.1ab
RPC508 + 13.3 £ 2.3bcdef 0.28 £ 0.1abc
RPC509 + 18 + 1.7ab 0.41 £0.2a
RPC510 + 7.7 £ 1.5fghi 0.27 £ 0.1abc
RPC511 + 0.7 £ 0.6jk 0.26 £ 0.1abc
RPC512 + 8.7 £ 0.6efghi 0.27 £ 0.1abc
RPC513 + 15 + 3.6bcde 0.5+0.2a
RPC514 + 9 + 3.5defghi 0.26 £ 0.1abc
RPC515 + 4 + 1.7hijk 0.26 £ 0.1abc
RPC516 + 6.7 + 1.5ghij 0.26 + 0.1abc
RPC517 + 15.3 + 1.5bcd 0.28 + 0.01abc
RPC518 + 10.7 + 2.1cdefg 0.26 * 0.1abc
RPC519 + 10.7 + 1.5cdefg 0.27 = 0.01abc
RPC520 + 10 £ 3.0defgh 0.26 * 0.1abc
RPC521 + 23 £ 3.6a 0.54+0.1a
RPC522 - 0 0
RPC523 + 5.7 + 1.5ghijk 0.25 £ 0.01abc
RPC524 + 7 + 2ghij 0.26 + 0.1abc
Mean 8.76 0.25
Probability <0.05 <0.05

Note: +: Presence of nodule; —: Absence of nodule. In each column, the means followed
by the same letter are not significantly different at the 5% level according to Fisher’s LSD
test; TO: Control not inoculated.
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(P < 0.05) the number and weight of nodules (Table 2). In fact, the RPC521 iso-
late induced the formation of the greatest number of nodules (23 nodules). With
regard to the weight of the nodules, the largest were observed in the RPC509,
RPC513 and RPC521 isolates with values ranging from from 0.41 to 0.54 g.

3.1.4. Evaluation of the Efficacy of Indigenous Bean Isolates
The 21 authenticated rhizobium isolates were selected for their ability to induce
high biomass.

Bean inoculation with various rhizobium isolates significantly influenced fresh/
dry biomass as well as seedling height compared to the uninoculated control (Table
3). Fresh biomass values varied from 1 g with isolate RPC502 to 5.16 g with iso-
late RPC508. As for the dry biomass, the largest material (0.74 g) was obtained
with isolate RPC507. Regarding the height of bean seedlings, it varied between
9.7 cm with RPC514 and 37.6 cm with RPC507.

Table 3. Impact of local rhizobia on fresh/dry biomass and bean plant height.

Isolates Fresh biomass (g) Dry biomass (g) Plant height (cm)
Witness 2.06 + 0.7ab 0.33 £ 0.2ab 14.7 + 1.3hijk
RPC502 1+0.1b 0.32 + 0.1ab 19.0 + 4.9efghi
RPC503 1.56 + lab 0.40 + 0.3ab 19.9 + 0.9efghi
RPC504 2.55 + 0.7ab 0.50 + 0.2ab 20.3 £ 1.7defghi
RPC506 1.58 + 0.2ab 0.50 = 0.1ab 14.5 + 1.3ijk
RPC507 4.42 +2.3ab 0.53 + 0.1ab 37.6 £3.7a
RPC508 5.16 £ 0.6a 0.74 £ 0.3a 27.3 + 2.5bc
RPC509 4.44 +2.2ab 0.50 + 0.2ab 25 + 1.2bcde
RPC510 2.16 + 1.6ab 0.23 £0.1b 19.7 £ 1.6efghi
RPC511 2.17 + 1.7ab 0.43 + 0.3ab 14.7 + 0.6hijk
RPC512 1.58 + 1.4ab 0.40 + 0.2ab 25.5 + 0.5bcde
RPC513 3.49 + lab 0.50 + 0.2ab 26.9 + 1.9bcd
RPC514 2.55 + 1.2ab 0.60 + 0.1ab 9.7 £ 1.6k
RPC515 2.5 £ 0.9ab 0.23 £0.1b 17.8 + 2.7fghij
RPC516 3.31 + 0.4ab 0.51 + 0.2ab 20.4 + 0.9defghi
RPC517 2.58 + 0.1ab 0.41 + 0.1ab 19.5 + 2.1efghi
RPC518 2.41 + 0.7ab 0.40 + 0.1ab 23 + 1.4bcdef
RPC519 3.31 + 1ab 0.50 + 0.2ab 22.6 * 3.6bcdefg
RPC520 3.25 + 0.9ab 0.20 £ 0.1b 23.3 + 2bcdef
RPC521 4.03 + 1.8ab 0.40 + 0.1ab 29 + 1.7b
RPC523 2.28 + lab 0.40 + 0.1ab 21.7 + 1.6cdefg
RPC524 2.36 £ 0.3ab 0.50 + 0.1ab 21.4 + 3.3cdefgh
Mean 2.65 0.43 20.82
Probability <0.05 0.01 <0.05

