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Résumé 

 Les ressources naturelles de la planète ont été surexploitées afin de répondre à la 

population humaine croissante, conduisant à une perte importante de biodiversité, un 

changement climatique et une perturbation du cycle de l'azote. Dès lors, le déficit hydrique est 

devenu l'une des contraintes les plus incontrôlées et les plus imprévisibles de la production 

agricole. Par ailleurs, les micro-organismes du sol sont connus pour leur capacité d'atténuer le 

stress abiotique et de favoriser le développement des plantes seraient des outils très précieux 

pour l'agriculture durable dans l’ère du changement climatique. A cette fin, le présent travail 

visait à évaluer en premier lieu les impacts de deux souches différentes de Rhizobium 

leguminosarum (3841 et OL13) sur l'induction de la tolérance terminale à la sécheresse chez 

deux génotypes de Vicia faba, Aquadulce (AQD) et Maltais (MLT) cultivés en Algérie. En 

second lieu, l’effet PGPR (rhizobactéries favorisant la croissance des plantes) de ces deux 

souches a été évalué pour deux variétés de Triticum durum, Waha (WH) et Oued zenati (OZ) 

sous déficit hydrique. À cette fin, nous avons mesuré des paramètres morphologiques, 

physiologiques, accumulation d'osmoprotectants, marqueurs de stress oxydatif et activités 

enzymatiques pour évaluer l'effet de l'inoculation de R. leguminosarum sur V. faba et T. durum 

dans des conditions de déficit hydrique terminale lors d'essais en serre. D’une part, la régulation 

à la hausse des mécanismes antioxydants et la production de solutés compatibles chez V. faba 

ont été activées différemment selon la souche de Rhizobium. La tolérance au déficit hydrique 

de la variété Maltais a été améliorée en utilisant la souche de Rhizobium locale OL13 par rapport 

à la souche commune 3841. La symbiose avec la souche OL13 conduit notamment à une bien 

meilleure production de proline et de sucre soluble dans les nodosités mais aussi dans les racines 

et les feuilles du génotype Maltais. D’autre part, les plantes de blé dur inoculées ont également 

enregistrées une meilleure teneur relative en eau, une augmentation de l’accumulation 

d'osmoprotectant et des réponses antioxydantes (peroxydase), et une diminution de 

l'accumulation de marqueurs de stress oxydatif similaires pour les deux souches de Rhizobium, 

par rapport aux plantes non inoculées. Cependant, sous déficit hydrique, la co-inoculation par 

les deux souches de Rhizobiums a grandement amélioré ces paramètres en comparaison avec 

la simple inoculation pour l'un des génotypes étudiés (OZ), ce qui nous laisse supposer que 

cette variation de réactivité indique un effet génotype possible. Au total, même si des travaux 

supplémentaires sont encore nécessaires pour décrypter le mécanisme par lequel une souche de 

Rhizobium peut affecter l'accumulation d'osmoprotectants ou le statut redox cellulaire dans 

toutes les plantes, l'inoculation avec des souches de Rhizobium sélectionnées pourrait être une 

stratégie écologique prometteuse pour améliorer la gestion du déficit hydrique à l'ère de 

changement climatique pour les légumineuses ainsi que pour les céréales. 

 

Mots clés : Vicia faba L. ; Triticum durum, Rhizobium leguminosarum ; déficit hydrique ; 

symbiose ; activités enzymatiques antioxydantes ; osmoprotectants. 

 

 



Abstract 

 The planet's natural resources have been overexploited in order to handle the growing 

human population, leading to significant loss of biodiversity, climate change and disruption of 

the nitrogen cycle. Since then, the water deficit has become one of the most uncontrolled and 

unpredictable constraints for agricultural production. Furthermore, soil microorganisms are 

known for their ability to mitigate abiotic stress and promote plant development which would 

be very valuable tools for sustainable agriculture in the era of climate change. To this end, the 

present work aimed to first evaluate the impacts of two different strains of Rhizobium 

leguminosarum (3841 and OL13) on the induction of terminal drought tolerance in two 

genotypes of Vicia faba, Aquadulce (AQD) and Maltait (MLT) grown in Algeria. Secondly, 

the PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacterial) effect of these two strains was evaluated 

for two varieties of Triticum durum, Waha (WH) and Oued zenati (OZ) under water deficit. To 

this end, we measured morphological, physiological parameters, accumulation of 

osmoprotectants, oxidative stress markers and enzymatic activities to evaluate the effect of R. 

leguminosarum inoculation on V. faba and T. durum under terminal water deficit conditions in 

greenhouse trials. On the first hand, the upregulation of antioxidant mechanisms and the 

production of compatible solutes in V. faba were activated differently depending on the 

Rhizobium strain. The MLT variety's tolerance to water deficit was improved by using the local 

Rhizobium strain OL13 compared to the common strain 3841. The symbiosis with the OL13 

strain leads in particular to a much better production of proline and soluble sugar in the nodules, 

but also in the roots and leaves of MLT genotype. On the other hand, inoculated durum wheat 

plants also recorded better relative water content, increased osmoprotectant accumulation and 

antioxidant (peroxidase) responses, and decreased oxidative stress marker accumulation for 

both Rhizobium strains, compared to the un-inoculated plants. However, under water deficit, 

the co-inoculation by the two strains of Rhizobiums improved these parameters in comparison 

with the simple inoculation for only one of the two studied genotypes (OZ), which leads us to 

suppose that this variation in reactivity indicates a possibility of genotype effect. Overall, even 

if further research is still needed to understand how a Rhizobium strain can affect the 

accumulation of osmoprotectants or the cellular redox status in all plants, inoculation with 

selected Rhizobium strains could be a promising ecological strategy for legumes and cereals in 

the face of climate change. 

Keywords: Vicia faba L.; Triticum durum, Rhizobium leguminosarum; water deficit; 

symbiosis; antioxidant enzymatic activities; osmoprotectants. 



 ملخص

  في   كبيرة  خسارة  إلى أدى  مما  المتزايد،  السكاني  النمو  إدراك  أجل  من  مفرط  بشكل  رضللأ  الطبيعية  الموارد  استغلال  تم  لقد

 لا  التي  عواملال  أكثر  أحد  المياه  نقص  أصبح   الحين،  ذلك  منذ.  النيتروجين  دورة  وتعطيل  المناخ   وتغير  البيولوجي  التنوع

  معروفة   التربة  في  الدقيقة  الحية  الكائنات  فإن  ذلك،  على  زيادة.  الزراعي  الإنتاج  على  بها  التنبؤ  و  عليها  السيطرة  يمكن

  عصر   في  المستدامة  للزراعة  للغاية  قيمة  أدوات  وستكون  النباتات  تنمية  وتعزيز  اللاأحيائي  الإجهاد  من  التخفيف  على  بقدرتها

 من  (OL13 ,3841) مختلفتين  سلالتين  تأثيرات  تقييم  إلى  أولاً   الحالي   العمل  يهدف  الغاية،  لهذه  تحقيقًا.  المناخ  تغير

Rhizobium leguminosarum   الفول  من    وراثيين   نمطين  في  النهائي   الجفاف  تحمل  تحريض  علىVicia faba 

 الصلب  القمح   من  لنوعين   السلالتين   لهاتين  PGPR تأثير  تقييم  تم  ثانيًا، .  الجزائر  في  المزروعة والمالطيأكوادولس  

Triticum durum واحة (WH) زناتي   ت لاماالمع  بقياس  قمنا  الغاية،   لهذه  تحقيقا .  المياه  نقص   تحت    (OZ)وواد 

  تأثير   لتقييم  الأنزيمية  والأنشطة  التأكسدي  الإجهاد  وعلامات  للتناضح   الحافظة  المواد  وتراكم  والفسيولوجية   المورفولوجية

  مختلف   بشكل V. faba في  للذوبان  القابل  السكر  وإنتاج  الأكسدة  مضادات  آليات  تنشيط  تم  ،  ناحية  من تطعيم بالريزوبيوم

 المحلية Rhizobium سلالة  باستخدام  الماء  نقصل المالطي صنف  تحمل  تحسين  تم .Rhizobium سلالة  على  اعتمادًا

OL13 سلالة   مع  التعايش   يؤدي.  3841  الشائعة  بالسلالة  مقارنة OL13 من   بكثير  أفضل  إنتاج   إلى  الخصوص  وجه  على  

  القمح   نباتات   سجلت  أخرى،  ناحية  من .  المالطي  الجيني  النمط  وأوراق  وجذور   عقيدات  في  للذوبان   القابل  والسكر  البرولين

  للأكسدة   المضادة  والاستجابات   للأكسدة  الواقية  المواد  تراكم  في  أفضل وزيادةنسبياً    مائياً  محتوى  أيضًا  الملقحة  الصلب

  غير  بالنباتات  مقارنة   ، Rhizobiumلسلالتين  مشابه   بشكل   التأكسدي،  الإجهاد   علامات   تراكم  وانخفاض  (،البيروكسيديز)

  بشكل   تاملاالمع  هذه  تحسين  إلى Rhizobia سلالتي  بواسطة  المشترك  التلقيح  أدى  الماء،  نقص  ظل  في  ذلك،  ومع.  الملقحة

  التفاعل  في  الاختلاف  هذا  أن  افتراض  إلى  يقودنا مما  ، (OZ) المدروسة  الجينية  الأنماط  لأحد البسيط  بالتلقيح  مقارنة  كبير

  التي   الآلية  شفرة  لفك  العمل  من  مزيد  إلى  حاجة  هناك  كانت  لو  حتى  الكل،   في  الكل.  وراثيال  نمطلتأثير محتمل ل  إلى  يشير

  النباتات،   جميع  في  الخلوية   الأكسدة  حالة  أو  الأكسدة   من   الواقية  المواد  تراكم  على Rhizobium من   سلالة   بها   تؤثر  أن   يمكن

  عصر  في  المياه   نقص  إدارة  لتحسين   واعدة   بيئية  استراتيجية   يكون   أن  يمكن Rhizobium من  مختارة  بسلالات   التلقيح   فإن

 .للحبوب وكذلك للبقوليات بالنسبة  المناخ  تغير

؛  تكافل؛  المائي الإجهاد؛  Rhizobium leguminosarum؛  Triticum durum؛.: Vicia faba L الكلمات المفتاحية

 واقيات الأسمو.  .الأنشطة الأنزيمية المضادة للأكسدة
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Introduction générale 

 L'azote (N) est un minéral important nécessaire à la vie et à la croissance des plantes. 

Bien que 80% de l'air atmosphérique soit constitué d'azote, les plantes ne peuvent pas assimiler 

directement cette forme gazeuse. Dans l'agriculture moderne, la limitation de l'azote est 

contournée par l'application d'engrais dérivés du procédé Haber-Bosch qui permet la fixation 

du N2 inorganique. Les taux modernes d'application d'engrais azotés ont doublé le flux dans les 

cycles d'azote terrestre (Galloway et al. 2008). Une perturbation aussi importante n'est pas 

durable et a entraîné des conséquences environnementales, notamment la production de 

puissants gaz à effet de serre et l'eutrophisation des systèmes aquatiques (Rockstrom et al. 

2009). Désormais, il est impératif de concevoir des systèmes de culture qui prennent en compte 

les préoccupations sociales, économiques, écologiques ou environnementales émergentes. La 

conservation du sol et de l'eau et le maintien de la productivité du sol à long terme dépendent 

en grande partie de la gestion des systèmes de culture, qui influencent l'ampleur de l'érosion et 

la dynamique de la matière organique du sol (Blanco-Canqui et Lal, 2010). 

 Ces facteurs ont potentialisé un regain d'intérêt pour les microorganismes ayant la 

capacité de fixer biologiquement l'azote en établissant des interactions symbiotiques avec les 

légumineuses. Ces microorganismes sont des diazotrophes appelés rhizobiums, qui induisent 

des nodosités sur les racines des légumineuses et y fixent le N2 en ammoniac biologiquement 

accessible à l'aide de l'enzyme nitrogénase (Oldroyd et al. 2011), une enzyme qui n’est présente 

que chez les procaryotes (Dos Santos et al. 2012). Cependant, ces symbioses fixatrices d'azote, 

importantes sur le plan agricole, sont largement limitées aux légumineuses (Werner et al. 2014). 

  Récemment, plusieurs chercheurs ont démontré leur potentiel pour améliorer la 

croissance des non-légumineuses (céréales) via des mécanismes ou des stratégies indirectes et 

directes. En effet, lorsque les rhizobiums colonisent les racines d'une plante non légumineuse 

dans une relation non spécifique, les souches de ce genre peuvent se comporter comme des 

rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Saharian et Nehra 2011). Les 

rhizobiums atténuent également les effets néfastes des stress et induisent une tolérance chez les 

plantes en adoptant différents mécanismes, notamment l'induction d'une tolérance systémique 

par certains changements chimiques ou physiques (Hussain et al. 2014b).  

 Afin de bénéficier des avantages procuré par ces microorganismes, l’une des pratiques 

culturales les plus utilisée figure la rotation des cultures, un système de culture qui remonte à 

la dynastie Han de Chine il y a plus de 3000 ans (MacRae et Mehuys, 1985). La rotation des 
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cultures est la culture de différents types de cultures sur le même terrain à différentes saisons 

(Liebman et Dyck, 1993). En effet, la rotation des cultures impliquant des légumineuses 

améliore les propriétés du sol et réduit les besoins en engrais minéraux des cultures céréalières 

(Bagayako et al. 2000). La rotation des cultures influence l'efficacité de l'utilisation de l'azote 

et affecte également la disponibilité de l'azote pour la plante (Rafael et al. 2001). 

 D’un côté, parmi les légumineuses, la fève (Vicia faba L.) est l'une des cultures les plus 

importantes au monde (Karkanis et al. 2018), en raison de sa teneur élevée en protéines (allant 

de 20 à 41 %) (Chavan et al. 1989). Récemment, l'intérêt mondial s'est accru pour cette culture, 

mais elle est connue pour être relativement sensible à la sécheresse par rapport aux autres 

légumineuses à grains (Khazaei et al. 2013). La sécheresse terminale présente l'une des 

contraintes les plus importantes à la production de fève en région méditerranéenne, où les 

précipitations sont insuffisantes et réparties de manière erratique au cours de l'année (Ricciardi 

et al. 2001 ; Fouad et al. 2013). Cependant, les variétés de fève diffèrent largement en termes 

de tolérance à la sécheresse (Girma et Haile, 2014). De l’autre côté, le blé dur (Triticum 

turgidum L. var durum Desf.) est la 10ème céréale la plus importante et la plus couramment 

cultivée dans le monde avec une production annuelle moyenne de 40 millions de tonnes (MT) 

(2016/17) (Beres et al. 2020). En général, dans la plupart des systèmes agricoles et en particulier 

chez les céréales, l'azote est le nutriment mobile limitant commun qui affecte la croissance et 

le rendement des cultures (Mia et Shamsuddin 2010). En effet, la production agricole a été 

soumise à une multitude de stress abiotiques à la suite du réchauffement climatique à travers le 

monde (Hussain et al. 2018). Les sécheresses représentent un sérieux défi pour la productivité 

agricole dans les régions arides et semi-arides du monde (Ullah et al. 2017). Cependant, les 

interactions bénéfiques des plantes avec les microbes peuvent améliorer la condition physique 

des plantes cultivées sous divers stress environnementaux (Khan et al. 2017), y compris le stress 

lié au déficit hydrique (Nadeem et al. 2014). De plus, l'inoculation avec des bactéries bénéfiques 

pour les plantes est restée avantageuse par rapport aux traitements chimiques ou physiques, que 

ce soit en termes de rendement économique ou de durabilité environnementale (Hussain et al. 

2018).  

Le but principal de cette thèse a été d’analyser une partie de la variabilité disponible au 

sein de variétés de fève pour identifier des symbioses Vicia faba-Rhizobium plus adaptées au 

déficit hydrique ainsi que l’effet PGPR des rhizobia sélectionné sur le blé dur.   

Cette identification était basée sur l’étude des aspects morphologiques, physiologiques, 

biochimiques et moléculaires impliqués dans la réponse de cette symbiose au déficit hydrique. 
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L’accent a été, plus particulièrement mis sur certains aspects du système redox associés à la 

tolérance de ces symbioses à cette contrainte hydrique.  

Ainsi, les travaux ont été mis en place selon l’approche suivante : 

❖ Evaluation de la tolérance de deux génotypes de fève au déficit hydrique sous 

conditions contrôlées. 

❖ Evaluation de la tolérance de différentes combinaisons symbiotiques génotypes de 

fève-souche de rhizobia au déficit hydrique sous serre. 

❖ Caractérisation morphologique, physiologique et biochimique des réponses des 

symbioses fève-rhizobia au déficit hydrique. 

❖ Evaluation de la tolérance de différentes combinaisons symbiotiques génotypes de 

blé dur -souche de rhizobia au déficit hydrique sous serre. 

❖ Caractérisation morphologique, physiologique et biochimique des réponses des 

symbioses blé dur -rhizobia au déficit hydrique. 
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Chapitre I : Revue bibliographique 

I.1. L’azote, un élément essentiel majeur des plantes 

 L'azote (N) est un élément essentiel majeur pour les plantes, présent dans la plupart des 

macromolécules et de nombreux composés secondaires et de signalisation, notamment les 

protéines, les acides nucléiques, les composants de la paroi cellulaire, les hormones, les 

vitamines et d'autres composés organiques indispensables (Krapp, 2015 ; Ohyama, 2017). 

 Les principales formes d'azote inorganique présentent dans le sol sont l'ammonium 

(NH4
+) et le nitrate (NO3

-), et qui sont absorbées par les racines des plantes, cependant les 

animaux dépendent de la matière organique produite par les plantes et les humains consomment 

des aliments provenant de produits végétaux ou animaux (Ohyama, 2017). 

I.2. Le cycle de l’azote 

 Le cycle de l'azote du sol est entraîné par la matière organique du sol, qui contient 

environ 50% de carbone (C) et 5% de N, dont généralement <5% est sous forme labile (Jackson 

et al. 2008). Une grande quantité de N dans le sol existe sous des formes organiques, qui, en 

fonction des rapports C/N et de la composition chimique de la matière organique du sol, peuvent 

être minéralisées par les microorganismes du sol, les transformant en formes disponibles pour 

les plantes, NH4
+ et NO3 (minéralisation), ou utilisées par les microorganismes du sol des 

formes N minérales et reprennent ainsi la forme organique inaccessible par les plante 

(immobilisation) (Figure.I.1) (Singh, 2011 ; Ohyama, 2017). 

 Au cours des processus de nitrification et de dénitrification à médiation microbienne, 

une partie du NO3
- est réduite en protoxyde d'azote N2O, un puissant gaz à effet de serre. Le 

cycle N (Figure.I.1) est complété par le processus de dénitrification, dans lequel de nombreux 

micro-organismes du sol utilisent le NO3 comme accepteur d'électrons et libèrent les molécules 

de N2 dans l'atmosphère, en particulier dans des conditions hautement anaérobies (Singh, 2011 ; 

Ohyama, 2017).  

 Alors que 78,08% de l’atmosphère terrestre est constituée de N, celui-ci n’est pas 

facilement disponible pour la majorité des organismes vivants, car étant sous forme inerte, les 

molécules de N2 n’entrent pas facilement dans des réactions chimiques (Singh, 2011), ce qui 

fait que la disponibilité de N est souvent un facteur limitant pour la production agricole et la 

croissance naturelle des plantes (Ohyama, 2017). 
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L'exception à cela est la fixation biologique de l'azote (BNF), qui jusqu'à l'ère préindustrielle 

était le seul processus où les molécules de N2 étaient converties en formes réactives N, telles 

que l'ammonium (NH4
+) et le nitrate (NO3) (Singh, 2011). En effet, seule une grande variété de 

«procaryotes», qui possèdent des enzymes du «complexe de la nitrogénase», peuvent fixer le 

N2 atmosphérique en ammoniac, et utiliser cet NH4+ pour la synthèse de composés organiques 

(Herridge et al. 2008). La fixation biologique de l'azote (N2) est un processus entrepris par des 

bactéries, vivant dans le sol ou en symbiose dans les nodositées des racines des plantes (Singh, 

2011). Cependant, à l'ère post-industrielle, la production d'engrais azotés par la conversion 

Haber-Bosch a été multipliée par 20 depuis 1950 (Glass, 2003) et la quantité de N2 fixée 

artificiellement pour produire des engrais (environ 9,5×1012 mol/an) dépasse désormais la 

fixation biologique totale de l'azote dans les systèmes terrestres (7,5×1012 mol/an) (Canfield et 

al. 2010). Cet excès de N réactif provenant de l'utilisation d'engrais constitue une menace pour 

la qualité du sol, de l'eau et de l'air en raison du lessivage des nitrates et de l'émission de N2O, 

également impliqué dans la destruction de la couche d'ozone (Montzka et al. 2011). De plus, 

les dépôts anthropiques d'azote peuvent avoir un impact néfaste sur les écosystèmes terrestres 

en raison de l'acidification des sols et d'une réduction conséquente de la biodiversité végétale 

(Galloway et al. 2003). Il y a donc un besoin critique d'augmenter l'efficacité de l'acquisition 

d'azote par les plantes et de réduire la dépendance aux engrais azotés dans les systèmes agricoles 

durables (Jones et al. 2013; Philippot et Hallin, 2011; Sutton et al. 2011).  

I.3. Rhizobia 

 L'azote (N) est un minéral important nécessaire à la vie et à la croissance des plantes. 

Bien que 80% de l'air atmosphérique soit constitué d'azote, les plantes ne peuvent pas assimiler 

directement cette forme gazeuse. Les plantes assimilent l'azote disponible dans le sol par leurs 

racines sous forme d'ammonium (NH4
+) et de nitrates (NO3

-). En effet, dès 1838, il a été 

documenté que les légumineuses pouvaient restaurer l'azote dans le sol et être capables de le 

créer directement (Geddes & Oresnik 2016). Plus de 50 ans plus tard, il a été démontré que la 

participation active des microorganismes vivants était nécessaire à la création d'azote par les 

légumineuses (Smil, 2001). Ce n’est qu’en 1888 que la première bactérie nodulant une 

légumineuse a été isolée en par Beijerinck, initialement nommée Bacillus radicicola puis 

renommée Rhizobium leguminosarum où le genre Rhizobium a été décrit pour la première fois 

par Frank en 1889.  

 Ces bactéries Gram-négatives sont membres du sous-groupe alpha du phylum 

protéobactéries, et ces espèces appartiennent à un groupe de bactéries de la famille des 
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Rhizobiaceae, de nature symbiotique, fixant l'azote 50-100 kg/ha avec les légumineuses 

uniquement (Mazid et Khan 2014). Ces rhizobiums sont capables d'établir des associations 

symbiotiques avec des plantes de la famille des légumineuses (Fabaceae ou Leguminosae) 

constituée de plus de 700 genres. De plus, chaque légumineuse nécessite une espèce spécifique 

de Rhizobium pour former des nodosités efficaces (Doyle et Luckow 2003; Ramesh 2008). 

 En effet, les rhizobiums sont capables de provoquer la formation de nouveaux organes 

appelés nodosités racinaires sur les racines des plantes hôtes (Geddes & Oresnik 2016). Dans 

un environnement microoxique fourni par les nodosités racinaires, les rhizobiums entrainent la 

fixation intracellulaire de 40 à 50% de l'azote atmosphérique en ammoniac assimilé par la plante 

(Terpolilli et al. 2012; Udvardi et Poole, 2013). Deux ensembles de gènes largement distribués 

codent ces fonctions dans la plupart des rhizobiums: les gènes nod (nodulation) et les gènes nif 

(fixation d'azote) (Masson-Boivin et al. 2009).  

I.3.1. La symbiose rhizobienne fixatrice d’azote 

La nodulation par les rhizobiums est un processus en plusieurs étapes qui est initié par 

des événements de pré-infection dans la rhizosphère avant l'entrée des rhizobiums dans les poils 

absorbants. Les légumes libèrent plusieurs flavonoïdes, dont certains peuvent être spécifiques 

à un Rhizobium particulier. Bradyrhizobium et Rhizobium spp. sont attirés par les flavonoïdes 

(Denarie et al. 1992). Les gènes nod rhizobiens sont importants dans la détermination de la 

spécificité de l'hôte, de l'infection et de la nodulation et sont impliqués dans l'échange de 

signaux entre la plante et les bactéries (Denarie et al. 1992). Les rhizobiums réagissent par 

chimiotaxie positive aux exsudats des racines des plantes contenant des acides aminés, des 

acides dicarboxyliques, des rhizopines, des flavonoïdes, etc., et se dirigent vers les racines des 

légumineuses. Par la suite, les rhizobiums se fixent à la surface des racines de la plante, de 

préférence les jeunes poils absorbants en croissance par un processus de fixation en deux étapes. 

Par la suite, la perception de ces signaux conduit à des modifications dans l’expression 

de certains gènes aboutissant à des changements spécifiques et adaptatifs au niveau de la 

physiologie bactérienne qui sont nécessaires pour la mise en place de cette association. A partir 

de là, la reconnaissance spécifique entre les protéines NodD (facteurs de transcription présents 

de manière constitutive chez les rhizobia) et les flavonoïdes activateurs constitue le premier 

niveau de spécificité dans la symbiose rhizobienne. Il faut souligner que les protéines NodD 

entrainent alors une induction de l’expression des gènes bactériens Nod codant pour les 

enzymes nécessaires à la production des lipochitooligosacharides (LCOs), appelés facteurs Nod 

ou NFs (Oldroyd and Downie, 2004). La transcription de ces gènes de nodulation conduit à la 
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synthèse de facteurs Nod spécifiques à l'hôte provoquant la ramification, la déformation et le 

bouclage des poils absorbants (Long, 1996). 

 Par la suite, les rhizobiums présents dans la rhizosphère pénètrent dans les poils 

absorbants de la plante via les fissures racinaires puis migrent et colonisent la structure 

nodulaire via les fils d'infection (Gage, 2004). Lorsqu'ils sont présents à l'intérieur du nodule, 

les rhizobiums se différencient en un état bactéroïde, une forme spécialisée de type organite 

symbiotique qui potentialise le processus de fixation de l'azote (Haag et al. 2013). En tant que 

bactéroïdes, les rhizobiums fixent le N2 atmosphérique par l'action de l'enzyme nitrogénase, 

fournissant du NH4 à la plante hôte en échange de carbone fixé par photosynthèse (Liu et al. 

2018) (Figure.I.2). On estime que la fixation biologique de l'azote (BNF) légumineuses-

rhizobia représente globalement environ 200 millions de tonnes d'azote fixe par an (Ferguson 

et al. 2010), jouant un rôle vital dans les cycles de l'azote du sol et la productivité agricole 

globale. 

 

Figure.I. 2. Les différentes étapes de la symbiose rhizobienne. (A) Reconnaissance entre les deux partenaires. Des 

flavonoïdes sont libérés en réponse de la racine à la présence des rhizobia dans la rhizosphère, qui à leur tour 

produisent des facteurs de nodulation (facteurs Nod) reconnus par la plante. La perception des facteurs Nod active 

la voie de signalisation de la symbiose, conduisant à des oscillations de calcium, initialement dans les cellules 

épidermiques, mais plus tard aussi dans les cellules corticales précédant leur colonisation. (B) Les bactéries 

s’attachant à la surface racinaire réussissent à pénétrer dans la racine via les poils absorbants qui croissent en les 

entourant, les piégeant dans des structures appelées pré-cordons d’infection. (C) Les cordons d'infection sont des 

invaginations de la cellule végétale qui permettent l’infection des cellules végétales par les rhizobia. (D) 

Ramification du cordon d’infection et développement du méristème nodositaire. Dans certains cas, les rhizobia 

restent à l'intérieur des cordons d'infection, mais plus souvent, les bactéries sont libérées dans les cellules du 

primoridium nodositaire. Les rhizobia se différentient en bactéroides, devenant capables de réduire l’azote 

atmosphérique. D’après (Oldroyd, 2013). 

I.3.2. Rhizobium et non-légumineuses 

 En général, dans la plupart des systèmes agricoles et en particulier chez les céréales, 

l'azote est le nutriment mobile limitant commun qui affecte la croissance et le rendement des 

cultures (Mia et Shamsuddin 2010). De ce fait, il devient important de trouver des alternatives 

pour réduire et optimiser l'utilisation des engrais chimiques N appliqués aux cultures 

céréalières. En effet, de nombreux rapports décrivent l'utilisation d'espèces bactériennes 
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appartenant au genre Rhizobium en association avec les céréales en raison de leur capacité à 

fixer l'azote atmosphérique et à améliorer la croissance des non-légumineuses (Ullah et al. 

2017, voir dans l’article).  

 Lorsque les rhizobiums colonisent les racines d'une plante non légumineuse dans une 

relation non spécifique, les souches de ce genre peuvent se comporter comme des PGPR 

(Saharan et Nehra 2011). Les Rhizobiums agissent également comme PGPR sous forme 

d'endophytes ou de rhizobactéries dans les plantes céréalières et non légumineuses. Cette 

interaction produit des phytohormones, des sidérophores et de l’acide cyanhydrique. Pour une 

meilleure association symbiotique, les non-légumineuses exsudent des acides aminés, des 

vitamines, des acides organiques, des enzymes, des nucléotides, des sucres et des métabolites 

végétaux (Rovira 1956), tandis que les rhizobiums exsudent des sources de nutriments et 

exercent une activité PGPR.  

 Les études in vitro sur les racines de céréales infectées par les rhizobiums ont révélé que 

les rhizobiums sont mis en contact plus étroit avec les racines des céréales pendant les rotations 

légumineuses-céréales et/ou les cultures intercalaires mixtes et peuvent entraîner une infection 

des racines non légumineuses par les populations rhizobiennes indigènes dans le sol (Singh et 

al. 2017). Divers chercheurs ont isolé l'endophyte naturel Rhizobium des racines d'espèces non 

légumineuses, notamment le riz (Yanni et al. 1997), le coton, le maïs doux (Mclnroy et 

Kloepper 1995) et le blé (Biederbeck et al. 2000) cultivés soit en rotation avec des 

légumineuses, soit dans un système de culture mixte impliquant des légumineuses 

symbiotiques.  

I.4. Les Rotations de cultures  

  De nombreuses études ont démontré que les cultures produisent généralement de 

meilleurs rendements lorsqu'elles sont cultivées après des espèces non apparentées (Angus et 

al. 2015). Cet avantage en termes de rendement est maintenant connu sous le nom « d’effet de 

rotation » ou de «culture de rupture».  

 Par définition, les rotations des cultures sont des systèmes dans lesquels différentes 

cultures sont cultivées séquentiellement sur le même champ en alternant les saisons ou les 

années (Blanco-Canqui et Lal, 2010). Plus précisément, la rotation fait référence à une séquence 

culturale qui contient des jachères, ou des cultures de fourrages en plus de l’espèce localement 

dominante (Angus et al. 2015). Selon Altieri (1995), la rotation organique est divisée en deux 

phases, celle qui augmentent le niveau d'azote du sol et celle qui l'épuisent.  D’après Karlen et 
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al. (1994), en fonction de la culture et des espèces végétales utilisées, les rotations culturales 

sont classées comme suit : 

1. Annuel. Se réfère principalement à la monoculture (par exemple, le maïs). 

2. Annuel-pérenne. Comprend des rotations avec des cultures en rangs et des plantes 

vivaces (par exemple, maïs-luzerne) 

3. Divers. Comprend plus de trois cultures (par exemple, maïs- avoine- blé- foin). 

 Tout compte fait, la rotation de différentes cultures est une alternative écologiquement 

viable à la monoculture et est pertinente pour répondre aux préoccupations agricoles et 

environnementales. Elle représente aussi l'une des stratégies les plus simples et les plus 

souhaitables de conservation des sols et de l'eau (Blanco-Canqui et Lal, 2010).  

I.4.1. Les légumineuses dans les Rotations de cultures 

 La quantification de l'effet de rotation des légumineuses à grains sur les cultures 

suivantes est importante pour comprendre le potentiel d'adoption des technologies des 

légumineuses ainsi que leur impact sur la durabilité de la production (Franke et al. 2018). L'effet 

de la culture de céréales après les légumineuses à grains a probablement été plus étudié que les 

avantages de rotation d'autres cultures, et il existe 300 comparaisons des séquences 

légumineuses-blé et blé-blé dans l'ensemble de données (Angus et al. 2015). Par rapport aux 

céréales, les légumineuses à grains sont considérées comme un substitut des engrais azotés et 

des augmentateurs de la teneur en matière organique du sol en raison du processus de fixation 

du N2. En raison de cette caractéristique unique des légumineuses à grains, la rotation des 

cultures avec des légumineuses à grains améliore la santé du sol, diversifie les systèmes de 

culture et maintient la fertilité du sol, ce qui se traduit par de nombreux avantages économiques, 

agronomiques et environnementaux (Preissel et al. 2015). 

 Selon Baloyi et al. (2009), un système de rotation bien planifié comprenant une culture 

de légumineuses contribuera non seulement à reconstituer les éléments nutritifs du sol, mais 

réduira également la demande en engrais chimiques. Cela aidera également à briser le cycle de 

la maladie et de l'accumulation de parasites dans le sol, une condition qui caractérise la 

monoculture. Cependant, l'impact des légumineuses sur les céréales suivantes est très variable, 

en fonction de l'état de fertilité du sol, des conditions agro-écologiques, du type de culture et de 

la gestion, qui à leur tour sont affectés par les diverses conditions socio-économiques des 

agriculteurs (Ojiem et al. 2006).  
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 Les divers effets de rotation des légumineuses à grains sur les cultures ultérieures 

peuvent être divisés en «effets azote» et «effets sans azote» ou «effet de culture de rupture», 

également appelés «autres effets de rotation» (People et al. 2009 ; Franke et al. 2018). L’«effet 

azote» est le résultat de l'apport en azote de la fixation symbiotique. Les « effets sans azote » 

des légumineuses font référence aux impacts induits par des facteurs biotiques tels que 

l'apparition de ravageurs, de mauvaises herbes et de maladies, et des facteurs abiotiques tels 

que des changements dans la disponibilité de l'eau ou des nutriments autres que N, des 

changements du pH du sol, ou les changements dans la matière organique et la structure du sol 

(People et al. 2009 ; Franke et al. 2018). En revanche, l'importance relative des avantages N et 

non-N des légumineuses variera clairement dans des expériences spécifiques en fonction de 

nombreux facteurs pédologiques et climatiques (Kirkegaard et al. 2008). 

 I.4.1.1. Effet des rotations des cultures sur l’azote du sol 

 Les effets de l'azote se réfèrent à l'amélioration de la nutrition azotée d'une culture non 

légumineuse ultérieure et à la réduction associée de la demande d'engrais azotés en raison des 

capacités de fixation de N2 des légumineuses (Franke et al. 2018). La quantité de N2 fixée 

dépend du potentiel génétique de la légumineuse, du rhizobium et de la symbiose, et de la 

capacité des légumineuses à établir leur symbiose qui dépend de l'environnement et de la 

gestion (Giller, 2001). Concernant la quantité de N2 apportée au sol par une légumineuse au 

profit d'autres cultures, cultivées en association ou en rotation, elle dépend de la quantité totale 

fixée et de la proportion d'azote fixé qui est extraite du champ lors de la récolte (graine et 

chaume) (Ennin et al. 2004). En effet, dans le cas où la majeure partie du N2 fixé est éliminée 

lors de la récolte, le bilan de N au champ d'une légumineuse est proche de zéro, voire négatif. 

Néanmoins, dans une telle situation, plus de N peut être disponible pour la récolte suivante 

qu'après une céréale (Chen et al. 2014). Cela peut être dû à une utilisation réduite de l'azote 

minéral par la légumineuse (N épargné), de la décomposition ultérieure des résidus de 

légumineuses, ou d'une immobilisation réduite de l'azote minéral existant dans le sol en raison 

d'un rapport C:N plus faible des légumineuses (Kirkegaard et al. 2008). 

 Les espèces et variétés de légumineuses à grains poussant au même endroit diffèrent de 

manière significative en termes de production de matière sèche, d'accumulation d'azote, de 

fixation de l'azote, d'équilibre d'azote et de qualité des résidus (Beck et al. 1991; Haynes et al. 

1993; Evans et al. 2001). Ces différences peuvent être les principaux facteurs déterminant la 

contribution résiduelle de N aux cultures suivantes (Hood et al. 1999). Par ailleurs, les 

conditions environnementales, en particulier l'eau du sol et une gamme de constituants dans les 
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tissus des légumineuses (par exemple la lignine, les polyphénols, le carbone soluble et les 

composés azotés) peuvent modifier l'activité microbienne et affecter la vitesse de libération de 

l'azote organique des légumineuses (Kumar et Goh 2000; Bolger et al. 2003). 

  Plusieurs études ont soutenu le fait que les engrais azoté peuvent compenser une grande 

partie, mais pas la totalité, des avantages de la rotation avec des légumineuses. La partie du 

rendement qui ne peut pas être compensée par des produits chimiques synthétiques est l'effet 

de rotation (Bullock, 1992), et l'avantage de rendement est dû plus communément à une 

combinaison des deux (Chalk, 1998 ; Gan et al. 2003 ; Kirkegaard et al. 2008). 

 I.4.1.2. Effet des rotations des cultures sur la fertilité et le carbone organique des sols 

 La rotation peut également apporter des avantages en termes d'amélioration de la qualité 

du sol, d'une meilleure répartition des éléments nutritifs dans le profil de sol et d'une activité 

biologique accrue (Ogungbile et al. 1998).  Au cours des dernières années, les légumineuses à 

grains ont suscité un nouvel intérêt en tant que cultures à faibles intrants à introduire en rotation 

avec des céréales, car elles sont capables d'améliorer la fertilité et les propriétés des sols 

(Garofalo et al. 2009). Carsky et al. (2002) ont signalé que la rotation des légumineuses et les 

jachères sont la clé d'une gestion des sols durable et productive.   

 Les impacts de la rotation des cultures sur les paramètres de fertilité du sol tels que la 

teneur en matière organique du sol, la structure du sol et la capacité de rétention d'eau ne sont 

généralement visibles que dans des expériences à plus long terme comprenant plusieurs cycles 

de culture (Franke et al. 2018).  

 Le carbone organique du sol est un indicateur important de la qualité du sol car il 

influence sa structure. Cette dernière affecte la stabilité du sol ainsi que sa capacité à retenir 

l'eau (Perucci et al. 1997). Sundermeier et al. (2004) ont signalé que le carbone est un ingrédient 

clé de la matière organique du sol. Il a également été souligné que la séquestration du carbone 

dans les sols est un processus naturel, rentable et écologique. L’avantage de l’agriculture 

biologique sur le carbone du sol découle du fait que le système repose sur l’apport de matière 

organique dans le sol et sur sa décomposition par l’activité microbienne du sol. Cela libère des 

nutriments pour la production agricole et ce processus produit également de l'humus qui élève 

le niveau de carbone du sol. Il a été conclu qu'il existait une association positive entre les 

niveaux de carbone et les niveaux microbiens dans le sol, car ce sont les microorganismes du 

sol qui produisent l'humus (Sundermeier et al. 2004).  
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 D’autres parts, la rotation des cultures augmente le C du sol suite à la diversité des 

résidus végétaux remis dans le sol (Varvel, 2000 ; Friedel et al. 1996). L'étude de Moore et al. 

(2000) a montré que la rotation des cultures affectait de manière significative le C de la 

biomasse du sol. En effet, des études à long terme ont démontré de façon constante l’avantage 

de la rotation des cultures sur le maintien de la productivité agronomique en augmentant les 

apports de C dans le sol (Reeves, 1997).  

 Cependant, le principal agent de destruction de la matière organique par la production 

agricole est le travail du sol. Un travail intensif du sol, qui inverse ou mélange le sol, introduit 

de grandes quantités d'oxygène dans le sol et incite les microorganismes aérobies à consommer 

la matière organique comme source de nourriture (Bullock, 1992) et la décomposition des 

agrégats du sol accélèrent l'érosion (Sundermeier et al. 2004). Des améliorations de la stabilité 

structurelle du sol se produisent lorsque les rotations sont utilisées en combinaison avec 

l'agriculture sans labour en raison d'interactions positives entre la diversité des cultures et 

l'absence de perturbation du sol (Blanco-Canqui et Lal, 2010). Nelson et Spaner (2010) ont 

signalé que les systèmes qui pratiquent un travail du sol réduit, des cultures variées ou des 

cultures associées et une faible application d'engrais inorganique ont tendance à encourager une 

communauté microbienne large et diversifiée. 

I.4.1.3. Effet des rotations des cultures sur les microorganismes du sol 

 Les légumineuses peuvent influencer les activités d'autres organismes de la rhizosphère 

qui stimulent ou suppriment la croissance des plantes ou la disponibilité des éléments nutritifs 

du sol (Franke et al. 2018). Les activités enzymatiques du sol sont souvent utilisées comme 

indices de l'activité microbienne. L'effet de la rotation sur l'activité enzymatique du sol est 

fortement corrélé aux changements de la teneur en matière organique, et l'effet est plus 

prononcé dans l'horizon supérieur du sol (Dick, 1989).  En effet, Gantzer et al.1987 ont conclu 

dans leur étude que les changements dans la stabilité du sol étaient probablement liés à des 

processus biologiques. Ainsi, les rotations qui augmentent la matière organique ou au moins 

fournissent de grandes quantités de résidus conduisent généralement à une activité microbienne 

accrue. Les rotations qui conduisent à moins de matière organique et/ou de résidus n'entraînent 

pas d’activité microbienne. D’autres parts, l’étude de Gupta et al. (2004) a démontré que les 

populations bactériennes peuvent être influencées par les cultures précédentes, ou même par les 

variétés de cultures, d'une manière qui influence considérablement la croissance des cultures 

suivantes, ce qui peut expliquer certains des avantages apparents des cultures de rupture en 

l'absence d'organismes pathogènes majeurs connus. 
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 Lupwayi et Kennedy (2007) ont passé en revue les effets des légumineuses à grains sur 

certains processus biologiques du sol et ont signalé la présence d’un plus grand nombre des 

rhizobia endophytes et d'autres bactéries dans les racines d'orge, de blé et de canola après les 

cultures de pois par rapport à celles qui suivent le blé. Ils ont aussi rapporté des preuves de 

divers avantages, notamment la stimulation de la croissance, la protection contre les maladies, 

des changements dans l'architecture des racines et l'acquisition de nutriments. 