Note: In each column, the means followed by the same letter are not significantly differ-
ent at the 5% level according to Fisher’s LSD test; T0: Control not inoculated.
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3.2. Discussion

In this study, the results show the presence of local rhizobia that nodulate com-
mon bean in Ivorian soils without a history of common bean cultivation or in-
oculation. Kawaka et al (2014) [12] in Kenya also demonstrated the presence of
local rhizobia with no history of inoculation that can nodulate and fix nitrogen
with the bean. These results show that the soils of Cote d’Ivoire in particular and
of Africa in general naturally possess bean rhizobia. However, the seedlings from
the soils of six sampled localities (Béoumi, Bouaflé, Bouaké, Daloa, Korhogo and
Sinématiali) were free of nodules. These observations indicate that the Ivorian
soils are poor in rhizobia capable of nodulating beans. Similar results were ob-
tained by Elbana et al (2009) [17] in Egypt. According to these authors, Egyp-
tian soils do not have a sufficient number of Rhizobium spp compatible with
beans. Indeed, the bean is not a plant native to Africa but rather to Central and
South America [18]. This reason could explain this weak nodulation outside its
original areas. Furthermore, it could also be due to biotic and abiotic factors
such as high nitrogen availability, low phosphorus availability, soil salinity or
micronutrient deficiency as well as competition from rhizobium strains and/or
predation of rhizobia by protozoa or phages. The nodules collected were red in
color indicating the presence of leghemoglobin, a protein essential for the nitro-
gen fixation process [19]. These nodules are known to contain and actively ex-
press the nifH genes which code for the synthesis of nitrogenase enzymes re-
sponsible for the reduction of N to NH3 [20].

The morphological characteristics of the isolates based on Gram stain results
and growth on YEMA medium are typical of rhizobia and confirmed the stan-
dard morphocultural characteristics of Rhizobium species as described by Vin-
cent, 1970 [15]. The morphological characteristics of the isolates in the present
study are similar to those reported by Kawaka et al (2014) [13]. Previous studies
have shown that the bean nodulates mainly with fast-growing rhizobia grouped
under R. gallicum and R. giardini [21], R. leguminosarum biovar phaseoli [22],
R. tropici [23] and R. etli [24]. The bacterial colonies obtained were gummy in
appearance, a sign of production of Exopolysaccharides (EPS) which could be an
adaptive characteristic providing bacterium with protection against environ-
mental factors such as: temperature, salinity and pH fluctuations in the soil [25].
Rhizobia able to withstand such environmental stresses might be suitable for in-
oculant development.