 Parmi les autres effets bénéfiques induits par les légumineuses, la production 

d'hydrogène gazeux (H2) en tant que sous-produit obligatoire de l'enzyme nitrogénase fixatrice 

de N2 dans les nodosités de légumineuses (Dong et al. 2003). La production de H2 induit une 

multiplication rapide de micro-organismes du sol, encore non identifiés, capables d'utiliser le 

H2 comme source d'énergie (Kirkegaard et al. 2008 ; Angus et al. 2015). L'exposition à H2 à 

des niveaux similaires à ceux qui se produisent à côté des nodositées a considérablement 

augmenté la croissance des légumineuses (14%) et des non-légumineuses (18–32%) (Dong et 

al. 2003). 

 D'autres exemples d'impacts significatifs des cultures de rupture sur le rendement 

ultérieur du blé via des changements spécifiques des populations microbiennes du sol sont rares 

(Kirkegaard et al. 2008). En effet l'impact biotique des ravageurs et des maladies se produisant 

sous terre est difficile à quantifier, ce qui explique pourquoi ils reçoivent peu d'attention dans 

les études de terrain (Franke et al. 2018). 

I.4.1.4. Effets des rotations de cultures sur l’érosion du sol 

 L'érosion du sol comporte deux étapes : (1) le détachement des particules du sol et (2) 

le transport du matériau du sol par des agents érosifs tels que l'eau ou le vent. Les pratiques de 

gestion des sols telles que le placement des résidus, le fumage et la rotation des cultures peuvent 

avoir des effets directs et indirects sur les propriétés physiques du sol (Bullock, 1992). En effet, 

les rotations qui incluent une biomasse aérienne et souterraine élevée, produisant des fourrages 

et des cultures, réduisent les risques d'érosion du sol (Blanco-Canqui et Lal, 2010).  

 Des rotations avec diverses cultures fourragères et céréalières en association avec 

d'autres pratiques de conservation des sols doivent être établies dans les sols où les risques 

d'érosion sont graves (Blanco-Canqui et Lal, 2010). Les expériences de rotation des cultures à 

long terme (> 100 ans) au champs Sanborn, l'un des plus anciens champs de recherche agricole 

au monde établi en 1888 à l'Université du Missouri, a Colombia, illustrent les avantages 
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distincts de la gestion de la rotation des cultures pour réduire les risques d'érosion des sols 

(Gantzer et al. 1991).  

 I.4.1.5. Effet des rotations des cultures sur la rétention d’eau du sol 

 Différentes espèces de cultures nécessitent différentes quantités d’eau ; par conséquent, 

la quantité d'eau résiduelle du sol à maturité est susceptible de varier, avec des conséquences 

pour l'approvisionnement en eau pour la culture suivante et son rendement lorsque l'eau est 

limitée (Angus et al. 2015). L'eau résiduelle du sol à la maturité d'une culture de rupture peut 

être utilisée par la culture suivante à condition qu'elle ne soit pas d'abord perdue par évaporation 

ou utilisée par les mauvaises herbes pendant la période de jachère entre les cultures (Miller et 

al. 2002 ; Hunt et Kirkegaard 2011; Hunt et al. 2013). Le chaume de la culture de rotation peut 

affecter la rétention de l'eau du sol et peut affecter l'infiltration et la rétention des précipitations 

entre le moment de la récolte d'une culture de rupture et le semis de la culture de blé suivante 

(Kirkegaard et al. 2001 ; Hunt et al. 2013 ; Kirkegaard et Ryan 2014).   

 Selon Kirkegaard et al. (2008), dans des conditions de faible disponibilité en eau, de 

faible pression de maladie et de faible potentiel de rendement, la quantité d'eau du sol avant le 

semis, qui est généralement plus élevée après les légumineuses que les oléagineux, dicte le 

rendement du blé suivant qui peut être relativement insensible aux autres intrants. Cependant, 

d'autres réponses ont été signalées dans ces environnements plus secs. Miller et al. (2002) ont 

constaté que les rendements du blé étaient 21% plus élevés après une gamme de cultures de 

rupture de légumineuses par rapport au blé, mais aucune différence n’a été enregistré après les 

cultures d'oléagineux. Les effets étaient liés à la fois à l'augmentation de l'eau du sol et de l'azote 

après les légumineuses. 

 Ces impacts des cultures précédentes sur l'utilisation de l'eau par le blé peuvent 

également résulter d'une utilisation plus efficace de l'eau par des racines saines, même dans des 

environnements à fortes précipitations comme le nord de l'Allemagne (Sieling et al. 2005), et 

peuvent y contribuer en partie à une fraction des effets de rotation inexplicables car ils sont 

transitoires et difficiles à mesurer (Kirkegaard et al. 2008). Néanmoins, les réponses de 

rendement positives sont nettement moins fiables et généralement plus faibles dans les zones 

semi-arides (Gan et al. 2003). 

 Un sol plus sec peut également offrir des avantages environnementaux avec moins de 

ruissellement et un drainage moins profond. Une plus grande prise de conscience de l'état du 

sol et de l'eau sera nécessaire pour gérer les systèmes de culture des terres arides qui n'ont pas 
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le tampon de sol humide fourni par les céréales continues (Angus et al. 2015). Par conséquent, 

la culture de légumineuses à grains est un domaine de recherche prioritaire dans les zones non 

irriguées. Les légumineuses à grains entraînent des effets positifs significatifs sur le rendement 

des non-légumineuses subséquentes par rapport aux rotations avec des non-légumineuses 

(Chalk, 1998; Sanginga, 2003).  

 I.4.1.6. Effets des rotations de cultures sur l’élimination des ravageurs  

 Les rotations de cultures avec des légumineuses pourraient fournir des stratégies 

efficaces pour la suppression des adventices (mauvaises herbes), des insectes et des maladies 

en raison de la perturbation des conditions propices à leur développement et peuvent conduire 

à réduire les applications de pesticides et de fongicides par rapport aux rotations céréalières 

continues (Liebman et Dyck 1993 ; Blanco-Canqui et Lal, 2010) 

 L'efficacité des rotations culturales pour lutter contre les ravageurs dépend de la nature 

et de la spécificité des ravageurs. Les rotations sont des mesures efficaces lorsque les ravageurs 

sont : (1) spécifiques à une culture et à un champ, (2) peu répandus entre les cultures, et (3) 

n'augmentent pas en l'absence de cultures hôtes (Blanco-Canqui et Lal, 2010). 

I.4.1.7. Effets des rotations des cultures sur l’environnement 

 Il existe plusieurs avantages environnementaux potentiels découlant de l'intégration de 

cultures de rupture appropriées dans le système agricole, et dans de nombreux cas, ceux-ci se 

produisent en même temps que les avantages en termes de rendement et de qualité des céréales 

déjà discutés (Kirkegaard et al. 2008).  

 Les légumineuses peuvent jouer un rôle critique dans les écosystèmes naturels, 

l'agriculture et l'agroforesterie en raison de leur capacité à fixer le N2 atmosphérique, ce qui en 

fait des cultures économiques et respectueuses de l'environnement (Graham et Vance 2003). La 

capacité des légumineuses à grains à fixer l'azote atmosphérique économise les ressources 

énergétiques non renouvelables utilisées pour la synthèse des engrais azotés, car la fabrication 

d'engrais azotés est un processus très consommateur d'énergie (Evans et al. 2001 ; Nemecek et 

Erzinger 2005).  Wery et Ahlawat (2007) ont déclaré que les légumineuses à grains peuvent 

économiser de 20 à 60 kg/ha d'azote pour la céréale suivante avec un rendement supplémentaire 

de 1 t. ha-1. Nemecek et al. (2008) ont également noté que pour le même rendement, la quantité 

d'azote appliquée à la récolte de blé après le pois était de 14% inférieure à la rotation de blé 

unique. Une étude menée en Allemagne, en France, en Suisse et en Espagne a conclu que 

l'introduction de légumineuses à grains dans les rotations céréalières intensives est susceptible 

de réduire la consommation d'énergie, le potentiel de réchauffement planétaire, la formation 
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d'ozone et l'acidification ainsi que la toxicité écologique et humaine par unité de surface cultivée 

(Nemecek et al.2008).  

 La suppression des mauvaises herbes, des insectes et des maladies dues à la rupture de 

leurs cycles (Stevenson et van Kessel, 1997), la rotation des cultures a pour effet de réduire les 

impacts environnementaux négatifs des applications d'insecticides et de pesticides (Reckling et 

al. 2014). Nemecek et al. (2008) ont montré que l'introduction des pois dans les rotations 

céréalières a réduit l'utilisation de pesticides de 10%. Cette réduction de l'utilisation des 

pesticides a entraîné des avantages environnementaux importants, car elle a réduit l'écotoxicité 

terrestre de 7%.  

 Dans les systèmes semi-arides, dans lesquels la culture de rupture est introduite pour 

remplacer la jachère, les principaux avantages découlent d'une utilisation plus efficace de l'eau, 

d'une réduction du risque de drainage profond, du maintien de la couverture du sol et d'un risque 

d'érosion réduit (Tanaka et al. 1997 ; Johnston et al. 2002). Les avantages les plus importants 

dans les zones plus humides sont l'amélioration des nutriments (existants et appliqués) et 

l'efficacité de l'utilisation de l'eau résultant des niveaux inférieurs du sol (Cook, 1986). 

 Finalement, l'introduction de légumineuses dans les systèmes de culture continue à base 

de céréales peut contribuer à la conservation et l’amélioration de la biodiversité en favorisant 

la diversité des cultures (Nemecek et al. 2008) bien que comme indiqué par Munier-Jolain et 

Collard (2006), cet effet ne soit pas spécifique aux légumineuses à grains. 

I.4.1.8. Effets des rotations des cultures sur les cultures suivantes : cas des céréales 

La culture continue du blé dur est l’un des systèmes de culture les plus répandus dans 

les régions méditerranéennes, en particulier lorsque l’eau d’irrigation est rare ou totalement 

absente (Garofalo et al. 2009). Ce système de culture peut avoir des effets négatifs sur les 

propriétés chimiques du sol, telles qu'une modification de la qualité de la matière organique et 

du contenu en macro-nutriments (Blair et Crocker, 2000). Mazaheri et al. 2006, ont signalé 

qu’en termes d'écologie et d’environnement, les monocultures ont posé une série de problèmes 

sérieux qui ne peuvent être résolu que par une activité agricole basée sur des principes 

écologiques, afin d’aboutir à un écosystème stable. De nombreuses études ont démontré que les 

cultures produisent généralement de meilleurs rendements lorsqu'elles sont cultivées après des 

espèces non apparentées, dont le cas du blé (Angus et al. 2015). Cet avantage en termes de 

rendement est maintenant connu sous le nom « d’effet de rotation » ou de «culture de rupture».  

 L'un des avantages immédiats et directs de la rotation des cultures est l'augmentation 

des rendements des cultures (Bauder, 1999) et des bénéfices nets, tout en réduisant les intrants 
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(par exemple, les engrais, les pesticides) ainsi que les coûts de production (Blanco-Canqui et 

Lal, 2010). Plusieurs scientifiques ont signalé des effets positifs de la rotation des légumineuses 

sur les rendements ultérieurs en céréales (Lopez-Bellido et al. 2000; Rafael et al. 2001 ; Angus 

et al. 2015). En effet, la valeur des légumineuses à grains en tant que culture précédente est 

bien connue, notamment dans les rotations avec les céréales (Pahl, 2001). Néanmoins les 

rotations légumineuses - céréales n'ont pas été largement adoptées (Garofalo et al. 2009). Selon 

Angus et al. (2015), la quantification de l'augmentation du rendement et l'explication des 

facteurs qui affectent l'augmentation aideront les agriculteurs à décider de la séquence des 

cultures. La sélection des cultures pour une séquence de rotation varie selon les caractéristiques 

locales et régionales. Cela dépend du type de sol, de la fertilité du sol, de la pente du sol, des 

objectifs économiques et commerciaux, de la présence de ravageurs et du type de bétail 

(Blanco-Canqui et Lal, 2010).  

 Haque et al. (1995) ont expliqué cette augmentation de rendement par l'effet positif des 

légumineuses sur les propriétés chimiques, physiques et biologiques du sol. Cependant, l'effet 

positif sur le rendement de la culture ultérieure dans les rotations de légumineuses à grains à 

base de céréales dépendra de l'espèce, des quantités d'azote fixées et des conditions 

environnementales (Zander et al. 2016). En effet, l'augmentation du rendement du blé dur après 

la vesce dans un environnement semi-aride méditerranéen n'était que de 14 à 15% (Giambalvo 

et al. 2004). Une situation de faible fertilité est également l'un des facteurs importants des effets 

de rendement liés à l'azote sur la culture suivante (Preissel et al.2015). Des sols fertiles avec un 

apport suffisant en N peuvent conduire à une augmentation du rendement de la culture après 

une légumineuse dans une rotation (Bachinger et Zander 2007; Kirkegaard et al. 2008). Selon 

une enquête auprès des agriculteurs en Allemagne, le rendement a augmenté de 0,5 et 1 t.ha-1 

pour le blé et l'orge cultivés après les légumineuses à grains (Alpmann et al. 2013). Cependant, 

dans les conditions semi-arides du centre de l'Espagne, les augmentations de rendement 

n'étaient que de 0,2 t.ha-1 pour l'orge après la vesce (López-Fando et Almendros 1995). 

 En effet, Stevenson et van Kessel (1996) ont constaté que 91% des bénéfices du 

rendement du blé après une culture de pois précédente provenaient de la réduction des maladies 

foliaires et de l'infestation des mauvaises herbes, tandis que seulement 9% étaient estimés 

provenir directement de N (Kirkegaard et al. 2008). 
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I.5. Cas d’études : Rotation fève – Blé dur 

I.5.1. Fève (Vicia faba L.) 

I.5.1.1. Origine, génétique et taxonomie de Vicia faba L.  

La fève (Vicia faba L.) est considérée comme l'une des premières légumineuses 

alimentaires cultivées dans le monde, à la lumière des nombreuses découvertes archéologiques 

en Eurasie et en Afrique qui remontent au début du Néolithique (Metayer 2004 ; Duc et al. 

2015). En effet, le Proche-Orient est considéré comme un centre d'origine de la fève (Cubero, 

1974), tandis que la Chine semble être un centre secondaire de la diversité génétique de la fève 

(Zong et al. 2009, 2010). 

Vicia faba est une espèce diploïde (2x = 12) possédant l'un des plus grands génomes 

décrits (13 Gb) parmi les légumineuses cultivées, avec au moins 85% d'ADN répétitif (Flavell 

et al. 1974 ; Al-Ghamdi et al. 2014). Elle possède une grande diversité génétique. Selon Duc et 

al. (2010, 2015a),> 38.000 accessions de matériel génétique de V. faba sont conservées dans le 

monde dans de nombreuses banques de gènes, ainsi qu'au Centre international de recherche 

agricole dans les zones arides (ICARDA). 

Sur la base de la taille des graines, deux sous-espèces de V. faba ont été reconnues, 

paucijuga et faba (Muehlbauer et Tullu 1997). La sous-espèce faba, a été divisée sur la base de 

la taille des graines en 3 variétés botaniques principales, bien qu'il n'y ait pas de discontinuité 

dans la taille des graines entre elles (Kolev, 1976 ; Cubero, 1974; Crépon et al. 2010; Pietrzak 

et al. 2016): 

• Vicia faba minor à petites graines appelées couramment fèverole utilisée pour 

l’alimentation du bétail ; 

• Vicia faba equina à graines moyennes appelées couramment févette et ²également 

destinée à l’alimentation du bétail ; 

• Vicia faba major à grosses graines appelées couramment fève destinées à la 

consommation humaine. 
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D’après Cubero (2011) et NFB (2014), la classification scientifique est comme suit :  

  Règne   Plantae 

  Division  Magnoliophyta 

  Classe   Magnoliopsida 

  Ordre   Fabales 

  Famille  Fabaceae 

  Sous-famille Faboideae 

  Tribue   Fabeae 

  Genre   Vicia 

  Espèce  Vicia faba 

I.5.1.2. Physiologie de Vicia faba  

V. faba est une légumineuse annuelle de saison fraîche (Bilalis et al. 2003) présentant 

une tige rugueuse et dressée, creuses et non ramifiée, se dressant entre 0,1 et 2 m de haut (Peron, 

2006 ; Duc et al. 2015 ; Heuzé et al. 2016). La taille de l’espèce varie en fonction de nombreux 

facteur dont la température, la pluviométrie et autre. Les feuilles de V. Faba sont alternes, 

composées et pennées ; Les feuilles des premiers stades de croissance ont deux folioles, tandis 

que les feuilles formées après le début de la floraison sont constituées de 2 à 7 folioles, mesurant 

chacune jusqu’à 8 cm et d'une couleur gris-vert glauque distincte (Bond et al. 1985 ; Matthews 

& Marcellos 2003 ; Heuzè et al. 2016 ; GRDC, 2017). Les folioles se replient et deviennent 

molles dans des conditions sèches et chaudes pour minimiser la transpiration (GRDC, 2017). 

Les tiges de V. Faba n'ont pas de branches mais produisent des talles qui poussent à partir des 

nœuds à la base de la plante, juste au-dessus de la tige principale. Ci-après, les talles seront 

appelées branches (GRDC, 2017). 

  Figure.I.3. Racines de fève bien nodulées (O’Hara et al. 2014). 

 V. faba présente une racine pivotante robuste avec des racines latérales fréquentes à 

partir du sommet de la racine pivotante dans les 30 premiers centimètres du sol (Figure.I.3) et 
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des nodositées symbiotiques avec les bactéries rhizobiennes Rhizobium leguminosarum bv. 

Viciae, une espèce capable de fixer l'azote atmosphérique (N2). La plante fournit des hydrates 

de carbone pour les bactéries en échange de N2 fixé à l'intérieur des nodositées. Ces nodosités 

sont visibles environ un mois après l'émergence de la plante, et forment éventuellement des 

lobes en éventail légèrement aplatis. Presque toutes les nodositées sont confinées aux 30 cm 

supérieurs du sol et 90% à 15 cm de la surface. La fixation de l'azote commence généralement 

à l'émergence des nodositées, jusqu'à ce que la plante repose sur de grandes quantités de N 

minérale. Les grandes variétés de fèves de 40 plantes. m-2 peuvent contenir jusqu'à 10 kg N. ha-

1 (Bond et al. 1985 ; Matthews et Marcellos, 2003 ; Jensen et al. 2010 ; GRDC, 2017). Les 

systèmes racinaires sont forts, mais ne pénètrent pas toujours en profondeur. Les racines des 

fèves peuvent laisser l'humidité en profondeur tard dans la saison, ce qui peut réduire leur 

capacité à résister à des conditions sèches. La croissance des racines est la plus rapide avant la 

floraison mais se poursuivra jusqu'à maturité dans des conditions favorables (GRDC, 2017). 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.4. Fleur de fève pollinisée par une abeille.  
Agriculture et Environnement ADEME Agence de l’environnement et de la maitrise de l’energie. Fiche N° 5. 

Les fleurs ont une structure typiquement papilionacée et sont regroupées en 

inflorescences ; elles sont composées de cinq pétales, le pétale standard (blanc), les pétales de 

l'aile (blanc avec une tache noire) et les pétales de quille (blanc) (Figure.I.4) (Bond et al. 1985; 

Duc et al. 2015; Heuzé et al. 2016 ; GRDC, 2017).  V. faba est en partie fécondée par des 

abeilles mellifères et des bourdons. Environ 40% à 50% de l'allo-fécondation dépendent 

fortement du génotype, de la consanguinité et de l'environnement (Palmer et al. 2009).  
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Les graines de fèves sont oblongues à largement ovales et plates, parfois avec un 

tégument strié, alvéolé ou lisse. Les couleurs de la robe des graines varient également 

considérablement (Duc et al. 2015 ; GRDC, 2017) (Figure.I.5). Les gousses de fèves sont vertes 

et coriaces, devenant brun noirâtre avec une surface interne duveteuse et dense. La gousse peut 

contenir 3 à 8 ovules, dont la plupart se développent habituellement en graines (GRDC, 2017).  