However, one of the important characteristics for identifying nodular isolates
as rhizobia is to prove their ability to reinfect and form nodules on their host
plant under controlled bacteriological conditions [26]. Thus, bacterial isolates
isolated from bean nodules were authenticated on the basis of their infectivity.
Following this test, 87.5% of the isolates obtained induced nodulation of the roots
of their host plant. Isolates capable of reinfecting beans under controlled condi-
tions are then considered bean Rhizobium isolates. These observations corrobo-
rate with those of Yadav et al (2018) [13] in India. These authors have authenti-
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cated 35 bacterial isolates of green bean capable of reinfecting their original host
plant. For isolates RPC501, RPC505 and RPC522 that did not form nodules on
the bean roots, several explanations can be given. It may have a deficiency in
their invasive competence and requires the presence of helper microorganisms.
In addition to the specificity between the two partners (bacteria-plant), several
parameters can condition this phenomenon; the concentration of the inoculum,
the presence of certain mineral elements, the loss of infectivity of the isolates and
the uncontrolled experimental conditions [27]. Furthermore, several investiga-
tors have reported that the failure of nodulation and nitrogen fixation of the iso-
lates could be attributed to the possibility of loss of rhizobial plasmids carrying
the nod and nifgenes [28] [29].

The absence of nodulation in the non-inoculated control demonstrates that
the aseptic conditions were met. However, authentic isolates showed great diver-
sity in their ability to infect the host plant and improve plant growth. They sig-
nificantly influenced (P < 0.05) the number and weight of nodules. Indeed, the
average nodulation ranged from 0.7 nodules to 23 nodules, showing the different
ability of rhizobium isolates to infect the host plant. Almost all of the inoculated
bean seedlings had fresh/dry biomass and higher height compared to the con-
trol, indicating that inoculation with native isolates improved plant growth and
is, therefore, effective in the fixation of nitrogen. Houssain ef al (2012) [30] at-
tributed this improvement in nodulation and biomass of inoculated plants to
high nitrogen fixation incorporated in nitrogen biosynthesis. However, these pa-
rameters were not directly related to nodule count or nodule dry weight. This
is in agreement with previous work, which showed that the number and dry
weight of nodules are not appropriate to determine the effectiveness of a rhizo-
bium-legume association [31]. The significant differences observed in fresh/dry
biomass and bean seedling height show variability in the nitrogen-fixing capacity
of the isolates and are among the essential characteristics to determine their sym-
biotic efficacy [32].

4. Conclusion

Soil samples taken from different localities in the northern, central and western
regions of Cote d’Ivoire made it possible to isolate 24 bean bacterial isolates. 87%
of these were able to re-infect the host plant. Of these isolates, RPC502, RPC507,
and RPC508 were more efficient and effective. The genetic identity of these na-
tive rhizobia with promising symbiotic and agronomic traits should be estab-
lished. Therefore, these should be subjected to further field trials to verify their
stability under different environmental conditions before being recommended as

a bean rhizobium inoculant.
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ABSTRACT

Phaseolus vulgaris L. (common bean) is an agriculturally important legume that benefits from a
symbiosis with bacteria belonging to the genus Rhizobium. Growing interest in the use of rhizobia
as biofertilizers has led to the identification of a large number of rhizobia strains and studies of their
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diversity. Although much research has been carried out on rhizobia, there is little data on the
diversity of rhizobia associated with common bean in Cote d'lvoire. This study assessed the species
diversity of common bean nodulating bacteria in ivorian soils. This diversity was assessed based on
16S rRNA gene sequencing. Ten high-performance bacterial isolates extracted from common bean
nodules were used for genetic analysis. The 16S rRNA gene sequences of the native isolates were
closely affiliated with members of the genera Rhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium and
Sinorhizobium demonstrating the presence of a diversity of native bean nodule bacteria. This study
also reports for the first time the presence of Allorhizobium taibaishanense in common bean
nodules. These results constitute an important step in the development of an effective microbial

inoculum and sustainable food production.

Keywords: Diversity; rhizobia; common bean; sequencing; 16S rRNA; phylogeny.

1. INTRODUCTION

The common bean, its scientific name Phaseolus
vulgaris, is a very important legume in the human
diet thanks to its richness in proteins, minerals
and vitamins [1]. This legume establishes a
symbiotic link with rhizobial bacteria for the
fixation of atmospheric nitrogen. This allows it to
grow in nitrogen-deficient soils [2]. Native to
South and Mesoamerica, the plant is currently
widely cultivated in tropical and temperate
regions around the world [3].

Previously, the rhizobia capable of nodulating P.
vulgaris were all attributed to a single species
named Rhizobium leguminosarum [4]. In recent
years, the taxonomy of these rhizobia has
evolved significantly due to progressive
discoveries of greater rhizobial diversity which
correlates with the development of new
technologies. To date, seven species of rhizobia
have been identified as major microsymbionts of
common bean. These are Rhizobium etli [5],
Rhizobium leguminosarum, Rhizobium tropici [6],
Rhizobium gallicum, Rhizobium giardinii [7],
Rhizobium phaseoli [8] and Sinorhizobium
meliloti [9]. All these species have been
discovered in America as well as in Europe and
Africa [10,11,12].

Although agronomic information on beans in
Africa is legion, studies of the specific diversity of
rhizobia which nodulate this plant are rare.
Indeed, with the exception of the research by
Diouf et al. [13] carried out in Senegal, very little
information is available on bean rhizobia in West
Africa, particularly in Céte d'lvoire. However,
beans are a promising legume for local lvorian
consumption. In addition, the country's statistics
could not provide any data on national bean
production because this crop would be
considered marginal. It is practiced by small
producers, particularly women in rural areas [14].
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In addition, producers use traditional varieties
with low yields without fertilizer to grow beans
[15]. Faced with all these constraints, inoculation
technology using rhizobacteria associated with
common beans could constitute an alternative to
the use of agrochemical products to increase its
production and enhance its cultivation.
Therefore, the characterization of rhizobia related
to common bean in Ivorian soils constitutes one
of the important steps towards the development
of an inoculant with the potential to improve the
production of this crop in Cote d'lvoire. It is in this
context that this study takes place, the aim of
which is to identify the species of local bacteria
which nodulate common beans in Ivorian soils.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Bio-collection

The biological material is composed of bacterial
isolates. The latter were isolated from the roots
of common bean grown in soil samples collected
in different agroecological zones of Cbte d'lvoire.
The isolates used in this study were found to be
the most efficient on common bean production
during field evaluation. These are isolates
RPC109, RPC114, RPC115, RPC208, RPC304,
RPC404, RPC410, RPC430, RPC431 and
RPC509.

2.2 Molecular Characterization of Isolates
2.2.1 DNA extraction

The extraction of genomic DNA from bacterial
isolates was carried out using the phenol-
chloroform method applied to a bacterial culture
in YEM medium [16]. After bacterial lysis, the
samples were treated in a mixture of 500 pl of
phenol/chloroform/isoamyl alcohol in a ratio of
25:24:1 and then centrifuged for 10 minutes at
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12,000 rpm. The DNA pellet was obtained by
adding sodium acetate solution and absolute
ethanol. The resulting DNA extract was
suspended in 100 ul of TE solution and stored at
- 20°C. The concentration and purity of the
extracted DNA were determined at 260 and 280
nm using the Nanodrop Spectrophotometer
[17].

2.2.2 PCR amplification of 16S rRNA gene

The 16S rRNA region of rhizobia isolates was
amplified using primers FD1 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) and RD1 (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3) as previously
described by Weisburg et al. [16]. The PCR
reaction was carried out in a total volume of 25
ML containing 12.5 uL of MasterMix, 1 yL of each
of the primers, 9.5 pyL of water and 1 uL of
template DNA extract. The resulting mixtures
were incubated in a thermal cycler under the
following conditions: initial denaturation at 95°C
for 3 min followed by 35 cycles of denaturation at
94°C for 1 min, annealing at 55°C for 1 min,
extension at 72 °C for 2 min and a final extension
at 72 °C for 3 min. The fragments of the 16S
rDNA gene were revealed by horizontal
electrophoresis on a 1% (w/v) agarose gel
stained with BET (100 mg/mL) in TAE buffer. The
migration was done for 45 min at 100 volts and
finally the bands were visualized under ultraviolet
light and photographed using a transilluminator.