 

 

 

 

 

Figure.I. 5. Les graines de V. Faba (Pulse Australia) 

 I.5.1.3. Environnements appropriés 

V. faba est une plante de journée longue et nécessite une saison fraîche pour un meilleur 

développement et peut être semé tôt (Jensen et al. 2010), plantée en automne et récoltée à la fin 

du printemps et au début de l'été. La performance des fèves est augmentée lorsqu'elles sont 

établies dans des sols à pH plus élevé. De faibles niveaux de pH entraîneront un retard de 

croissance de la culture et un jaunissement des feuilles dans toute la canopée (FAR, 2012). Les 

meilleurs sols pour la fève sont donc des sols profonds, neutres à alcalins (pH dans H2O 6,5-

9,0, ou pH dans CaCl2 5,2-8,0), bien structurés et riches en argile (Matthews et Marcellos, 

2003 ; Jensen et al. 2010). 

La température optimale pour la croissance des plantes est de 18°C - 27°C, en particulier 

pendant les phases de reproduction du développement des fleurs et des gousses. La fève tolère 

mieux le gel que les autres légumineuses (Link et al. 2010 ; GRDC 2017). Cependant, elles ne 

tolèrent pas les conditions chaudes et sèches pendant la floraison, car ceci entraine 

habituellement une réduction importante du rendement.  

I.5.1.4. Importances de Vicia faba 

Intérêts Alimentaire 

Dans la nutrition humaine, seules les graines de V. faba sont utilisées, tandis que la 

plante entière est utilisée comme nourriture pour les animaux (Allam et al. 2018). La fève joue 

un rôle important dans les régimes alimentaires traditionnels, en particulier au Moyen-Orient, 

au Maghreb, en Amérique du Sud et en Asie (Lacampagne, 2007). En effet, l'inclusion de 
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protéines végétales dans l'alimentation humaine a un effet bénéfique sur la santé humaine 

(Moorthi et al. 2015). 

V. faba est l'une des légumineuses à grains les plus importantes, principalement parce 

qu'elle représente une source importante de protéines (27-34%) pour la nutrition humaine et 

l'alimentation animale (Inci et Toker, 2011 ; López-Bellido, 2005). Les bienfaits pour la santé 

de la fève résident dans le fait qu’elle soit une bonne source de fibres, de glucides, de minéraux 

(fer, calcium, magnésium et potassium), d’oligo-éléments essentiels (cuivre, manganèse, 

molybdène, sélénium et zinc) ainsi que des vitamines essentielles (vitamines B, thiamine, 

niacine et l'acide folique) (Ofuya et Akhidue, 2006 ; Multari et al. 2015 ; GRDC 2017). De 

plus, elle a un potentiel thérapeutique qui rentre dans le traitement des diabétiques, dans 

l'hypertension, dans la maladie de Parkinson et pourraient aider à prévenir les maladies 

cardiovasculaires (Madar et Starck 2002 ; Ramya et Thaakur 2007 ; Mohseni Mehran et 

Golshani 2013). Elle est également utilisée dans la médecine populaire comme 

antihyperlipidimique pour contrôler le cholestérol (Bouchenak et Lamri-Senhadji, 2013; Du et 

al. 2016).  

Néanmoins, V. Faba (grains, pellicules et farines) contient des composés 

antinutritionnels tels que des saponines, des lectines, des tanins, les inhibiteurs de la protéase, 

les α-galactosides, de la vicine, de la convicine et de l'acide phytique (Vidal-Valverde et al. 

1998 ; Hendawey et Younes, 2013; Multari et al. 2015). Cependant, les procédés domestiques 

simples tels que le trempage et la cuisson sont capables de réduire leur quantité jusqu'à 100%, 

limitant ainsi toute conséquence préjudiciable potentielle (Luo et al. 2009). La consommation 

de produits à base de fève contenant des niveaux élevés de vicine et de convicine provoque un 

favisme chez l'homme, qui est associé à un déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase 

(Khamassi et al. 2013). 

Intérêts Agronomique 

La fève réagit et modifie son environnement en améliorant la fertilité du sol, le 

microclimat et les co-habitats de la flore et de la faune sauvages (Köpke et Nemeck, 2010). 

Outre son utilisation mondiale pour l'alimentation humaine et animale, la fève délivre de 

nombreux services éco-systémiques. En effet, il existe de vastes connaissances sur sa capacité 

à fixer et à ajouter de l'azote au sol de manière symbiotique, ce qui rend l'azote du sol disponible 

et améliore ainsi la productivité du sol (Köpke et Nemeck 2010 ; Briat et job 2017). Ainsi, en 

permettant de réduire les apports en introns, la fève est souvent considérée comme une culture 
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de rupture précieuse dans une rotation dominée par les céréales (GRDC 2017). D’autre part, la 

fève permet de mobiliser des nutriments du sol autres que l'azote (Köpke et Nemeck 2010). 

Autres avantages environnementaux de la fève se résument en (1) la diversification des 

agroécosystèmes, soit dans le temps (rotation des cultures) ou dans l'espace (culture 

intercalaire), augmentant ainsi la biodiversité associée et conduisant à une diminution des 

maladies, des ravageurs et des mauvaises herbes, (2)  grâce à la pollinisation, elle fournit de la 

nourriture aux pollinisateurs et aux insectes bénéfiques et (3) permet de réduire l'intensité du 

travail du sol (Köpke et Nemeck 2010 ; Jensen et al. 2010). 

I.5.1.5. Fève en Algérie 

C’est la légumineuse alimentaire la plus cultivée en Algérie avec près de 60.000 hectares 

(https://agrichem.dz/). Elle présente des intérêts agronomiques, économiques et nutritionnels. 

Sa culture est pratiquée essentiellement au niveau des plaines côtières mais aussi dans les 

plaines d’interieur (Tlemcen, Guelma, Mascara, Boumerdès et Constantine), les hauts plateaux 

(Médéa, Relizane, Ain Defla, M’sila et Bouira) et les zones du sud du pays (Biskra, Adrar et 

Ghardaïa). En Algérie, la fève est retenue surtout pour la consommation humaine sous forme 

de gousses fraîches, ou en grains secs. En cas de fortes productions, l'excédent en grains secs 

peut être incorporé dans l'alimentation du bétail (Lebbal, 2010). 

I.5.1.6. Symbiose rhizobienne fixatrice d’azote et V. faba 

 Il est communément admis que les plantes cultivées appartenant aux genres Vicia, 

Lathyrus, Pisum et Lens sont nodulées par des souches de Rhizobium leguminosarum biovar 

viciae (Vincent, 1982). Cependant, au départ, la fève a besoin d’une certaine quantité d’azote 

pour démarrer sa croissance. En effet, les grands cultivars de fève peuvent contenir jusqu'à 10 

kg de N. ha-1 dans leurs réserves de graines, lorsqu'elles sont semées à une population de 40 

graines. m-2 et ce N est important pour soutenir la croissance précoce jusqu'à ce que des 

nodositées se forment et fonctionnent 10 à 12 jours après la levée des plantules (Jensen et al. 

2010). Ceci est possible à condition que le sol contienne des populations suffisantes et efficaces 

de Rhizobium de V. faba (Jensen et al. 2010). La plupart des sols cultivés contiennent 

d'importantes populations de rhizobia indigènes et pour la fève, l'inoculation n'est généralement 

pas nécessaire, en particulier si une culture de la même espèce avait précédée (Jensen, 1987). 

De plus, il a été démontré qu'il peut exister une interaction spécifique entre les souches de 

rhizobium et les génotypes de fève, une souche pouvant être très efficace avec un génotype 

donné, mais peut-être inefficace avec un autre (Mytton et al. 1977). Dans la plupart des cas, la 

plante sera infectée par de nombreuses souches différentes, dont certaines sont susceptibles 



Chapitre I : Revue bibliographique 
  

   25 

 

d'être efficaces. De plus, la fixation symbiotique de l’azote chez les légumineuses est un procédé 

à forte intensité énergétique et nécessite de grandes quantités de phosphore (P). Ainsi, la 

fertilisation au P peut souvent améliorer le processus de nodulation et de fixation du N2, et 

augmenter le rendement (Bolland et al. 2000; Adak et Kibritci, 2016).  

 D’autre part, selon l’étude de Jensen (1986), en raison de leur croissance indéterminée, 

les fèves continuent à assimiler le N pendant une période plus longue que le pois, atteignant 

environ 315 kg N. ha-1 après 110 jours. En effet, V. faba accumule le N de la fixation de N2 à 

un taux croissant jusqu'à l'initiation du processus de maturation à moins que d'autres facteurs 

tels que la disponibilité de l'eau restreignent le processus de fixation de N2 plus tôt dans la 

croissance (Jensen et al. 2010). Cependant, la disponibilité de l’eau au niveau du sol est un 

facteur clé pour le fonctionnement des nodosités et la fixation de l’azote (Sprent and Bradford, 

1977). Il a été démontré que V. Faba fixe systématiquement plus d'azote que le pois (Pisum 

sativum L.) ou le pois chiche (Cicer arietinum L.), même dans des conditions de sécheresse. 

Néanmoins, dans les situations où la déshydratation de la couche supérieure du sol survient 

tardivement dans la saison, et que la fixation de N2 est nécessaire pour apporter une teneur 

significative en azote pour le remplissage des grains, l’application d’inoculum efficacement 

livré au niveau des sillons peut constituer un avantage pour les cultures de légumineuses 

confrontées à la contrainte hydrique (Denton et al. 2013 ; Denton et al. 2017). Les mêmes 

auteurs soulignent que dans des conditions où la nutrition et l'humidité du sol ne limitent pas la 

croissance, la fixation de N2 chez la fève augmente avec l’augmentation de la masse des 

nodosités. 

I.5.1.7. La fève dans les rotations de cultures 

 Le principal avantage agronomique et économique fourni par la fève et d'autres 

légumineuses dans la rotation des cultures est la fixation symbiotique de l’azote (Köpke et 

Nemecek, 2010). Selon l’étude de Jensen (1986), en raison de leur croissance indéterminée, les 

fèves continuent à assimiler le N pendant une période plus longue que le pois, atteignant environ 

315 kg N. ha-1 après 110 jours. En effet, V. faba accumule le N de la fixation de N2 à un taux 

croissant jusqu'à l'initiation du processus de maturation des graines à moins que d'autres 

facteurs tels que la disponibilité de l'eau ne restreignent le processus de fixation de N2 plus tôt 

dans la croissance (Jensen et al. 2010). Néanmoins, les auteurs ont aussi montré que la fève 

avait également récupéré moins d'engrais azoté que le pois et l'orge de printemps à maturité, et 

elle a compensé la plus faible absorption d'engrais et de N dans le sol par une plus grande 

fixation de N2 par rapport aux cultivars de pois (Jensen, 1986). Il a été démontré que V. Faba 
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fixe systématiquement plus d'azote que le pois (Pisum sativum L.) ou le pois chiche (Cicer 

arietinum L.), même dans des conditions de sécheresse. De plus l'incorporation des résidus de 

récolte dans le sol (partie aérienne et racinaire) se traduit par une augmentation nette 

significative de l'azote du sol, à condition qu'il y ait des contraintes nutritionnelles majeures 

(Carranca et al. 1999). Néanmoins, il existe certains risques environnementaux, tels que 

l'augmentation du lessivage de N ou des émissions de N2O, associés à l'utilisation de la fève 

dans la rotation des cultures ; ces risques peuvent cependant être limités par une conception 

appropriée du système de rotation (Huth et al. 2010). 

 L'impact de V. faba sur la dynamique de l'azote après les cultures est bien documenté. 

Par exemple, McEwen et al. (1989) ont constaté que l'avantage résiduel de N d'un blé d'hiver 

provenant d'une fève semée au printemps précédent représentait une économie de 30 kg 

d'engrais N. ha-1 par rapport à une séquence blé-blé. Une étude canadienne sur la rotation en 

cinq cycles comparant une rotation fève-orge-blé et une rotation orge-orge-blé a montré que la 

fève a amélioré le rendement moyen des cultures suivantes d'orge et de blé de 21 et 12%, 

respectivement, ce qui équivaut à fournir aux céréales environ 120 kg d'engrais N. ha -1 (Wright, 

1990). 

 D’autres part, les quelques études qui ont directement suivi le devenir du N de la fève 

en utilisant des résidus marqués au 15N indiquent qu'une récolte suivante de blé, d'orge ou de 

coton peut récupérer entre 11 et 17% de l'azote végétal restant après la fève, bien que cela ne 

représente que 2 – 19% des besoins totaux en N des cultures suivantes (Muller et Sundman, 

1988; Peoples et al. 2009a). Néanmoins, les avantages de la culture de la fève en pré-culture 

sont généralement plus élevés que ceux calculés sur la base de la récupération des cultures de 

résidus marqués au 15N (Peoples et al. 2009a).  

 D’après l’analyse de Jensen et al. (2010), la contribution de V. faba à l’économie de N 

pour le système de culture suivant peut être dérivée: (1) de l'azote minéral du sol inutilisé 

(« épargné ») et des rhizodépositions de N restant après la croissance de la culture, (2) du N 

minéralisé à partir de résidus organiques aériens et des racines nodulées après la récolte des 

graines, ou (3) via N dans les fumiers et l'urine d'animaux lorsque le grain de fève est utilisé 

comme alimentation animale ou que ses résidus sont pâturés. Ainsi, l'inclusion de la fève dans 

la rotation des cultures réduit le besoin d'engrais azoté inorganique et par conséquent réduit les 

émissions de CO2 (Jensen et al. 2012). 

 Cependant, l’effet de rotation avec la fève ne se résume pas qu’aux avantages fourni par 

l’apport de l’azote. En effet, V. Faba peut également offrir une gamme d'autres avantages 

potentiels de rotation qui ne sont pas directement liés à l'azote, tels que la réduction de 
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l'incidence des herbes graminées, la perturbation des cycles des ravageurs et des maladies, le 

maintien de la fertilité du sol, l'amélioration des propriétés physiques du sol ou le transfert de 

l'eau disponible dans le sol (Kirkegaard et al. 2008; Peoples et al. 2009a, b ; Stoddard et al. 

2010 ; Adekiya et al. 2017). On sait que V. Faba est capable de briser les cycles de maladies 

transmises par le sol chez les céréales telles que le Piétin-échaudage (Gaeumannomyces 

graminis), et l'effet semble être similaire à celui d'autres légumineuses et non légumineuses en 

cultures de rupture (McEwen et al. 1989). 

 Les légumineuses en rotation entraînent également une plus grande activité et diversité 

de la population des sols (Lupwayi et Kennedy, 2007). Certains de ces changements dans la 

composition de la population microbienne dans la rhizosphère de la légumineuse peuvent être 

liés à la libération d’hydrogène moléculaire (H2) (Dong et al. 2003). Des expériences menées 

en Australie ont suggéré que les fèves étaient démunies du système de récupération du H2 et 

que leurs nodositées présentaient des taux beaucoup plus élevés d'évolution de H2 à partir de 

symbioses formées avec huit souches rhizobiennes testées que lorsque ces mêmes souches ont 

été testées sur la lentille ou le pois (Jensen et al. 2010). Des expériences menées à la fois dans 

des conditions de croissance contrôlées et sur le terrain ont montré des améliorations de la 

productivité des plantes dans des sols précédemment exposés à l’H2 (par exemple Dong et al. 

2003; Dean et al. 2006; Peoples et al. 2008). Par conséquent, (Jensen et al. 2010) ont supposé 

que les changements qui devraient être induits dans les populations microbiennes du sol en 

réponse aux émissions généralement plus élevées de H2 provenant des nodositées de fève 

seraient bénéfiques pour les cultures suivantes. 

 Par ailleurs, V. faba est généralement utilisé comme culture de rupture dans la 

production céréalière car elle s'est avérée bénéfique pour augmenter le rendement et la teneur 

en protéines des graines des cultures céréalières successives (Zou et al. 2015). 

 En résumé, les principaux avantages de l'inclusion de la fève dans les systèmes de 

rotation des cultures sont les suivants : (1) réduction de l'utilisation d'engrais azotés 

inorganiques et des émissions de CO2, (2) amélioration des propriétés physiques du sol et le 

maintien de sa fertilité, (3) la réduction des maladies et des ravageurs (4) un effet positif sur la 

composition de la population microbienne dans la rhizosphère  et finalement (5) un rendement 

plus élevé et une meilleure qualité des cultures suivantes. 
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I.5.2. Blé dur (Triticum durum) 

I.5.2.1. Origine, génétique et taxonomie du Triticum durum   

Origine géographique 

 La découverte du blé remonte à 15.000 ans avant Jésus-Christ dans la région du croissant 

fertile, vaste territoire comprenant, la vallée du Jourdain et des zones adjacentes de Palestine, 

de la Jordanie, de l’Iraq, et la bordure Ouest de l’Iran (Feldman et Sears, 1981). Selon Grignac 

(1978), c’est à partir de cette zone d’origine que l’espèce s’est différenciée vers trois différentes 

régions : le bassin occidental de la méditerranée, le sud de l’ex URSS et le proche orient, chaque 

centre de différenciation donne des caractères morphologiques et physiologiques particuliers. 

Origine génétique 

 En effet, la découverte des progéniteurs sauvages des blés cultivés aboutit à la première 

classification naturelle des espèces de blé par Schultz (1913) qui, bien vite, a été renforcée par 

l'étude cytologique pionnière de Sakamura (1918). Ces études ont démontré l’existence de trois 

différents types de blés du genre Triticum ;  

• les blés diploïdes (engrain ou petit épeautre 2n = 2x = 14, génome AA),  

• les blés tétraploïdes (amidonnier, blé dur, blé poulard, blé de Pologne, blé de Perse 2n 

= 4x = 28, génomes AA et BB) et 

• les blés hexaploïdes (épeautre, blé tendre, blé hérisson, blé compact 2n = 6x = 42, 

génomes AA, BB et DD).  

 D’autres études de cytogénétique mirent en évidence que les différents blés formaient 

une série allopolyploïde avec x = 7 (Feldman, 2001 ; Feldman et Levy, 2005). En effet, les 

espèces de blé tirent leur origine génétique de croisements naturels entre Triticum monococcum, 

Triticum urartu et des espèces sauvages apparentées appartenant à Aegilops (Aegilops 

speltoïdes). Triticum monococcum et Triticum urartu sont les premières formes de céréales 

cultivées, elles sont de constitution génomique (2n = 14). Ainsi le génome A vient de Triticum 

urartu, alors que le génome B vient de l’Aegilops speltoïdes. Ces deux génomes, ensemble, 

forment la constitution génomique du blé dur (Triticum durum Desf.) (Feldman et Sears, 1981). 

Le blé dur est dit allotetraploïde (allo, du grec, signifiant «différent»). En termes historiques, le 

blé allotetraploïde s'est développé il y a environ 300 000 à 500 000 ans (Huang et al. 2002). 
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Classification taxonomique 

 Le blé dur est une plante annuelle, monocotylédone, appartenant au genre Triticum et à 

l'espèce durum (Desfontaines). Selon Brouillet et al. (2006) la classification du blé dur est la 

suivante : 

Kingdom    Plantae 

Subkingdom    Tracheobionta 

Superdivision    Spermatophyta 

Division    Magnoliophyta 

Class     Liliopsida 

Subclass    Commelinidae 

Order     Cyperales 

Family     Poaceae 

Genus     Triticum L 

Species    Triticum durum Desf 

I.5.2.2. Importance du blé dur 

 Bien que le blé tendre (Triticum aestivum L.), le maïs (Zea mays L) et le riz (Oryza 

sativa L.) soient les céréales les plus produites à travers le monde, il n’en demeure pas moins 

que le blé dur (Triticum durum Desf.) occupe une place importante dans certaines régions du 

monde, notamment les zones semi-arides dont le climat est de type méditerranéen (Pena et 

Pfeiffer, 2005). Le blé est principalement utilisé pour l'alimentation humaine, mais sert aussi à 

l'alimentation du bétail. Le grain du blé dur est connu pour sa dureté, ses protéines, sa couleur 

jaune intense, son goût de noisette et ses excellentes qualités culinaires (Kneipp, 2008). Il a 

également une grande valeur nutritionnelle, suite à sa richesse en protéine et la présence du 

gluten qui donne aux pâtes alimentaires une meilleure tenue à la cuisson (Troccoli et al. 2000). 

En effet, il sert à la production de pâtes alimentaires, du couscous, et à bien d’autres mets 

comme le pain, et divers gâteaux (Troccoli et al. 2000). La paille est utilisée comme litière et 

comme aliment pour les animaux (Abbas et Abdelguerfi, 2005).  

 Cependant, le blé dur a besoin d’être cultivé sur des sols très fertiles et riche en azote où 

des céréales riches en protéines peuvent être produites, car des teneurs en protéines supérieures 

à 12% sont requises pour satisfaire aux qualités du marché. Les niveaux de protéines inférieurs 

à 10% ne peuvent être commercialisés que comme aliments pour animaux (DAFF 2012). 
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I.5.2.3. Blé dur en Algérie 

 En Algérie la céréaliculture constitue la principale activité, notamment dans les zones 

arides et semi-arides. Les terres annuellement emblavées représentent 3,6 millions d’hectares. 

Le blé dur est une ancienne culture dont l’origine remonte à la venue des arabes (Ducellier, 

1931). Connus sous le nom de « Guemh », ils étaient les seuls blés cultivés par les populations 

algériennes locales avant l’installation des colons européens. Selon Bœuf (1932) la multitude 

des formes rencontrées en Afrique du Nord serait due aux hybridations et aux croisements qui 

se produisaient spontanément. Cette diversité, rencontrée en Algérie et dans d’autres régions 

nord-africaines, a fait considérer le Nord de l’Afrique comme l’un des principaux centres 

secondaires d’origine du Triticum durum (Abdelguerfi et Laouar, 2000). 

 Malgré l’importance de cette culture, les rendements de la céréaliculture algérienne sont 

très bas, comparativement à la moyenne mondiale, et celles des pays voisins (Fao stat, 2010), 

par contre la consommation augmente sans cesse et rapidement. Ces deux facteurs de 

production/consommation situent l’Algérie comme premier importateur mondial de blé dur 

avec un taux d’achat de 40 à 50 % des quantités échangées sur le marché mondial (2 à 2,5 

millions de tonnes sur 5 à 6 millions de tonnes échangées) (Rachedi, 2003). L’Organisation des 

Nations unies pour l’alimentation et l’agriculture (FAO) prévoit une diminution de 38% de la 

récolte céréalière en Algérie en 2021 par rapport à l’année précédente. En parallèle, 

l’organisation onusienne prévoit une augmentation des importations algériennes de céréales qui 

devraient connaître une hausse de 25% par rapport à l’année précédente.  

I.6. Déficit hydrique 

 La sécheresse constitue un sérieux défi pour la productivité agricole dans les régions 

arides et semi-arides du monde (Ullah et al. 2017). C'est l'un des facteurs environnementaux 

les plus importants affectant la croissance et le rendement des plantes dans le monde (Golldack 

et al. 2014) en affectant leurs morphologies, physiologies et biochimies (Anjum et al. 2011). 

Globalement, la sécheresse est un intervalle de carence en eau (Borlaug et Dowswell, 2005), 

entraînant un déficit en eau du sol et, par conséquent, un déficit hydrique. Le manque d'eau 

dans l'environnement constitue un stress lorsqu'il induit des dommages chez la plante (Figure 

I.6). Le déficit hydrique de la plante perturbe de nombreuses fonctions de la cellule et de la 

plante entière, ce qui a un impact négatif sur la croissance et la reproduction des plantes (Bray, 
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2001). La sécheresse devrait causer de graves problèmes de croissance de plantes pour plus de 

50% des terres arables d'ici 2050 (Kasim et al. 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.6. Réponses physiologiques, biochimiques et moléculaires au stress hydrique chez les plantes supérieures 

(Reddy et al. 2004). 

Toutefois, la diversité même des espèces de plantes cultivées dans toutes les régions 

climatiques qui comprennent des conditions sèches extrêmes suggère que, dans la nature, les 

plantes ont évolué pour supporter le stress dû à la sécheresse grâce à un éventail d’adaptations 

morphologiques, physiologiques et biochimiques (Basu et al. 2016). Le génotype détermine la 

capacité de la plante à survivre et à prospérer dans des environnements à faible disponibilité en 

eau. En outre, la durée du stress hydrique, le taux d'imposition du stress et le stade de 

développement de la plante au moment de l'imposition du stress affectent également la 

croissance des plantes (Bray, 2001). Un mécanisme de détection initie les réponses au déficit 

hydrique, qui se produisent aux niveaux moléculaire, métabolique, physiologique et 

développemental.  
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I.6.1. Effets du déficit hydrique sur la croissance et le développement des plantes 

L’effet principal de la sécheresse est une germination altérée et un mauvais 

établissement du peuplement (Kaya et al. 2006). Le déficit hydrique affecte aussi la croissance 

et la production des plantes en abaissant le statut hydrique et la turgescence des tissus (Farooq 

et al. 2014). Ainsi, la gravité, la durée et le moment du déficit hydrique, ainsi que les réponses 

des plantes après l'élimination du stress, et l'interaction entre le stress et d'autres facteurs sont 

extrêmement importants (Plaut, 2003).  

En effet, La croissance est accomplie par la division cellulaire, l'agrandissement et la 

différenciation cellulaires, et implique des événements génétiques, physiologiques, écologiques 

et morphologiques et leurs interactions complexes. La qualité et la quantité de la croissance des 

plantes dépendent de ces événements, qui sont affectés par le déficit hydrique. La croissance 

cellulaire est l'un des processus physiologiques les plus sensibles à la sécheresse en raison de 

la réduction de la pression de turgescence (Taiz et Zeiger, 2006). En cas de carence sévère en 

eau, l'élongation cellulaire des plantes supérieures peut être inhibée par l'interruption du flux 

d'eau du xylème vers les cellules allongées environnantes (Nonami, 1998). Une mitose, un 

allongement et une expansion cellulaires réduits entraînent une réduction de la hauteur des 

plantes, de la surface foliaire et de la croissance des cultures en période de sécheresse (Nonami, 

1998 ; Kaya et al. 2006 ; Hussain et al. 2008). Le poids frais et la teneur en eau sont donc des 

paramètres de croissance courants qui sont affectés par la sécheresse (Jaleel et al. 2009). Par 

ailleurs, le stress hydrique influence la disponibilité et le transport des nutriments du sol, car les 

nutriments sont transportés jusqu'aux racines par l'eau. Le déficit hydrique diminue donc la 

diffusion des nutriments et le débit massique des nutriments hydrosolubles tels que le nitrate, 

le sulfate, le Ca, le Mg et le Si (Barber, 1995 ; Selvakumar et al. 2012). En effet, la croissance 

des plantes est aussi altérée par un deficit hydrique sévère en raison d'une diminution de 

l'ouverture des stomates, ce qui limite l'absorption de CO2 et réduit donc l'activité 

photosynthétique (Osakabe et al. 2014). Par exemple, chez la luzerne (Medicago sativa), le 

potentiel de germination, la longueur des hypocotyles et les poids frais et secs des pousses et 

des racines ont été réduits par le déficit en eau induit par le polyéthylène glycol, tandis que la 

longueur des racines a augmenté (Zeid et Shedeed, 2006). Cependant, chez le riz, le stress 

hydrique pendant le stade végétatif a considérablement réduit la croissance et le développement 

de la plante (Tripathy et al. 2000 ; Manikavelu et al. 2006).   

À mesure que la turgescence cellulaire approche de zéro, la croissance sera inhibée. L'expansion 

cellulaire ou la croissance dépend de la turgescence cellulaire. La pression du contenu cellulaire 

contre la paroi cellulaire est la force motrice de l'expansion cellulaire et la turgescence dépend 
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de l'absorption d'eau. Le stade de développement de la plante au moment de l'apparition du 

déficit hydrique modifiera le résultat. La croissance reviendra si la turgescence est rétablie au 

fur et à mesure que la plante s’acclimate au stress hydrique.  

Par ailleurs, une sécheresse importante est capable non seulement de réduire la 

croissance et le développement des plantes, mais également d’altérer la production des fleurs 

et le remplissage des grains, donnant lieu souvent à des grains moins nombreux et de taille 

inférieure. Sans oublier qu’une réduction du remplissage des grains se produit généralement en 

raison d'une réduction des assimilats photosynthétiques et une altération de l’activité des 

enzymes de synthèse du saccharose et de l'amidon (Farooq et al. 2009). A cet égard, un impact 

induit par la sécheresse sur le rendement a été observé chez de nombreuses espèces cultivées et 

dépend considérablement de la sévérité et la durée de la période d’exposition au stress. Bien 

que chez le blé la sécheresse affecte sa croissance à tous les stades phénologiques, les phases 

de reproduction et de remplissage du grain sont les plus sensibles (Pradhan et al. 2012). Les 

épisodes de sécheresse terminale du blé sont courants dans les climats méditerranéens et 

entraînent des réductions substantielles du rendement en grains (Loss et Siddique, 1994 ; Araus 

et al. 2002 ; Turner, 2004). Par exemple, une légère sécheresse post anthèse a réduit les 

rendements en blé de 1 à 30 % tandis qu'une légère sécheresse prolongée à la floraison et au 

remplissage des grains a réduit les rendements en grains de 58 à 92 %. Les effets de la 

sécheresse terminale sur les rendements du blé sont susceptibles d'augmenter dans un proche 

avenir (Araus et al. 2002 ; Dias de Oliveria et al. 2013). Chez l'orge (Hordeum vulgare), le 

stress hydrique a réduit le rendement en grains en réduisant le nombre de talles, d'épis et de 

grains par plante et le poids individuel des grains. Le stress hydrique post-anthèse a été 

préjudiciable au rendement en grains quelle que soit la sévérité du stress (Samarah, 2005). 

Tout compte fait, le déficit hydrique tant que stress multidimensionnel affecte divers 

compartiments sub-cellulaires, organes cellulaires et plante entière (Choluj et al. 2004 ; Rahdari 

et al. 2012). Ainsi, la sécheresse affecte négativement la quantité et la qualité de la croissance 

des plantes. Par conséquent, afin de produire plus de nourriture, il est capital de comprendre les 

divers mécanismes de régulation qui contrôlent et améliorent les réponses adaptatives au stress 

chez différentes espèces végétales pour atteindre les objectifs fixés (Osakabe et al. 2014). Dès 

lors, dans le monde entier, des recherches approfondies sont menées pour développer des 

stratégies pour faire face au deficit hydrique grâce au développement de variétés tolérantes à la 

sécheresse, en modifiant les calendriers de culture, les pratiques de gestion des ressources, etc. 

(Venkateswarlu et Shanker, 2009) et la plupart de ces technologies sont coûteuses. Des études 
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récentes indiquent que les micro-organismes peuvent également aider les plantes à faire face au 

stress de la sécheresse (Vurukonda et al. 2015). 

I.6.2. Effet du déficit hydrique sur la conductance stomatique et la photosynthèse  

 La première réponse, de pratiquement toutes les plantes, à un déficit hydrique aigu est 

la fermeture de leurs stomates pour empêcher la perte d'eau par transpiration (Mansfield et 

Atkinson, 1990) et de maintenir ainsi le potentiel hydrique foliaire le plus haut possible. La 

conductance stomatique est reliée au mouvement stomatique : une diminution de la conductance 

traduit une fermeture stomatique, et à l’inverse une augmentation de la conductance traduit une 

ouverture stomatique. Les stomates permettent une régulation fine des échanges de vapeur 

d’eau et de CO2 contrôlant ainsi le taux de transpiration et de photosynthèse (Farquhar & 

Sharkey, 1982). De façon générale, la conductance stomatique et l’assimilation carbonée sont 

étroitement liées. En effet, la fermeture stomatique réduit l'absorption de CO2 et de nutriments, 

modifiant ainsi les voies métaboliques telles que la photosynthèse (Xiong et Zhu 2002). Selon 

la durée du déficit hydrique, cela peut réduire la production agricole et endommager les 

chloroplastes par le processus de photoinhibition (Bray, 2001). L’acide abscissique (ABA) a 

été identifié comme un des signaux chimiques impliqués dans la régulation stomatique (Tardieu 

et al. 2010). 

 Diverses expériences ont montré que les réponses stomatiques sont souvent plus 

étroitement liées à la teneur en eau du sol qu'à l'état hydrique des feuilles. Cela suggère que les 

stomates répondent aux signaux chimiques, par ex. l'acide abcissique, produit par la 

déshydratation des racines, tandis que l'état hydrique des feuilles est maintenu constant (Turner 

et al. 2001). D’autres hormones peuvent être impliquées dans la régulation stomatique, par 

exemple, une concentration accrue de cytokinine dans la sève du xylème favorise directement 

l'ouverture des stomates et affecte la sensibilité des stomates à l'acide abscissique (Wilkinson 

et Davies, 2002). 

 Il est donc clair que les stomates se ferment progressivement à mesure que la sécheresse 

progresse, suivi d'un déclin parallèle de la photosynthèse nette. Cependant, la conductance 

stomatique n'est pas contrôlée par la seule disponibilité en eau du sol, mais par une interaction 

complexe de facteurs intrinsèques et extrinsèques (Farooq et al. 2009). 

 L’exposition prolongée des plantes à un stress hydrique important peut conduire à de 

plus sérieuses inhibitions du processus photosynthétique. Un effet majeur de la sécheresse est 

la réduction de la photosynthèse, qui résulte d'une diminution de l'expansion des feuilles, d'une 
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altération de la machinerie photosynthétique, d'une sénescence prématurée des feuilles et d'une 

réduction associée de la production alimentaire (Wahid et Rasul, 2005). 

 Le taux de photosynthèse réduit est principalement dû à la fermeture stomatique dès les 

premiers stades de déshydratation ou à une altération métabolique 23. La fermeture des 

stomates entraine une privation de carbone et il s’en suit, par conséquent, une surcharge de la 

capacité photochimique (Chaves, 1991). Un tel scénario se traduit généralement par une 

quantité de lumière absorbée qui dépasse la capacité des chloroplastes à utiliser les produits des 

réactions photochimiques. Faute d’une activation de mécanismes de protection, l'excès 

d'énergie absorbée peut induire des dommages photo-oxydatifs irréversibles. De telles 

dérégulations peuvent diminuer significativement le taux photosynthétique, la teneur en 

chlorophylle et l'efficacité photochimique maximale du PSII (Fv / Fm) (Xiang et al. 2013). De 

plus, la poursuite des réactions lumineuses photosynthétiques sous concentration intercellulaire 

limitée en CO2 conduit à la perte d'équilibre entre la production d'espèces réactives de l'oxygène 

(EROs) et la défense antioxydante (Fu et Huang, 2001 ; Reddy et al. 2004), provoquant une 

accumulation d’EROs qui induisent un stress oxydatif qui endommagent l'appareil 

photosynthétique, les protéines, les lipides membranaires et d'autres composants cellulaires 

(Lawlor et al. 2002). Chez des plantes stressées de fève, par exemple, une diminution 

significative des paramètres tels que le taux de photosynthèse, la teneur en chlorophylle, 

l'efficacité photochimique maximale du PSII (Fv / Fm) ont été mis en évidence en conditions 

de déficit hydrique (Xiang et al. 2013).   

I.6.3. Effet du stress hydrique sur le statut hydrique 

Suite à la diminution de la disponibilité en eau dans l'environnement au cours d’une 

période de sécheresse, le statut hydrique de la plante se retrouve perturbé. A cette perturbation 

s’ajoute l’altération des teneurs en ions et de l'absorption en eau causée par la déshydratation 

cellulaire. 

Il faut souligner que la teneur relative en eau (TRE), le potentiel hydrique des feuilles, 

l’ouverture des stomates, le taux de transpiration, la température des feuilles sont des 

caractéristiques importantes déterminant le statut hydrique des plantes. En effet, la diminution 

du potentiel hydrique des feuilles entraine la fermeture des stomates et contribue au maintien 

de la turgescence (Morgan, 1984). Il convient d’ajouter que la turgescence est principalement 

maintenue par ajustement osmotique, suite à la fois d’une accumulation nette de solutés 

inorganiques (Chaves et Oliveira 2004) et des solutés compatibles dits osmolytes (Farooq et al. 

2009). Ces derniers constituent de petits groupes de composés organiques qui contribuent au 



Chapitre I : Revue bibliographique 
  

   36 

 

maintien de l’ajustement osmotique et comprennent la proline, la glycine bétaïne ainsi que les 

sucres. La contrainte hydrique entraine souvent, chez une grande majorité de plantes une 

considérable chute de la TRE. Plusieurs travaux ont démontré que la contrainte hydrique 

diminue le potentiel d'eau foliaire et le taux de transpiration, avec une augmentation 

concomitante de la température des feuilles chez le blé et le riz (Siddique et al. 2000) ainsi que 

chez la fève (Ammar et al. 2017).  

I.6.4. Effet du stress hydrique sur l’intégrité membranaire 

Le déficit hydrique à n'importe quel stade de développement de la plante augmente la 

peroxydation des lipides membranaires (Hasanuzzaman et al. 2018). L'oxydation de ces lipides 

donne naissance à un certain nombre de produits secondaires, délétères pour la plupart et dont 

le produit principal est le malondialdehyde (MDA). Ce dernier est le produit plus étudié de la 

peroxydation des acides gras polyinsaturés. Cet aldéhyde est une molécule hautement toxique, 

considéré comme un indicateur de dégât oxydatif (Nahar et al. 2015; Nahar et al. 2016) et dont 

l’accumulation accrue en conditions de stress est associée à une faible tolérance (Hossain et al. 

2016). En effet, éviter les dommages causés aux membranes cellulaires est un point clé pour 

que la plante résiste au stress hydrique (Camaille et al. 2021). Dès lors, face au déficit hydrique 

les cellules végétales se trouvent contraintes à préserver l'intégrité de leurs membranes 

cellulaires (plasmiques et intracellulaires) pour assurer le bon déroulement des processus 

vitaux. Entre autres, les phospholipides membranaires sont les principaux composants des 

interfaces entre les milieux intra et extracellulaires chez les plantes. Les radicaux libres tels que 

les EROs, engendrés par la perturbation de l’homéostasie cellulaire sous contrainte hydrique 

peuvent provoquer une peroxydation des lipides membranaires. L'oxydation de ces lipides 

donne naissance à un certain nombre de produits secondaires, délétères pour la plupart, dont le 

MDA. Le stress hydrique, subit à différents degrés de sévérité chez différentes espèces de 

plantes, augmente la peroxydation lipidique membranaire, indiquée par la teneur élevée en 

MDA (Iqbal et al. 2015 ; Hasanuzzaman et al. 2018).  

I.6.5. Ajustement Osmotique 

 L'une des stratégies de tolérance au stress les plus courantes chez les plantes est la 

surproduction de différents types de solutés organiques compatibles (Serraj et Sinclair, 2002). 

On parle alors d'ajustement osmotique (AO) qui est défini comme un processus d'accumulation 

de soluté dans les cellules en division lorsque le potentiel hydrique est réduit, contribuant ainsi 

au maintien de la turgescence (Chaves et Oliveira 2004). Ces solutés compatibles qui 

s’accumulent, appelés osmolytes, comprennent des sucres solubles, des alcools de sucre, de la 
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proline, de la glycine-bétaïne, des acides organiques, du calcium, du potassium, des ions 

chlorure, etc (Farooq et al. 2009). Ils sont généralement considérés comme neutres pour les 

processus métaboliques et ne perturbent donc pas le fonctionnement des plantes (Bray 2001). 

En cas de déficit hydrique et d'accumulation de soluté, le potentiel osmotique de la cellule 

diminue, ce qui attire l'eau dans la cellule et contribue au maintien de la turgescence. Grâce à 

l’AO, les organites et les activités cytoplasmiques ont un rythme normal et aident les plantes à 

mieux se comporter en termes de croissance, de maintien de la conductance stomatique, de 

photosynthèse, à la répartition des assimilats et au remplissage des grains (Subbarao et al. 

2000 ; Chaves et Oliveira 2004 ; Farooq et al. 2009). 

 Des études antérieures ont montré que les variétés de blé résistantes à la sécheresse, avec 

une stabilité de rendement en cas de sécheresse, ont une plus grande capacité d'osmorégulation 

que les variétés moins résistantes (Serraj et Sinclair 2002). L'accumulation de solutés 

compatibles tels que la proline et la glycine bétaïne aide à protéger les plantes des effets néfastes 

du stress hydrique non seulement par l'AO, mais également par la détoxification des ERO, la 

protection de l'intégrité membranaire et la stabilisation des enzymes ou des protéines (Ashraf 

et Foolad 2007). Cependant, il y a certaines plantes dans lesquelles les sucres sont les principaux 

osmolytes qui jouent un rôle important dans l'AO, y compris le saccharose, le tréhalose, le 

glucose et le fructose (Basu et al. 2016).  

Comme mentionné ci-dessus, l'AO est accompli avec l'accumulation de solutés 

compatibles. Parmi ceux-ci, la proline est l'un des cytosolutes les plus importants et son 

accumulation libre est une réponse généralisée chez les plantes supérieures (Wahid et Close, 

2007). L'accumulation de la proline en réponse au déficit hydrique se produit par une synthèse 

accrue et une diminution de la dégradation (Bray 2001).   Il a été rapporté que la proline 

contribue à l'AO et à la protection des composants subcellulaires (Camaille et al. 2021), 

cependant, son accumulation contribue légèrement à l'AO mais est principalement impliquée 

dans la protection des organes et des fonctions cellulaires (Blum 2007). La concentration 

cellulaire en autres acides aminés augmente également lors d'un stress hydrique, en raison de la 

dégradation des protéines, qui est une réaction contribuant à l'AO, mais aussi en raison d'une 

synthèse de novo d'acides aminés (Blum 2007 , Kaushal et Wani 2016). De nombreuses études 

ont rapportées l’augmentation de la teneur en proline sous l'effet du stress hydrique, chez les 

cultivars de fève (Abid et al. 2017 ; Kabadj et al. 2017).  