2.2.3 Sequencing and analysis of the 16S
rRNA gene

The PCR products were transferred to Ingaba
Biotech (Pretoria, South Africa) for purification
and sequencing by the automated Sanger
method. The 16S rRNA sequences of the
amplicons were determined using the ABI 3730
sequencer (Applied Biosystems, USA).

2.2.4 Analysis of sequencing data

2.24.1 The 16 S rRNA Sequences assignment
for species rhizobia identification

An in silico analysis of ribosomal DNA
sequences was carried out to identify common
bean rhizobium species. To do this, the Forward
and reverse sequences of the 16S rRNA gene
were aligned with reference sequences from the
GenBank database using the clustal X program
and the BLAST tool (Basic Local Alignment
Search Tool; http://www.ncbi .nih.gov).
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2.2.4.2 Phylogenic analysis

First of all, a multiple alignment of the sequences
from this study and the reference sequences
from Genbank was carried out using the clustal
W program. The evolutionary history of the
isolates was presented in the form of a
dendrogram using the maximum likelihood
method based on the Tamura-Nei model [18].
The tree with the highest log likelihood (bootstrap
values = 50%) was displayed. It was drawn to
scale, with branch lengths measured in number
of substitutions per site. The proportion of sites
where at least one unambiguous base is present
in at least one sequence for each descendant
clade is shown next to each internal node in the
tree. The analysis focused on 18 nucleotide
sequences. Codon positions included were
1st+2nd+3rd+Non-coding. All positions
containing gaps and missing data have been
eliminated. There were a total of 133 positions in
the final dataset. This evolutionary or
phylogenetic analysis of rhizobia species was
carried out in MEGA version 11 software [19].

3. RESULTS

3.1 Molecular Characteristic of Rhizobia
Isolates

PCR amplification of the genomic region of the
16S rRNA of the 10 bacteria isolated from the
nodules of common bean (Phaseolus vulgaris L.)
generated, on agarose gel, a single DNA band of
approximately 1500 bp (Fig. 1).

3.2 Affiliation of 16S rRNA Gene
Sequences of Bean Bacterial Isolates

Analysis of the 16S rRNA sequences of the
isolates in this study shows that they identify with
several species of bacteria (Table 1). Thus,
isolate RPC109 from the locality of Djébonoua
shares a similarity of 99.47% with the species
Allorhizobium taibaishanense whose accession
number is MG851723.1. The isolate RPC115
from the locality of Gagnoa is close to the
species Rhizobium tropici, the sequence of which
is accessible at number MG852217.1 with an
identity percentage of 99.29%. The rhizobia
RPC114, RPC208, RPC410 and RPC509
isolated from the soils of the locality of
Ferkéssédougou, identify respectively with the
species Rhizobium pusense (MW513398.1;
97.80%), Rhizobium sp. (KT387838.1; 95.27%),
Rhizobium leguminosarum (KY940047.1;
96.40%) and Sinorhizobium sp. (EF173322.1;
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Table 1. Characteristics of the coding sequences of the 16s region of rhizobia strains

Isolates Collection site Sequence Reference organism Accession Accession Identity E-Valeur
length number length percentage

RPC109 Djébonoua 1174 Allorhizobium taibaishanense MG851723.1 568 99.47% 0.0
RPC114 Ferkéssédougou 1222 Rhizobium pusense MW513398.1 1299 97.80% 0.0
RPC115 Gagnoa 1198 Rhizobium tropici MG851722.1 567 99.29% 0.0
RPC208 Ferkéssédougou 1191 Rhizobium sp. KT387838.1 1401 95.27% 0.0
RPC304 Botro 1226 Allorhizobium taibaishanense MG851723.1 568 97.71% 0.0
RPC404 Botro 1173 Allorhizobium taibaishanense MG851723.1 568 99.65% 0.0
RPC410 Ferkéssédougou 1197 Rhizobium leguminosarum KY940047.1 844 96.40% 0.0
RPC430 Yamoussoukro 1306 Bradyrhizobium japonicum KY940048.1 832 96.46% 0.0
RPC431 Yamoussoukro 1222 Rhizobium phaseoli KF638348.1 1495 98.10% 0.0
RPC509 Ferkéssédougou 1250 Sinorhizobium sp. EF173322.1 1464 83.03% 2,10%
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Fig. 1. Gel electrophoresis image of PCR-amplified 16S rRNA gene of 10 bacterial isolates on
1.4% agarose gel
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Fig. 2. Distribution of genera of rhizobiacea nodulating common bean

83.03%). Isolate RPC430 from the
Yamoussoukro locality aligns with the species
Bradyrhizobium  japonicum (KY940048.1) at
96.46% identity and with the species Rhizobium
leguminosarum (KY940047.1) at 96.39% identity.
identify. As for isolate RPC431, it identifies with
the species Rhizobium phaseoli (KF638348.1)
with a similarity rate of 98.10%. The two isolates
RPC304 and RPC404 from the locality of Botro
identify ~ with  the species  Allorhizobium
taibaishanense (MG851723.1) with identity
percentages of 97.71 and 99.65%, respectively.

In total, the analysis of the 16S RNA sequences
of the isolates revealed diversity in this bacterial
pool composed of four bacterial genera:
Rhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium and
Sinorhizobium. The profile of this diversity is
dominated by the Rhizobium genus, representing
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alone 50% of the bacterial genera identified in
this study, followed by the Allorhizobium genus
with a frequency of 30% (Fig. 2). The genera
Bradyrhizobium and Sinorhizobium are the least
represented with a frequency of 10% (Fig. 2). In
the genus Rhizobium we find species such as
Rhizobium pusense, Rhizobium leguminosarum,
Rhizobium phaseoli and Rhizobium tropici.

3.3 Taxonomic Structure of Isolates

Phylogenic analysis made it possible to identify
five bacterial groups. In these groups, the ten
study isolates were closely related to the rhizobia
reference strains in GenBank with the exception
of RPC509 (Fig. 3). Thus in group I, the RPC114
isolate is linked to the reference strain Rhizobium
pusense. Group Il is composed of isolates
RPC208 and RPC431 closely related to the
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Fig. 3. Maximum likelihood phylogenetic tree deduced from 16S rDNA gene sequences of local
rhizobia isolated from common bean

reference strains Rhizobium sp and Rhizobium
phaseoli respectively. In group I, a phylogenetic
relationship is observed between isolates
RPC410 and RPC430 with the reference strains
Rhizobium leguminosarum and Bradyrhizobium
japonicum. The isolates RPC109, RPC304 and
RPC404 are found in group IV with a sequence
similarity of 97.71 and 99.65% to the
Allorhizobium  taibaishanense strain. Finally,
group V includes the RPC115 isolate closely
related to the reference strain Rhizobium tropici.

4. DISCUSSION

Amplification of partial 16S rRNA gene
sequences of the isolates using specific primers
generated a single band of approximately 1,500
base pairs. This is generally the approximate
fragment size of that target gene that is
commonly used for bacterial identification [20].

Analysis of the 16S rRNA sequences of isolates
from the different agroecological regions of Cote
d'lvoire showed that the symbiotic bacteria of
common bean are very diverse. The profile of
this diversity is dominated by species belonging
to the genus Rhizobium. This result is
corroborated by several authors who in their
work showed that the symbiont bacteria isolated
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from P. vulgaris nodules on different continents

mainly belong to the genus Rhizobium
[21,22,23,24]. This is because unlike other
Phaseolus species which associate

with Bradyrhizobium, the common bean shows a
clear preference for the genus Rhizobium [10].