Le sucre agit soit comme un substrat pour la respiration cellulaire, soit comme un 

osmolyte pour maintenir l'homéostasie cellulaire (Gupta et Kaur, 2005). La concentration de 

sucres solubles chez les plantes est affectée à la fois par les conditions environnementales et les 
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caractéristiques variétales (Camaille et al. 2021). De nombreux stress environnementaux, dont 

la sécheresse, entraînent des altérations majeures du métabolisme des glucides et les voies de 

signalisation des sucres interagissent avec les voies de stress pour moduler le métabolisme 

(Gong et al. 2015). Indirectement, les sucres jouent un rôle important au cours de la croissance 

et du développement des plantes sous stress abiotique dans la régulation du métabolisme des 

glucides. Un grand nombre de gènes sensibles au stress ont été signalés comme étant induits 

par le glucose, indiquant le rôle des sucres dans les réponses environnementales (Yue et al. 

2015). Chez le blé, les sucres solubles contribuent le plus à l'AO lorsqu'ils sont soumis à un 

déficit hydrique (Camaille et al. 2021). La teneur totale en sucres solubles peut augmenter de 

80 % chez le blé sept jours après l'exposition au stress hydrique [Blum 2007 ; Gontia-Mishra et 

al. 2016).  

En fait, les plantes peuvent résister au stress de la sécheresse en conservant l'eau des 

cellules et des tissus principalement par ajustement osmatique, en maintenant le système de 

défense antioxydant pour éliminer les espèces réactives de l'oxygène et en stabilisant les 

membranes cellulaires. Les régulateurs de croissance des plantes et les polyamines, l'acide γ-

aminobutyrique, les acides aminés libres et les sucres jouent également un rôle essentiel dans 

la tolérance à la sécheresse en contrôlant les espèces oxygénées réactives, la régulation 

stomatique et la protection des macromolécules vitales. 

I.6.6. Espèces réactives à l'oxygène (ERO) et défense antioxydante chez les plantes soumises 

à un stress abiotique 

 La sécheresse provoque la fermeture des stomates, une entrée réduite de CO2 et un taux 

de photosynthèse altéré, ainsi qu'un déséquilibre dans l'utilisation de la lumière et une 

photochimie altérée dans les chloroplastes, provoquant un stress oxydatif par une surproduction 

d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) (Hasanuzzaman et al. 2020). Le "stress oxydant" est 

une terminologie généralement utilisée pour désigner toute agression ayant pour conséquence 

une concentration accrue d’EROs. Parmis les EROs on trouve les radicaux libres (anion 

superoxyde, (O2
•-); radical hydroperoxyle, HO2 ; radical alcoxy, RO• ; et radical hydroxyle, 

•OH) et des molécules non radicalaires (peroxyde d'hydrogène, H2O2 et oxygène singulet, 1O2) 

(Mehla et al 2017 ; Hasanuzzaman et al. 2019). La limitation de la fixation du CO2 diminuera 

la régénération du NADP+ au cours du cycle de Calvin, déclenchant ainsi un déclin de la chaîne 

de transport d'électrons photosynthétique (Camaille et al. 2021). En effet, il y a une plus grande 

fuite d'électrons vers l'O2 par la réaction de Mehler à travers la photosynthèse sous stress 

hydrique, atteignant 50 % chez le blé stressé par la sécheresse (Biehler and Fock 1996). Les 
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principaux sites de génération de ROS cellulaires sont les chloroplastes, les mitochondries, les 

peroxysomes, les apoplastes et les membranes plasmiques (Singh et al. 2019). Bien que les 

ERO se forment a une certaines concentration dans la plante dans le cadre du métabolisme 

cellulaire normal, une suraccumulation due au stress endommage gravement les composants 

cellulaires nécessaires, notamment les glucides, les protéines, les lipides, l'ADN, etc. en raison 

de leur nature hautement réactive (Raja et al. 2017). Chronologiquement, il y a d'abord une 

augmentation de la teneur en EROs dans les cellules végétales, puis une augmentation de 

l'expression des gènes codant pour les antioxydants et, enfin, une intensification des systèmes 

antioxydants conduisant à une meilleure tolérance au stress hydrique (Mano, 2002). 

I.6.7. Système antioxydants 

 Pour faire face au stress oxydatif, un grand nombre de molécules antioxydantes est 

produit chez les plantes, se chargeant d’éliminer directement ou indirectement les EROs et/ou 

de contrôler leur production afin de maintenir l’homéostasie cellulaire (Jubany-marí et al. 2010 

; Carocho et Ferreira 2013 ; Pandey et al. 2017) et dans les circonstances les plus extrêmes de 

garantir la survie de ces dernières. Le système de défense antioxydant est constitué 

d'antioxydants non enzymatiques de bas poids moléculaire et de certaines enzymes 

antioxydantes (Hasanuzzaman et al. 2019). Parmi les molécules non enzymatique on trouve 

l’acide ascorbique (AsA), le glutathion (GSH), les acides phénoliques ; les alcaloïdes ; les 

flavonoïdes ; les caroténoïdes ; les α -tocophérol ; les acides aminés non protéiques ; les sucres 

; etc (Gill et Tuteja 2010 ; Kaur et al. 2019). Ces composés non enzymatiques fonctionnent de 

manière coordonnée avec les enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD) 

; la catalase (CAT) ; l’ascorbate peroxydase (APX) ; la guaiacol peroxydase (GPX) ; glutathion 

réductase (GR) ; monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) ; déhydroascorbate réductase 

(DHAR) ; glutathion réductase (GR) ; monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) ; 

déhydroascorbate réductase (DHAR) ; etc. La réaction catalytique des antioxydants 

enzymatiques et non enzymatiques et les sites de réaction dans les organes cellulaires sont 

représentés dans le tableau 1.  
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Tableau I.1. : Systèmes enzymatiques et non enzymatique présents chez les plantes, leurs fonctions et leurs 

localisations (Pandey et al. 2017 ; Kabbadj, 2019).   

 

Antioxydants 

enzymatique 

Réaction catalysée Sites des réactions catalytiques 

Superoxyde dismutase 

(SOD ; EC 1.15.1.1) 

2 O2
•- + 2H+ →O2 + H2O2 Chloroplaste, Peroxysome, 

Mitochondrie, Cytosol 

Catalase 

(CAT ; EC 1.11.1.6) 

2H2O2 →2H2O + O2 Peroxysome 

Ascorbate peroxidase 

(APX ; EC 1.11.1.11) 

H2O2 + AsA → 2H2O + MDHA Chloroplaste, peroxysome, cytosol, 

Mitochondrie, apoplast 

Guaiacol peroxydase  

(GPX ; EC 1.11.1.7) 

H2O2 + GSH → H2O + GSSG Mitochondries, cytoplasme, 

chloroplastes et RE 

Glutathion réductase 

(GR ; EC 1.6.4.2) 

GSSG + NADPH + H+ → GSH + 

NADP+ 

Chloroplast, Cytosol, Mitochondrie 

Monodehydroascorbate 

reductase 

(MDHAR; EC 1.6.5.4) 

MDHA + NAD(P)H → AsA + 

NAD(P)+ 

Chloroplast, Cytosol, Mitochondrie 

Polyphenol oxidase 

(PPO; EC 1.14.18.1) 

PhOH + O2 → Catechols 

Catechols + O2 → Q + H2O 

Membrane thylacoïde du 

chloroplaste, du cytosol et de la 

vacuole 

 

 

Antioxydants 

Non enzymatique 

Réaction catalysée Sites des réactions catalytiques 

Acide Ascorbique 

(AsA) 

Elimine Le H2O2 via l’action de l’APX 

Elimine O2
•-, H2O2, •OH, and 1O2 

Peroxysomes, Mitochondries, 

Cytosol, Chloroplaste, apoplasme 

Glutathion (GSH) Agit comme un co-substrat détoxifiant pour 

les enzymes (POX, GST, GR…) 

Elimine H2O2, •OH, and 1O2 

Peroxysomes, Mitochondries, 

Cytosol, Chloroplaste, apoplasme 

Tocophérol Protège et détoxifie la membrane des produits 

de la peroxydation lipidique 

Elimine •OH, 1O2, ROO• and ROOH 

Membrane thylacoïdienne du 

chloroplaste 

Caroténoïdes Elimine principalement 1O2 Chloroplaste 

Flavonoïdes Elimine/capteurs d’O2
•-, H2O2, and 1O2 Chloroplaste et vacuole 

Acides phenoliques Capteurs d’O2
•-, •OH, ROO• and ONOO-  Paroi cellulaire 

Proline Epurateur efficacies des radicaux •OH, et 1O2 Mytochondries, cytosol et 

chloroplastes 
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 La majorité de ces enzymes de détoxification, sont présentes sous forme de familles 

multigéniques chez les plantes supérieures. Différentes formes de leurs isoenzymes, qui sont 

classées sur la base de leur localisation sub-cellulaire, se caractérisent par des propriétés 

structurelles et cinétiques différentes (Noctor et al. 2018 ; Pandey et al. 2017). 

 La métallo-enzyme SOD est l'antioxydant enzymatique intracellulaire le plus efficace 

qui est omniprésent dans tous les organismes aérobies et dans tous les compartiments 

subcellulaires sujets au stress oxydatif médié par les EROs (Gill et Tuteja, 2010). Les SOD sont 

classés par leurs cofacteurs métalliques en trois types connus : le cuivre/zinc (Cu/Zn-SOD), le 

manganèse (Mn-SOD) et le fer (Fe-SOD), qui sont localisés dans différents compartiments 

cellulaires (Mittler, 2016). L'activité des isozymes SOD peut être détectée par coloration 

négative et identifiée sur la base de leur sensibilité au KCN et au H2O2. La SOD joue un rôle 

clefs dans la tolérance au stress des plantes car elle constitue la première ligne de défense contre 

les effets toxiques des niveaux élevés des EROs. En effet, il a bien été noté que l'O2
•− est 

généralement le premier EROs à être généré (Gill et Tuteja, 2010). L'excès d’O2
•- active la SOD 

qui élimine l'O2
•− en catalysant sa dismutation en le reduisant en H2O2 et un autre oxydé en O2 

(tableau 1). Bien que le radical O2
•− a une durée de vie de l’ordre de quelques secondes, mais 

ceci lui permet quand même de diffuser au-delà de son lieu de production pour atteindre ses 

cibles (Parent et al. 2008). La génération d'O2 peut déclencher la formation des EROs plus 

réactifs comme OH, et plus probablement 1O2 (Halliwell, 2006 ; Elstner, 1987), dont chacun 

peut provoquer une peroxydation des lipides membranaires et un affaiblissement cellulaire (Gill 

et Tuteja, 2010).   

 Le peroxyde d’hydrogène ainsi formé n’est pas un radical libre, car tous ses électrons 

sont appariés, mais c’est malgré tout un intermédiaire toxique réduit qui possède une durée de 

vie relativement longue (quelques minutes) et comme le radical O2
•−, il possède la capacité de 

diffuser loin de son site de production (Halliwell, 2006 ; del Rio et al. 2006). Ce H2O2 généré 

peut être davantage converti en H2O par les enzymes APX, CAT, GPX, ou catalysé dans le 

cycle AsA-GSH. En effet, la toxicité du H2O2 est principalement liée à sa capacité à produire 

le radical •OH durant les réactions de Fenton et d’Haber–Weiss. Ce radical, comme les autres 

EROs, est particulièrement délétère vis-à-vis de tous les constituants cellulaires (ADN, 

protéines, lipides...), mais sa durée de vie est de l’ordre de la microseconde (Parent et al. 2008). 

 Les CAT sont des enzymes tétramériques contenant de l'hème ayant le potentiel de 

dismuter directement H2O2 en H2O et O2 (tableau 1) et sont indispensables à la détoxification 

des EROs dans des conditions de stress (Garg et Manchanda 2009). La CAT a l'un des taux de 
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renouvellement les plus élevés de toutes les enzymes : une molécule de CAT peut convertir ≈ 

6 millions de molécules de H2O2 en H2O et O2 par minute. Les CAT sont considérées, de loin, 

comme étant les principaux acteurs du métabolisme de  l’H2O2 dans les peroxysomes (Noctor 

et al. 2014). Par ailleurs, la réaction de dismutation de l’H2O2 en molécules d’eau et d’oxygène, 

catalysée par la catalase ne fait pas appel à d'autres substrats (Foyer and Noctor, 2016). 

Contrairement à la CAT, l’APX nécessite un cycle de régénération de l'acide ascorbique (AsA) 

et / ou du glutathion (GSH) impliquant les MDHAR, DHAR et GR (Noctor et al. 2018). 

 On pense que l'APX joue le rôle le plus essentiel dans l'élimination des EROs et la 

protection des cellules des plantes supérieures (Gill et Tuteja, 2010). L’APX est impliqué dans 

le piégeage du H2O2 dans les cycles eau-eau et AsA-GSH et utilise AsA comme donneur 

d'électrons (tableau 1). L’APX a une plus grande affinité pour H2O2 (plage µM) que la CAT 

(plage mM) et elle peut avoir un rôle plus crucial dans la gestion des EROs pendant le stress. 

Une expression améliorée de l'APX dans les plantes a été démontrée dans différentes conditions 

de stress. Une augmentation significative de l'activité APX a été notée sous stress hydrique chez 

trois cultivars de P. vulgaris (Zlatev et al. 2006) et P. asperata (Yang et al. 2008).  

 L'APX peut être distinguée de la guaiacol peroxydase isolée des plantes (GPX) en 

termes de différences de séquences et de fonctions physiologiques (Gill et Tuteja, 2010). GPX 

décompose l'acide indole-3-acétique (IAA) et a un rôle dans la biosynthèse de la lignine et la 

défense contre les stress biotiques en consommant H2O2. La GPX préfère les donneurs 

d'électrons aromatiques tels que le gaïacol et le pyragallol oxydant généralement l'ascorbate à 

un taux d'environ 1% de celui du gaïacol (Asada, 1996). L'activité de la GPX varie 

considérablement en fonction des espèces végétales et des stresses. Une augmentation 

concomitante de l'activité GPX dans les tissus foliaires et racinaires de Vigna radiate (Panda et 

al. 2001), O. sativa (Yamane et al. 2009) a été rapportée sous un stress salin. 

l’ensemble de ces systèmes antioxydants collaborent, à différentes échelles, pour 

éliminer l'excès d’EROs non nécessaire aux processus basiques de la plante et pour stabiliser 

l'état biochimique interne de la cellule lors de divers stress abiotiques, conduisant à 

l'acclimatation et à la tolérance de la plante (Noctor et al. 2018). 

Les plantes qui sont capables d’induire leur système antioxydant enzymatique lors d’un 

déficit hydrique, sont capables par ce biais de protéger la machinerie cellulaire et limiter les 

dommages causés par les EROs (Sofo et al. 2015). Par ailleurs, la fonction de certaines enzymes 

antioxydantes peut être non seulement de contrôler la concentration en EROs, mais aussi de 
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permettre à la cellule de détecter leurs variations de niveau ainsi que les perturbations du redox 

tout en déclenchant le processus de signalisation (Noctor et al. 2018).  

I.6.8. Les Rhizobiums et le déficit hydrique 

 La température élevée, la faible humidité relative, le taux d'évaporation élevé et les 

précipitations rares sont les principales caractéristiques des régions arides et semi-arides. Les 

sols de ces régions sont généralement carencés en azote et en matière organique (Rajasekar et 

al. 2015). Ces écosystèmes sont caractérisés par un manque d'humidité et d'azote, mais la 

sécheresse et les stress salins sont probablement les principaux facteurs qui inhibent la 

croissance des organismes dans les régions arides et semi-arides (Fita et al. 2015 ; Rajasekar et 

al. 2015).  

 Dans des conditions de carence en eau, le rhizobium modifie sa structure morphologique 

et la morphologie modifiée entraîne une réduction de l'infection rhizobienne et de la nodulation 

des légumineuses et une restriction du développement et de la fonction des nodules (Pathak et 

al. 2017). En effet, les rhizobiums peuvent exister dans les sols arides et semi-arides, mais leur 

densité est la plus faible dans les conditions les plus desséchées ; cependant, elle augmente à 

mesure que le stress hydrique est atténué (Jenkins et al. 1989). 

 Cependant, certaines espèces rhizobiennes ont montré leur capacité à tolérer et à 

survivre dans des conditions de sécheresse et de déficit hydrique sévère (Abolhasani et al. 

2010 ; Ullah et al. 2017). Ces souches peuvent supporter des conditions de sécheresse sévère 

par diverses stratégies d'adaptation et la production d'un certain nombre de composés, 

notamment des chaperons et des sucres, la synthèse de l'enzyme de stress 1-

aminocyclopropane-1-acide carboxylique et la production d'exopolysaccharides, de tréhalose, 

d'agents solubilisants de phosphate, de sidérophores, des phytohormones, etc. (Hussain et al. 

2014). Ces souches peuvent être utilisées pour améliorer l'impact de la sécheresse sur les plantes 

et pour les aider à tolérer des conditions défavorables en produisant des changements physiques 

et chimiques (Yang et al. 2009). Des études sur la symbiose Rhizobium-légumineuse montrent 

que la teneur en trehalose des nodules soumis à un stress hydrique est positivement corrélée à 

une augmentation de la tolérance des plantes à ce stress. Wadisirisuk et al. (1989) ont observé 

que les rhizobiums osmotolérants peuvent migrer même dans des conditions d'humidité faible. 

Zahran (1999) a amélioré la nodulation et la fixation de l'azote chez M. sativa en inoculant les 

plantes avec des rhizobiums résistants à la sécheresse. Athar et Johnson (1996) ont signalé que 

les souches osmotolérantes de R. meliloti se comportent mieux que celles des rhizobiums non 

tolérants de la luzerne et forment une relation symbiotique efficace dans des conditions de 
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sécheresse. Il a été rapporté que les souches rhizobiennes ayant la capacité d'augmenter 

l'accumulation de solutés compatibles sont plus performantes dans les sols stressés (Straub et 

al. 1997). 

I.6.9. La symbiose Rhizobium-légumineuse et le déficit hydrique 

 La symbiose Rhizobium-légumineuse est l'association la plus populaire dans n'importe 

quel écosystème et a un rôle important dans l'enrichissement en azote des sols par rapport à 

d'autres systèmes biologiques fixateurs d'azote et est largement utilisée pour le rendement 

durable des cultures et la fertilité du sol dans les pratiques agricoles (Egamberdieva et al. 2015). 

Mais encore, les systèmes de culture de légumineuses augmentent améliorent la productivité 

des plantes et préviennent l'érosion et la désertification (Egamberdieva et al. 2014). Or, cette 

symbiose est sensible à divers stress environnementaux, à savoir la sécheresse, le pH du sol, la 

température, l'engorgement, la faible teneur en phosphore et d'autres limitations en nutriments 

(Zahran 1999).  

 Par ailleurs, les légumineuses ont la capacité de modifier la composition de la 

communauté bactérienne du sol (Lorenzo et al. 2010 ; Bakhoum et al. 2012) et peuvent changer 

les communautés responsables de la fixation symbiotique de l'azote (Rodrıguez-Echeverrı'a 

2010). La nodulation est également influencée par un certain nombre de facteurs, à savoir, le 

stress salin et hydrique, les températures, le type de sol, le pH, la teneur en matière organique, 

les populations rhizobiennes, la nature de l'hôte, etc. Dudeja et al. 2012; Bansal et al. 2014). 

Des études révèlent que les symbioses Rhizobium-légumineuse peuvent se produire dans des 

conditions environnementales sévères, notamment une exposition au sel, à l'aridité, à un sol 

acide ou alcalin, à des températures plus élevées, à une carence en éléments nutritifs et à la 

toxicité du sol (Zahran 1999; Sadowsky 2005). Les stress environnementaux associés à la 

symbiose Rhizobium-légumineuse ont été étudiés chez plusieurs espèces de légumineuses 

(Abd-Alla et al. 2014 ; Laranjo et al. 2014). Fujishige et al. (2006, 2008) ont rapporté que les 

rhizobiums établissent des biofilms sur des surfaces biotiques ou abiotiques pour leur aptitude 

globale dans le sol et la rhizosphère, contribuant à une symbiose efficace (Rinaudi et al. 2006). 

Les biofilms sont essentiellement des communautés bactériennes fixées à la surface d'espèces 

uniques ou multiples recouvertes d'une matrice extracellulaire autoproduite (Stanley et 

Lazazzera 2004). Dans ce biofilm, les rhizobiums sont protégés de divers stress 

environnementaux en raison d'un taux métabolique plus faible et d'une matrice exopolymère. 

Plusieurs exemples prouvent que malgré le fait que les rhizobiums ne sont pas des sporulés, ils 

restent viables sous un stress sévère (Gorbushina et al. 2007). Certaines espèces rhizobiennes 
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survivent dans le sol au moins 4 à 5 ans sans leur hôte (Hirsch 2010). Figueiredo et al. (1999) 

ont signalé que l'inoculation avec Bradyrhizobium peut améliorer l'effet négatif d’une carence 

en eau sur le niébé (Vigna unguiculata). Le déficit hydrique a affecté négativement les 

paramètres de croissance et de nodulation dans les combinaisons luzerne-rhizobium, tandis que 

les combinaisons impliquant la souche rhizobienne RhL9 ont exprimé plus de niveaux de 

tolérance que les autres combinaisons (Mouradi et al. 2016).  