The genus Rhizobium was represented by four
species of bacteria which are Rhizobium
pusense, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium
phaseoli and Rhizobium tropici. These species
were previously isolated from common bean
nodules by Gunnabo et al. [25] in Ethiopia;
Torrez-Gutiérrez et al. [26] in Ecuador and by
Gunununu et al. [27] in Eswatini. These species
are considered to be the predominant species
isolated from bean nodules in the Andean region,
their native area [25,28]. The spread of P.
vulgaris microsymbionts to other continents
would have been made thanks to its grains [27]
and would suggest its possible mode of migration
in its American [10], European centers of
diversification [29], African [21,25] and Asian
[30].

This study also revealed that in addition to the
genus Rhizobium, there are other
phylogenetically related bacterial genera that
could nodulate common bean. Indeed, the study
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noted the presence of species belonging to the
genera  Bradyrhizobium, Allorhizobium and
Sinorhizobium. These results indicate a strong
nodulation promiscuity of P. vulgaris with various
nitrogen-fixing bacteria in the soils of Coéte
d'lvoire. They corroborate the studies carried out
by Shamseldin & Velazquez [24] which reveal
the promiscuity of the common bean.

Just like the species Rhizobium sullae,
mycrosymbiont of Hedysarum coronarium L.,
discovered for the first time in common bean by
Soares et al [31], Allorhizobium taibaishanense
would be isolated and identified for the first time
in this plant through this study. Allorhizobium
taibaishanense is a recently discovered species
in Kummerowia stratia and described by Yao et
al. [32]. The discovery of this new species of
bacteria in common bean could be explained by
the evolutionary nature of rhizobia due to a
transfer of symbiotic plasmids between species.

Based on the symbiotic efficiency results, all
rhizobium strains showed bean nodulation
potential. However, the phylogenetic structure
showed that these strains were not closely
related. This would suggest that the rhizobia
strains in the study are not restricted to one
phylogenetic group [33].

5. CONCLUSION

The results of the study noted the presence of a
wide diversity of bacteria which nodulate beans
in lvory Coast. These isolates were divided into
four genera including Rhizobium,
Bradyrhizobium, Allorhizobium and
Sinorhizobium. Some of the bacterial species
discovered in this study, notably Allorhizobium
taibaishanense, had never previously been
described as endosymbionts of P. vulgaris. In
view of their agronomic and symbiotic
performances, these isolates should be
subjected to more in-depth investigations under
different  environmental  conditions.  Such
research will provide a better understanding of
the symbiosis between P. vulgaris and rhizobial
bacteria. They will also make it possible to
determine whether these promising strains can
be used as effective commercial inoculants, thus
contributing to the sustainability of cropping
systems.
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RESUME