 Alors que les études menées sur R. phaseoli et R. leguminosarum bv phaseoli ont montré 

une efficacité réduite dans la nodulation des cultures, certains de ces organismes sont connus 

pour avoir des attributs adaptatifs qui leur permettent de faire face aux stress grâce à la 

production de protéines telles que les lipopolysaccharides, les exopolysaccharides et les 

protéines de choc thermique (Nandal et al. 2005). Les rhizobiums sont capables de résister aux 

climats arides grâce à une meilleure capacité de rétention des nutriments et de l'eau dans la 

rhizosphère en raison des EPS et des catalases sécrétés. R. phaseoli (MR-2), R. leguminosarum 

(LR-30) et M. ciceri (CR-30 et CR-39) ont pu augmenter le rendement et la croissance dans les 

zones sujettes à la sécheresse grâce à la production de déterminants. L'une des raisons possibles 

de l'efficacité de ces souches peut résider dans la capacité de produire de l' acide indole acétique 

(IAA), ce qui améliore la longueur des racines des plantes et augmente l'efficacité de 

l'acquisition d'eau (Hussain et al. 2015). 
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Chapitre II : Matériel et Méthodes 

II.1. Matériels biologiques 

 II.1.1. Fève (Vicia faba L. major) 

 Deux variétés de fèves (Vicia faba L. Var. Major), Aquadulce (AQD) et Maltais (MLT), 

introduite en Algérie en 1953, ont été sélectionnées pour cette étude. La variété AQD a été 

sélectionnée pour être, selon la littérature, tolérante vis-à-vis du stress hydrique (Kabbadj et al. 

2017), tandis que la variété MLT a été sélectionnée pour sa fréquente utilisation par les 

agriculteurs locaux en Algérie.  

 II.1.2. Blé dur (Triticum durum) 

 Deux variétés de blé dur (Triticum durum Desf.), Waha (WH) et Oued Zenati368 (OZ) 

ont été sélectionnées pour cette étude. WH est une variété améliorée (Cimmyt - Icarda), à 

chaume et cycle courts, sensible à la sécheresse et aux gelées printanières. Au contraire, OZ est 

une variété locale ancienne à haut potentiel de production, à paille haute et à cycle végétatif 

relativement long avec une bonne qualité semoulière, elle est assez bonne tolérance à la 

sécheresse. Les graines des deux variétés étudiées, ont été obtenues auprès de l’Institut National 

de la Recherche Agronomique (INRA) de Constantine. 

 II.1.3. Rhizobiums (Rhizobium leguminosarum) 

 Pour cette étude, deux souches de Rhizobium leguminosarum ont été sélectionnées. La 

première souche de Rhizobium était Rhizobium Leguminosarum bv. viciae 3841, capable de 

noduler les légumineuses de la tribu Viciae - Vicia, Pisum, Lathyrus, Lens. Elle a été reçu de 

l'Institut Sophia Agrobiotech, Nice, France. La seconde souche de Rhizobium a été isolée des 

nodosités de Lens culinaris d'une région algérienne semi-aride, la souche OL13 (Riah, 2015). 

 

II.2. Réponse physiologique et génétique de Vicia faba en symbiose avec Rhizobium 

leguminosarum (souche 3841) au déficit hydrique sous conditions contrôlées. 

II.2.1. Stérilisation des graines 

 Les graines des deux génotypes de fève ont été stérilisées en surface en les immergeant 

dans de l’éthanol 70% pendant 2 minutes tout en agitant. Les graines ont été rincées avec de 

l'eau stérile déminéralisée puis couvertes d’une solution contenant 5% d’hypochlorite de 

Calcium, pendant 10 min sous agitation. La solution a été éliminée et les graines ont été rincées 

3 fois à l’eau stérile déminéralisée. Les graines ont ensuite été laissées à germer dans du coton 

stérile à 23°C à l’obscurité pendant six jours. 
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II.2.2. Inoculation des graines 

II.2.2.1. Préparation des inoculums 

 Afin d’obtenir les inoculums nécessaires pour l’inoculation des graines, les souches de 

rhizobiums sélectionnées ont été cultivées sur un milieu spécifique solide, le Yeast Extract 

Mannitol (YEM) (Annexe 1) pendant 48h à 28°C. Les colonies isolées ont été prélevées et 

transférées dans du bouillon YEM à 30°C pendant 24h sous agitation permanente de 150 rpm. 

Les souches de Rhizobium ont ensuite été collectés par centrifugation à 5000×g pendant 20 min 

(deux fois 10 min). Ensuite, les cellules bactériennes (culot) ont été lavées et mises en 

suspension dans de l'eau distillée stérilisée et une densité cellulaire bactérienne uniforme de 108 

CFU (UFC= Unité Formant Colonie).mL-1 a été obtenue en maintenant la densité optique à une 

longueur d'onde de 600 nm par un spectrophotomètre. Ces suspensions de Rhizobium ont été 

utilisées comme inoculum. 

II.2.2.2. Inoculations des graines 

 Les plantes de toutes les variétés ont été inoculées au 3éme et 8éme jour après leur semis, 

avec la souche référence Rhizobium leguminosarum bv. viciae (souche 3841) à 0.05 à une DO 

600nm. 

II.2.3. Conduite des essais et application du déficit hydrique 

 L'essai a été mené en chambre de culture au laboratoire de l’institut Sophia Agrobiotech, 

Université Côte d’Azur - Nice, France. La chambre de culture a été maintenue à une température 

diurne de 23°C et une température nocturne de 20°C avec une photopériode de 16 heures. 

L'humidité relative a été maintenue entre 50 et 60%. Six jours après leur germination, les jeunes 

plantules ayant un stade de développement homogène ont été transplantées dans des pots de 2L 

contenant chacun 2,150 Kg d’un mélange tourbe (Floratorf®, Floragard GmbH, Germany) et 

sable (sable extra siliceux de Biot, Ref. B5) avec un rapport 4 :1 (v/v) (Fig II.1).  Ensuite, 

l’inoculation a été répétée deux fois pour s’assurer de la mise en place de la symbiose.  

 Les plantes ont été irriguées avec de l’eau osmosée et une fois par semaine avec une 

solution nutritive dépourvue azote (Annexe 2). Aucun engrais supplémentaire n'a été ajouté aux 

plantes tout au long de l'expérience. Le mélange (sable/tourbe, 4:1 v/v) utilisé avait une capacité 

au champ (CC) de 610 ml d’eau, en utilisant un plan factoriel complètement randomisé avec 4 

répétitions. Chaque pot a été amené à 80% de la capacité au champ en ajoutant 488 ml d'eau. 

Les pots ont été pesés tous les 2 jours et des quantités d'eau égales à la perte de poids ont été 

ajoutées. 
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(A) (B) (C) 

 Les plantes ont été arrosées a 80% CC jusqu’au stade 3 feuilles. Ensuite, deux 

traitements d’irrigation, stressé et bien irrigué, ont été appliqués dans cet essai en chambre de 

culture. Dans le traitement bien arrosé, les pots ont été irrigués comme décrit ci-dessus jusqu'à 

la récolte (34éme jour après le semis). La moitié des plantes ont été exposées à un stress hydrique 

de 40% à partir du 20éme jour (stade 2 à 3 feuilles) en diminuant l'apport en eau afin de réduire 

le niveau d'humidité de la capacité au champ au niveau du stress hydrique (40%). Les pots ont 

été pesés et les quantités d’eau perdues ont été ajoutées. Les mesures ont été effectuées 14 jours 

après le début du stress hydrique. 

 

Figure II.1. Plantes de Vicia Faba cultivées en chambre de culture. Stade trois feuilles (A), stade fin de la phase 

végétative/Début floraison (B) et plante de Vicia faba (C). 

Capacité au champ 

Afin de maintenir un stress hydrique adéquat, nous avons estimé la capacité au champ 

(CC) du dispositif expérimental, la CC étant la quantité d'eau dans le sol qui reste après 

élimination de l'eau par gravité après la saturation en eau. Le poids sec du substrat (tourbe : 

sable) utilisé a été déterminé et les pots ont été arrosés à saturation, couverts et laissés s'écouler 

librement pendant 24 heures. Les pots ont ensuite été pesés et la quantité d’eau contenue a été 

supposée correspondre à la capacité au champ. 

II.2.4. Détermination de la hauteur et des biomasses fraîches et sèches des plantes 

Juste avant la récolte, la longueur de la partie aérienne de la fève a été mesurée en (cm). 

Immédiatement après la récolte, les plantes de fève ont été séparées en partie aériennes, partie 

racinaire et nodosités pour déterminer les poids frais (PF) de chaque partie. Une fois les mesures 

des PF terminées, le matériel végétal (parties aériennes et racinaires) a été placé dans une étuve 

à 60°C jusqu'à obtention d’un poids fixe. Ensuite, le poids sec (PS) a été mesuré pour chacune 

des fractions mentionnées précédemment.  
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II.2.5. Détermination de la teneur absolue en eau des plantes 

La teneur absolue en eau (CAE) a été déterminée selon la formule suivante : 

CAE (%) =
(PF − PS)

(PF)
× 100 

PF étant le poids frais de la plante et le PS  le poids est le poids sec après séchage des 

échantillons à 80°C pendant 48h. 

II.2.6. Analyse de l’expression relative de gènes par RT-PCR 

II.2.6.1. Extraction et quantification de l'ARN  

Les échantillons de feuilles collectées ont été broyés dans de l’azote liquide afin d’éviter 

tout réchauffement des tissus afin d’éviter la dégradation des ARN par les ARNases. 100 mg 

de la poudre obtenue a été mélangé avec 1 ml de RNAzol® RT (Sigma) et 400 µl d'eau DEPC 

dans un tube Eppendorf de 2 mL, vortexé et incubé à température ambiante pendant 15 min. Le 

mélange obtenu est centrifugé à 12.000×g pendant 15 min à 4°C, et le surnageant (environ 1 

ml) est récupéré dans de nouveaux tubes Eppendorf. Ensuite, 500 µl d'isopropanol à 100% sont 

ajoutés à ce dernier afin de précipiter l’ARN. Le mélange est ensuite délicatement mélangé et 

laissé incuber à température ambiante pendant 10 min.  

Après une centrifugation, on obtient un culot d’ARN qui a été lavé à l’éthanol 70% afin 

d’éliminer les traces de sels et permettre un séchage rapide du culot. Après élimination du 

surnageant, 500 µl d'éthanol à 75% sont ainsi ajoutés pour laver le culot et retirés des tubes 

après une centrifugation à 12.000×g pendant 5 min. Une deuxième étape de lavage est réalisée 

en ajoutant 400 µl d'éthanol et en centrifugeant à nouveau pendant 10 min à 12.000×g. L'éthanol 

est finalement entièrement éliminé, puis le culot d'ARN est brièvement sécher à l'air à 

température ambiante pendant 10 minutes sous hotte. Le culot est ensuite resuspendu dans un 

volume minimum d’eau DEPC à déterminer. Une nouvelle centrifugation est réalisée afin 

d’éliminer les dernières insolubilités. Le culot d'ARN purifiés est solubilisé dans 50 µl d'eau 

DEPC pour une concentration finale de 200-300 ng/µl. La concentration d'ARN est déterminée 

par spectrophotométrie à l’aide d’un Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, 

USA) et seuls les ARN présentant une grande qualité ont été utilisés pour la synthèse de 

l’ADNc. L’intégrité des ARN est vérifié sur gel d’agarose avant que ces derniers puissent être 

stockés à -80°C. Tout au long de la procédure, l'eau ultrapure stérile traitée auparavant avec du 

DEPC (diéthylpyrocarbonate) a été utilisée. 

 



Chapitre II : Matériel et Méthodes 
 

50 
 

II.6.2. Electrophorèse des ARN sur gel d’agarose 

1µg d’ARN est mis en présence de 5 µL de tampon de charge sur un gel d’agarose 1%. 

Les ARN sont visualisés sur une table UV grâce au bromure d’éthidium (BET) ajouté lors de 

la préparation du gel. Cet agent intercalant s’insère entre les bases des acides nucléiques et 

présente dans son état intercalé la fluorescence orange observée en UV court (~300 nm). La 

visualisation nette des sous-unités ribosomiques 28S, 18S et 5S démontre la qualité des ARN.  

II.2.6.3. Synthèse des ADN complémentaires (ADNc) 

Un traitement préalable à la DNase est effectué pour empêcher la contamination par 

l'ADN génomique. Ainsi, 500 ng de chaque échantillon sont traités avec 1 µl de RNase-Free 

DNAse (Promega) RQ1 additionnés de 1 µl du tampon réactionnel 10X dans 10 µl d'eau DEPC. 

La réaction est incubée pendant 30 min à 37°C puis arrêtée suite à l’ajout de 1 µl de la solution 

d'arrêt de la RQ1 DNase et une incubation à 65°C pendant 10 min. 

 La transcription inverse de l'ARN total (1000 ng/échantillon) est effectuée avec le 

système de transcription inverse GoScriptTM. Premièrement, les échantillons sont incubés avec 

des amorces Oligo(dT) et des amorces aléatoires à 70°C pendant 5 minutes. Ensuite le mélange 

est placé directement sur la glace pendant 5 min. Après, un mélange réactionnel comprenant le 

tampon GoScriptTM 5X, le mélange nucléotidique 0,5 mM, l’inhibiteur de la ribonucléase 

RNasin® ribonucléase  et l’enzyme Reverse Transcriptase  GoScriptTM est ajouté au premier. 

De l'eau est ajoutée pour obtenir un volume final de 20 µl. Une première étape à 25°C pendant 

5 minutes est suivie d'une seconde étape à 42°C pendant 1 heure. Pour inactiver la réaction, un 

choc thermique réalisé à 70°C pendant 15 minutes est nécessaire. Après les échantillons sont 

dilués 40 fois.  

II.2.6.4. Polymerase Chain Reaction : PCR 

La PCR correspond à l'amplification de fragments d'ADN matrice liés par des amorces 

qui lui sont spécifiques. La réaction se déroule en 3 étapes : dans un premier temps, l'ADN est 

dénaturé afin de séparer les deux brins complémentaires. Il s'ensuit l'hybridation des amorces 

sens et antisens à la matrice d'ADN du fait de leur température thermodynamiquement adéquate, 

désignée par la Tm ("melting temperature"), qui est déterminée selon une formule qui tient 

compte du pourcentage de GC : Tm = 2(A+T) + 4(G+C). Une dernière étape consiste en 

l’élongation des amorces et permet à l'ADN polymérase thermostable de synthétiser le brin 

complémentaire de l’ADN matrice à une température qui lui est optimale. Ce brin est synthétisé 

à partir des dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel. 
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II.2.6.5. Choix des amorces  

 Les amorces utilisées ont été sélectionnées dans le cadre d’une thèse précédente 

(Kabbadj, 2019), vu leur implication dans la réponse au déficit hydrique (gènes des voies d 

biosynthèse de la proline et ceux impliqués dans la réponse antioxydante). Elles ont été 

sélectionnées de deux façons : soit elles ont été directement sélectionnées sur la séquence des 

gènes spécifiques de Vicia faba dans les banques de données génomiques NCBI, soit 

sélectionnées sur la base d’un alignement de séquences de gènes d’espèces différentes (Pisum 

sativum) pour localiser les séquences conservées. Dans le cas de ces séquences conservées, les 

amorces "sens" et "anti-sens" (25 pb) sont désignées à partir de gènes de Pisum sativum, l'espèce 

la plus proche génétiquement de Vicia faba chez la Famille des Fabacées.  

II.2.6.6. PCR Quantitative en temps réel  

Lors de nos travaux, cette réaction est réalisée dans un volume total de 15 µl composé 

de : 7,5 µl de qPCR Master Mix GoTaq® (Promega) (contenant l'ADN polymérase, un colorant 

fluorescent SYBR Green 2x), 0,45 µl des amorces sens et anti-sens (10 µM), 0.15 µl du colorant 

fluorescent ROX, 5 µl d'ADNc 40 fois dilués et 1.45 µl d'eau DNAse free. Le système de PCR 

en temps réel conçu par le Thermocycle AriaMx (Agilent) qui est utilisé, est programmé pour 

réaliser une première étape de dénaturation à 95°C pendant 2 minutes et 40 cycles 

d'amplification (3 sec 95 °C, 30 sec 60 °C). Le signal fluorescent est mesuré après chaque cycle. 

Les courbes de fusion sont déterminées en lisant le signal fluorescent de 65°C à 95°C par une 

étape de 0,5°C pour vérifier la qualité de chaque amplification. Chaque réaction est répétée trois 

fois pour chaque gène.  

II.2.6.7. Quantification relative 

La quantification relative nécessite le calcul du rapport entre la quantité du gène cible 

étudié et un gène de référence pour chaque échantillon. Le choix de ces gènes de référence dit 

de ménage est une étape cruciale. Il faut en effet que ces gènes montrent une expression qui ne 

varie pas entre les deux conditions comparées. De plus, l'avantage de cette technique est que 

l'utilisation d'un gène de référence peut minimiser les variations potentielles dans la préparation 

et la manipulation des échantillons. Dans notre cas, deux gènes de référence présents chez Vicia 

faba ont été choisi (VfAct et VfCYP). Le tableau II. 1 affiche l’ensemble des gènes étudiés ainsi 

que les séquences nucléiques des amorces sens et anti-sens choisis afin de les amplifier. 
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Tableau II.1. Amorces utilisées pour la quantification de transcrits par RT-qPCR 

Gènes identifiés chez Vicia faba Amorces sens (5′–3′) Amorces anti-sens (5′–3′) 

Ascorbate peroxidase 

VfAPX1 

VfAPX2 

 

GGTCCTACTATCCAAGTTTCAC 

CAACCACCCACCCATTCAC 

 

TCAAACCAGAAGCATCAAGAG 

ATTCTGCGTCAACCACCAC 

Superoxyde dismutase 

VfSOD 

 

CTGCCGCCAAGAAAGCC 

 

GGTCCTGTTGAGATACACCCATT 

Catalase 

VFCAT 

 

GATTTTGACCCACTTGATGTAACC 

 

AGGCACGATAATGGCAGGAC 

Glutathione reductase 

VfGR1 

VfGR2 

 

GACCCTTCATTCCTGATATTCCT 

CAATATGGCGTGGGATGG 

 

CCATTAAAGATACCAGCAAACTCC 

AACTACAGCTCTCATTTCGTC 

Gamma-Glutamylcystéine Synthétase 

VfϒECS1 

 

 

AGTGTTTGTCGCCAAGGAG 

 

 

CATTTACCACAGTCCCACTAACC 

Monodehydroascorbate reductase 

VfMDAR1 

VfMDAR2 

 

 

CGCCTTTCTTCCACTTCC 

CTTCTATTCCCGTTCATTTGACC 

 

 

CCGCCAACAATCACATACTC 

CCTCTTTAATCCAGTATGTCCCA 

Pyrroline-5-Carboxylase Synthase 

VfPC5S1 

 

 

TTCTCATTCTTCTCTACCAACGAC 

 

 

TCTTTGACGAAATCTCTACAAGGG 

Pyrroline-5-Carboxylase Réductase 

VfPC5R1 

 

 

ATCAATGGCAACCCTTAGTG 

 

 

CATTCATCAGTGTTCCACGG 

Ornithine amino-transférase 

VfAOT1 

 

CTCCAATAAACAAACCTCTTCCC 

 

GTGAACTTCTCGGTCTGCTG 

Betaine aldehyde dehydrogenase 

VfBAD 

 

 

AGCAAGTGACTCGGTATATCTC 

 

 

GTATTACCCAACTCTTATTCTCGTG 

Respiratory burst oxidase homologue 

VfRbohD 

 

 

TAAATCACCAAGACCATCACAACC 

 

 

TTCAGCCACTTCATTCATTACCC 

Gènes de ménage 

VfACT 

VfCYP 

 

GCTGTCCTCTCCCTCTATGCA 

TGCCGATGTCACTCCCAGAA 

 

GCCGAGGTGGTGAACATATACC 

CAGCGAACTTGGAACCGTAGA 

  Les quantités relatives de transcrits sont déterminés par le biais du calcul des 2-∆(∆Ct) . Selon la 

formule : R= N’1/N’2= 2-[(Ctgène1-Ctref1)-(Ctgène2-Ctref2)]  

Où : 

▪ R est la quantité relative de transcrits  

▪ N’1 est la quantité normalisée d’ADNc du gène d’intérêt dans la condition 1  

▪ N’2 est la quantité normalisée d’ADNc du gène d’intérêt dans la condition 2 

▪ Ctgène1est le Ct obtenu lors de l’amplification du gène d’intérêt dans la condition 1 

▪ Ctgène2 est le Ct obtenu lors de l’amplification du gène d’intérêt dans la condition 2 

▪ Ctref1 est le Ct obtenu lors de l’amplification du gène de référence dans la condition 1 

▪ Ctref2 est le Ct obtenu lors de l’amplification du gène de référence dans la condition 2 

II.2.7. Analyses statistiques 

 L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel XLSTAT Version 2016.02.28451 

(Addinsoft, Paris, France) et d'une analyse de variance (ANOVA I). Les données ont été 

exprimées sous forme de moyenne ± erreur standard. Les moyennes ont été statistiquement 

comparées par le post-test de Student-Newman-Keuls. La signification statistique a été acceptée 

à p< 0,05. 
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II.2.8. Aperçu synthétisé de l’expérimentation 

Un aperçu synthétique des objectifs et de l’expérimentation est présenté dans la figure II.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.2. Schéma récapitulatif de l’expérimentation en chambre de culture de la fève. 