La technologie d'inoculation par les rhizobia constituerait une pratique agroécologique de fertilisation
pour accroitre la production et revaloriser la culture du haricot sec (Phaseolus vulgaris, L.), marginalisée
en Cote d’Ivoire. Malheureusement, peu d’information sont disponible sur les symbiotes du haricot sec
capables d’améliorer sa production en Coéte d’Ivoire. Cette étude a ¢été initiée pour contribuer a
I’amélioration de la production du haricot sec par la mise a la disposition des producteurs des inocula
de rhizobia éfficients. Le matériel végétal utilisé a été composé de 35 accessions de haricot sec collectées
et introduites. Ces accessions ont été évaluées sur la base de 16 caracteres phénologiques et
agronomiques a travers un dispositif en bloc aléatoire complet avec arrangement en blocs de
Fisher. Puis les bactéries des sols de 12 localités de la Cote d’Ivoire ont été piégées et isolées de cing
accessions de haricot sur le milieu YEMA. Les isolats obtenus ont été authentifiés et leur spectre d’hétes
a été vérifié. Ensuite, leur capacité a tolérer différents facteurs environnementaux a été évaluée in vitro.
L’aptitude de ces bactéries a améliorer les performances agronomiques du haricot sec a été évaluée sur
la production de trois accessions en condition de champ sur deux sites & Bouaké. A I’issu de ce test, les
isolats les plus performants ont fait I’objet d’une caractérisation moléculaire basée sur le séquencage
des génes codant pour I’ARNr 16S. Les résultats obtenus montrent une diversité entre les accessions.
HARI4/BKEI1S, HARIS/BON1S, HARI6/BON18, HARI14/GHA19, HARI22/GHA19,
HARI28/GHA19 et HARI35/GHA19 ont présenté des caractéristiques agronomiques prometteuses. Par
ailleurs, la présence de rhizobia a été observée dans certains sols ivoiriens. Ainsi, 108 isolats ont été
sélectionnés avec 20 capables de réinfecter efficacement leur plante hote. Ces derniers ont plus toléré
les pH basiques que les pH acides. IIs ont montré une sensibilité a la salinité a I’exception de RPC108,
RPC204 et RPC404 qui ont été les plus halotolérants. Quant aux pesticides, seul I’isolat RPC430 a été
tolérant a la quasi-totalité de ces derniers. L’évaluation au champ a montré que les rhizobia locaux testés
sont capables d’améliorer la production du haricot sec. Parmi ces isolats, RPC109, RPC114, RPC115,
RPC208, RPC304, RPC404, RPC410, RPC430, RPC430, RPC431, RPC431 et RPC509 ont plus
amélioré le rendement du haricot jusqu’a 3,7 tha'l. Ils appartiennent aux genres Rhizobium,
Allorhizobium, Bradyrhizobium et Sinorhizobium.

Mots-Clés : Production, Phaseolus vulgaris L., Inoculation, Rhizobia locaux, Séquencage.
Abstract

Rhizobia inoculation technology could be an agroecological fertilization practice to increase production
and enhance the value of dry bean (Phaseolus vulgaris, L.) cultivation, which is marginalized in Cote
d'Tvoire. Unfortunately, little information is available on dry bean symbionts capable of improving its
production in Céte d'Ivoire. This study was initiated to contribute to improving dry bean production by
providing producers with efficient rhizobia inocula. The plant material used consisted of 35 collected
and introduced dry bean accessions. These accessions were evaluated based on 16 phenological and
agronomic traits using a randomized complete block design with Fisher block arrangement. Then, soil
bacteria from 12 locations in Cdte d'Ivoire were trapped and isolated from five bean accessions on
YEMA medium. The isolates obtained were authenticated and their host range was verified. Then, their
ability to tolerate different environmental factors was evaluated in vitro. The ability of these bacteria to
improve the agronomic performance of dry beans was evaluated on the production of three accessions
under field conditions at two sites in Bouaké. Following this test, the best-performing isolates were
subjected to molecular characterization based on the sequencing of genes coding for 16S rRNA. The
results obtained show diversity between the accessions. HARI4/BKE18, HARI5/BONI1S,
HARI6/BON18, HARI14/GHA19, HARI22/GHA19, HARI28/GHA19 and HARI35/GHA19 presented
promising agronomic characteristics. In addition, the presence of rhizobia was observed in some Ivorian
soils. Thus, 108 isolates were selected with 20 capable of effectively reinfecting their host plant. The
latter were more tolerant of basic pH than acidic pH. They showed sensitivity to salinity with the
exception of RPC108, RPC204 and RPC404 which were the most halotolerant. As for pesticides, only
isolate RPC430 was tolerant to almost all of them. Field evaluation showed that the local rhizobia tested
are capable of improving dry bean production. Among these isolates, RPC109, RPC114, RPC115,
RPC208, RPC304, RPC404, RPC410, RPC430, RPC430, RPC431, RPC431 and RPC509 improved
bean yield up to 3.7 tha!. They belong to the genera Rhizobium, Allorhizobium, Bradyrhizobium, and
Sinorhizobium.

Keywords : Production, Phaseolus vulgaris L., Inoculation, Local Rhizobia, Sequencing.
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