AQD MLT 

Souche 
3841 

Application du stress hydrique : Stade trois feuilles (20 jours après la date du semi) 

Non stressées (80% CC)  Stressées (40% CC) 

14 jours de stress : Collecte des échantillons - Feuilles 

Paramètres morphologique 

• Mesure de la hauteur (cm) 

Paramètres physiologique 

• Biomasse fraiche et sèche 
(g/plante) 

• Contenu absolue en eau 
(CAE) 

Paramètres moléculaire 

• Evaluation de l’expression de 
14 gènes par RT-PCR (P5CS1, 
P5CR, AOT1, BAD, ϒECS1, 
SOD, CAT, APX1, APX2, 
MDAR1, MDAR2, GR1, GR2, 
RbohD).  

Paramètres mesurés 

Objectif : 

Comparaison de deux variétés de 

fève vis-à-vis de leur tolérance au 

déficit hydrique sous des conditions 

contrôlées 
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II.3. Réponses morphologique, physiologique et biochimique de la symbiose Vicia 

faba - Rhizobium leguminosarum au déficit hydrique. 

II.3.1. Stérilisation des graines 

 Les graines des deux génotypes de fève ont été stérilisées en surface en les immergeant 

dans de l’éthanol 70% pendant 2 minutes tout en agitant. Les graines ont été rincées avec de 

l'eau stérile déminéralisée puis couvertes d’une solution contenant 5% d’hypochlorite de 

Calcium et 0.1% de tween 20, pendant 10 min sous agitation. La solution a été éliminée et les 

graines ont été rincées 3 fois à l’eau stérile déminéralisée. Les graines ont ensuite été couvertes 

de nouveaux d’eau stérile distillée et placée à 4°C pendant 48h. Les graines ont ensuite été 

laissées à germer dans du coton stérile à 23°C à l’obscurité pendant six jours. 

II.3.2. Inoculation des graines 

II.3.2.1. Préparation des inoculums 

 La méthode suivie est décrite dans le titre : II.2.2.1. Préparation des inoculums. 

II.3.2.2. Inoculations des graines de fève 

 Pour cet essai, deux souches de Rhizobium leguminosarum bv. viciae (3841 et OL13) 

ont été sélectionnées afin de déterminer leur effet sur les deux génotypes de fève, sous les deux 

conditions hydrique étudiées (80% et 40% CC). Trois jours après le semis des graines de fève 

en pots, 10 mL/plante de chaque solution d'inoculums ont été ajoutés individuellement aux 

plantes. L’essai a été divisé en 3 traitements bactériens différents. Le premier 1/3 a été inoculé 

par la souche 3841, le deuxième 1/3 par la souche OL13 et le dernier 1/3 a servi de témoins non 

inoculé.  Pour les plantes témoins, 10 mL d’eau distillée stérilisée lui ont été ajouté.  

II.3.3. Conduite des essais et application du déficit hydrique 

 L'expérience a été menée sous serre au laboratoire de Génétique Végétale, Biochimie et 

Biotechnologie, Université Mentouri Frères-Constantine I, Algérie, durant l'hiver 2019 sous 

lumière naturelle, température de l'air entre 22°C ± 4°C (nuit/jour), 50±80 % d'humidité relative 

et 16 h de photopériode. Six jours après leur germination, les jeunes plantules ayant un stade de 

développement homogène ont été transplantées dans des pots contenant 3,5 Kg d’un mélange 

stérile de sable et tourbe (4:1 v/v). Les plantes ont été inoculées un jour après le transfert avec 

les souches de rhizobia 3841 et OL13, préparés comme décrit précédemment. Ensuite, 

l’inoculation a été répétée deux fois pour s’assurer de la mise en place de la symbiose. Les 

plantes ont été arrosées avec une solution nutritive dépourvue d’azote (Annexe 2) une fois par 

semaine. 
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(A) (B) (C) 

 Le déficit hydrique a été initié lorsque les plantes avaient atteint le stade début floraison 

(50% de plantes ont émis leur première fleur) (Fig. II.3). Le stress a été appliqué sur la moitié 

des plantes de chaque traitement bactériens, et cela en réduisant le niveau d’humidité disponible 

de la capacité aux champs jusqu’à 40%. L’autre moitié a été maintenue à 80% de CC. 

L’application du stress hydrique a durée jusqu’à ce que le premier génotype montre les 

symptômes de flétrissement visuel permanent, soit 28 jours après le début du déficit hydrique. 

Après 28 jours de déficit hydrique, des paramètres morphologiques et physiologiques ont été 

évalués in vivo. Tout le matériel végétal a été récolté à la fin de l'expérimentation, soit à 70 

jours  après le semi. La 3ème feuille (la feuille la plus jeune complètement déployée) de chaque 

plante, des échantillons de racines fraiches et les nodosités ont été prélevés et congelés 

immédiatement dans de l’azote liquide puis placés au -80°C pour le dosage des osmoprotectants 

et des enzymes antioxydantes.   

 Toutes les observations physiologiques ont été enregistrées sur la plus jeune feuille 

complètement déployée entre 12h et 14h. Cette période a été choisie parce que le potentiel 

hydrique de la fève à la mi-journée a été signalé comme l'indicateur le plus sensible de l'état 

hydrique des plantes (Karamanos, 1982). Il s'appuie sur des observations similaires concernant 

d'autres cultures (Rascio et al. 1987). 

 

Figure II.3. Plantes de Vicia Faba cultivées sous serre. Stade trois feuilles (A), stade fin de la phase végétative 

(B) et fleurs de Vicia faba (C). 

II.3.4. Teneur en chlorophylle totale (SPAD Index) 

 La teneur en chlorophylle totale a été déterminée à l’aide d’un chlorophylle mètre SPAD 

(Soil Plant Analysis Development, modèle 502 Minolta). La mesure donnée est la moyenne de 

3 lectures effectuées le long de la feuille la plus jeune complètement déployée pour la fève et 

la feuille étendard pour le blé dur. La teneur en chlorophylle totale de deux feuillets par feuilles 

a été mesurée. 
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II.3.5. Détermination de la hauteur et du nombre de nœuds 

 Juste avant la récolte, la longueur de la partie aérienne a été mesurée en (cm) pour la 

fève et le blé dur. Le nombre de nœuds a été compté pour les plants de fève. 

II.3.6. Conductance stomatique 

La conductance stomatique a été mesurée à l'aide d'un poromètre (AP4 Delta-T Devices, 

Cambridge, Angleterre). Seules les feuilles entièrement éclairées ont été utilisées pour 

enregistrer la conductance. Ce paramètre a été mesuré entre 12h et 14h. 

II.3.7. Détermination de biomasses fraîche et sèches 

Juste après la récolte, les plantes de fève ont été séparées en partie aériennes, partie 

racinaire pour déterminer les PF et PS de chaque partie séparément. Une fois les mesures des 

PF terminées, le matériel végétal a été placé dans une étuve à 60°C jusqu'à obtention d’un poids 

fixe. Ensuite, le PS a été mesuré pour chacune des fractions mentionnées précédemment.  

II.3.8. Réponse de croissance (%)  

 La réponse de croissance (RC) (%) des plantes inoculées par rapport aux plantes non 

inoculées a été calculée pour déterminer l’effet de l’inoculation par les souches étudiées sur la 

croissance des plantes de fèves en utilisant la formule suivante donnée par Hetrick et al. (1995): 

 𝑅𝐶% =
(Poids sec 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙é𝑠 − Poids sec 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑛𝑜𝑛−𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙é𝑠 )

Poids sec 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑛𝑜𝑛−𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙é𝑠
 ×  100 

 

II.3.9. Dosage des pigments photosynthétiques  

 Les pigments photosynthétiques ont été mesurés comme décrit par (Takele, 2010). Les 

teneurs en chlorophylle et en caroténoïde ont été déterminées à partir de 0,2 g d’échantillons de 

feuilles. Ces feuilles ont été découpées en petits morceaux et immergées dans 4 ml d'acétone à 

80% pendant 48 h à 4 °C. L’absorbance des échantillons est déterminée à 645, 663 et 470 nm 

au spectrophotomètre UV-visible, modèle Biomate 3. Les teneurs en pigments sont calculées 

en μg.ml-1 selon les équations suivantes (Lichtenthaler et Wellburn 1983) : 

• Chlorophylle a:   Chl a = 12,21 DO663 – 2,81 DO645 

• Chlorophylle b:   Chl b = 20,13 DO645 – 5,03 DO663 

• Chlorophylles totales :  Chl = Chl a + Chl b 

• Caroténoïdes totaux (xanthophylles + β-carotènes) : 

Ca = (1000 DO470 – 3,27 Chl a – 104 Chl b) / 229 
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II.3.10. Dosage des osmoprotectants 

 II.3.10.1.Teneur en proline 

 Les plantes ont été récoltées et des échantillons de feuilles, de racines et de nodosités 

ont été prélevés pour mesurer les teneurs en osmoprotectants. La proline libre a été extraite 

d'échantillons de matériel végétal frais selon la méthode de Troll et Lindsley (1955), modifiée 

par Monneveux et Nemmar (1986). 0,1 g de matières fraîches de chaque partie ont été extraits 

dans du méthanol à 40 % pendant 1 heure à 85 °C. Ensuite, de l'acide acétique, de la ninhydrine 

et de l'acide orthophosphorique ont été ajoutés à 1 ml de l'extrait obtenu et le mélange 

réactionnel a été incubé à 100°C dans un bain-marie pendant 30 min. Après refroidissement des 

mélanges réactionnels, 5 ml de toluène ont été ajoutés. Après avoir mélangé delicatement, les 

chromosphères contenant du toluène ont été aspirées et son absorbance lue à 520 nm dans un 

spectrophotomètre, contre un blanc de toluène. La teneur en proline libre dans l'échantillon a 

été estimée en se référant à une courbe standard et a été exprimée en mol de proline. g FW-1. 

Trois répétitions par génotype et par traitement ont été réalisées. 

 II.3.10.2. Contenu en sucres solubles 

 La teneur en sucres solubles a été définie selon la méthode décrite par Dubois et al. 

(1956). 0,1 g de matières fraîches de chaque partie (aérienne et racinaire) ont été extraits dans 

de l'éthanol à 80 % pendant 48 heures puis séchés sous un courant d'air chaud. Les résidus ont 

été homogénéisé dans 20 ml d'eau. Un millilitre d'extrait alcoolique a été traité avec 1 ml de 

phénol à 5% (v/v) et 5 ml d'acide sulfurique. Le mélange a été maintenu 20 min à 30°C. Les 

teneurs en sucres solubles ont été révélées par la lecture de l’absorbance à 485 nm. La teneur 

en sucres solubles a été estimée en se référant à une courbe standard, construite en utilisant le 

glucose, et a été exprimée en mg de sucre soluble. g FW-1. Trois répétitions par génotype et par 

traitement ont été réalisées. 

II.3.11. Evaluation des indicateurs du stress oxydatifs 

 II.3.11.1. Dosage du contenu en Malondialdéhyde  

 La peroxydation lipidique a été déterminée en mesurant la quantité de malondialdéhyde 

(MDA) produite par la réaction à l'acide thiobarbiturique (TBA) comme décrit par Heath et 

Packer (1968). 0,1 g de feuilles ont été homogénéisés dans un mortier et un pilon avec de l'acide 

trichloracétique (TCA) à 0,1 % (p/v) glacé et centrifugés à 12.000×g pendant 15 min. Le 

surnageant a été utilisé pour la détermination de la teneur en MDA. Une solution à 0,5 % TBA 

(p/v) contenant 20 % TCA (p/v) a été ajoutée au surnageant. Le mélange a été chauffé à 95 °C 

pendant 30 min, refroidi rapidement dans un bain de glace, puis centrifugé à 5000×g pendant 5 
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min pour clarification. La concentration de MDA a été calculée à partir de l'absorbance à 532 

nm (la turbidité non spécifique a été corrigée en soustrayant l'absorbance à 600 nm) en utilisant 

un coefficient d'extinction de 155 mM-1. cm-1 et les résultats exprimés en nmol MDA. g-1 FW. 

Trois répétitions par traitement et par génotype ont été réalisées. 

 II.3.11.2. Dosage du peroxyde d’hydrogène 

 Les teneurs en peroxyde d'hydrogène (H2O2) ont été mesurées comme décrit par  

(Velikova et al. 2000). Des échantillons de matière végétale fraîche (0,1 g) ont été 

homogénéisés dans 5 mL de TCA à 0.1% (p/v). L'homogénat a ensuite été centrifugé à 13000×g 

pendant 15 minutes à 4 °C. Un volume du surnageant est prélevé et incubé en présence de 

l'iodure de potassium (1 M) additionné à 10 mM de tampon phosphate (KH2PO4/K2HPO4; pH 

7). L'absorbance du surnageant a été mesurée à 390 nm. La teneur en H2O2 a été calculée par 

son coefficient d'extinction molaire (0,28 µM-1.cm-1) et les résultats exprimés en nmol H2O2. g
-

1 FW. Chaque traitement comprenait trois répétitions.  

II.3.12. Evaluation de la défense antioxydante sous déficit hydrique 

II.3.12.1. Préparation des extraits enzymatiques pour le dosage des activités d’enzymes 

antioxydantes 

 Des extraits enzymatiques bruts à partir de feuilles, de racines et de nodosités ont été 

utilisés pour déterminer les activités des enzymes antioxydantes. Le matériel végétal (0,2 g) est 

broyé et homogénéiser dans un tampon d’extraction (0,1 mM d'EDTA, 0,1 % (v/v) de Triton 

X-100, 1 mM de fluorure de phénylméthanesulfonyle (PMSF), dans un tampon de phosphate 

de potassium 50 mM, pH 7,8) à l’aide d’un mortier maintenu dans la glace. Le broyat est ensuite 

centrifugé à 15.000×g pendant 30 min à 4°C. Le surnageant récupéré constitue la fraction des 

protéines solubles ou extrait brut. Tous les extraits ont été manipulés à 4°C afin de mesurer de 

la quantité des protéines et celles des activités des enzymes antioxydantes.  

II.3.12.2. Dosage des protéines totales 

La teneur totale en protéines des extraits enzymatiques a été déterminée selon la 

méthode de Bradford (1976) en utilisant de l'albumine de sérum bovin (BSA) comme standard. 

Le principe de cette méthode réside dans la liaison du Bleu de Coomassie G-250 aux liaisons 

peptidiques entraînant un changement de couleur bleue dont l’intensité est mesurée par 

l’absorbance à 595 nm. Le Bleu de Coomassie Brillant G-250 est préparé en dissolvant 100mg 

de poudre dans 50 mL d’éthanol (95%) auxquels sont ajoutées 100 ml d’acide ortho-

phosphorique (85%). Le mélange résultant est ajusté à un volume final d’un litre par de l’eau 

distillée puis filtré et conservé à froid (4°C). 
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 Une aliquote de l’extrait protéique est additionnée à 2,5 mL du colorant. La coloration 

se développe dans un intervalle de temps allant de 5 à 30 min. L’absorbance est lue à 595 nm à 

l’aide d’un spectrophotomètre UV-visible, modèle Biomate 3, et la concentration en protéines 

est calculée selon une gamme étalon réalisée avec des concentrations croissantes de BSA. 

II.3.12.3. Dosage des activités enzymatiques par spectrophotométrie  

Toutes les activités enzymatiques, à l'exception de la Superoxyde Dismutase, ont été 

calculées avec la formule suivante, et été exprimées en µMol. Min-1. mg-1 de protéines : 

Activité enzymatique =
∆abs × VT

ε × λ ×  VE × [Cp]
 

Δabs : Différence d’absorbance, 

ε : coefficient d’extinction (mM-1 cm-1), 

λ : Largeur de la cuve (cm), 

VT : Volume de la réaction (ml), 

VE: volume de l’extrait enzymatique, 

[Cp]: Concentration en protéines de l’échantillon (mg/ml). 

(pour les blancs le tampon d’extraction a été utilisé) 

a. Détermination de l’activité Superoxyde dismutase (EC 1.15.11) 

 L'activité de la superoxyde dismutase (SOD) a été dosée à l'aide de la méthode au 

nitrobleu de tétrazolium (NBT) de Beauchamp et Fridovich (1971). Le mélange réactionnel de 

dosage était constitué de 50 mM de tampon phosphate (pH 7,8), 2 mM d'EDTA, 9,9 mM de 

méthionine, 55 µM de NBT, 2 µM de riboflavine et d'extrait enzymatique. La réaction a été 

initiée en éclairant les échantillons sous une source lumineuse pendant 20 min, les échantillons 

ont ensuite été placés dans l'obscurité pendant 20 min. L'absorbance des échantillons a été 

mesurée à 560 nm. Le maximum de réduction photochimique du NBT, A max, est déterminé à 

partir d’un tube témoin en l’absence d’extrait enzymatique. Une unité d'activité SOD a été 

définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour provoquer une inhibition de 50 % de la 

réduction de la photoréduction du NBT à 25°C et calculé comme selon la formule suivante : 

Le pourcentage d′inhibition =
A560 max − A560 échantillon

A560 max
× 100 

 Une unité SOD/g de protéines : U.SOD = pourcentage d’inhibition / (n x 50) 

n : quantité de protéines dans la réaction 
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b. Détermination de l’activité Catalase (EC 1.11.1.6) 

L'activité catalase (CAT) a été dosée en suivant la diminution de la densité optique à 

240 nm (ε = 0,036 mM-1 cm-1) selon la méthode de Chance et Maehly (1955). La diminution 

de l'absorbance à 240 nm a été mesurée en conséquence de la consommation de H2O2 Havir et 

McHale (1987). Dans cet essai, 25 mM de tampon phosphate KH2PO4/K2HPO4 (pH 7,0) et 30 

mM de H2O2 ont été utilisés dans la solution réactionnelle. La réaction est déclenchée par l’ajout 

de l’extrait protéique. 

c. Détermination de l’activité Ascorbate peroxydase (EC 1.11.1.11)   

L'activité ascorbate peroxydase (APX) a été dosée selon la méthode de Chen et Asada 

(1992), en mesurant la diminution d'absorbance à 290 nm provoquée par l'oxydation de l'acide 

ascorbique. Dans cet essai, 50 mM de tampon phosphate KH2PO4/K2HPO4 (pH 7,0), 0,1 mM 

d'EDTA, 5 mM de H2O2 et 0,5 mM d'ascorbate de sodium ont été utilisés dans la solution 

réactionnelle. L’activité de l’enzyme est calculée selon le coefficient d’extinction molaire ε = 

2,8 mM-1cm-1. 

d. Détermination de l’activité Gaïacol peroxydase (EC 1.11.1.7) 

L'activité Gaiacol Peroxydase (GPX) (EC 1.11.1.7) a été déterminée selon la méthode 

de Fielding et Hall (1978). Cette activité est mesurée en suivant l’augmentation de l’absorbance 

à 470 nm qui est due à la polymérisation du gaïacol en tétragaïacol en présence de peroxyde 

d’hydrogène. La réaction est initiée par l’addition de l’extrait protéique au milieu réactionnel 

composé de tampon 25 mM de tampon phosphate KH2PO4/K2HPO4 (pH 7,0), 9 mM de gaïacol 

et 10 mM d’H2O2. Le coefficient d’extinction molaire du tétragaïacol est de 26,6 mM-1 cm-1.  

II.3.13. Analyses statistiques 

 L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel XLSTAT Version 2016.02.28451 

(Addinsoft, Paris, France) et d'une analyse de variance à deux facteurs (ANOVA II). Les 

données ont été exprimées sous forme de moyenne ± erreur standard. Les moyennes ont été 

statistiquement comparées par le post-test de Student-Newman-Keuls. La signification 

statistique a été acceptée à p< 0,05. 

II.3.14. Aperçu synthétisé de l’expérimentation 

Un aperçu synthétique de l’expérimentation est présenté dans la figure II.4. 
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Figure II.4. Schéma récapitulatif de l’expérimentation sous serre de la fève. 

AQD AQD AQD MLT MLT MLT 

Souche 
3841 

Souche 
OL13 

Plantes  

non-inoculées 

Application du stress hydrique : Stade floraison (40-45 jours après la date du semi) 

Non stressées (80% CC)  Stressées (40% CC) 

28 jours de stress : Collecte des échantillons- Feuille (F) ; Racines (R) ; Nodosités (N) 

Paramètres morphologique 

• Mesure de la hauteur (cm) 

• Nombre de nœuds    Paramètres physiologique 

• Teneur en chlorophylle totale 

• Dosage des pigments 
photosynthétiques (mg/g PS) 

• Conductance stomatique 
(mmol/m.s) 

Teneur en osmoprotectants 

• Dosage de proline (F, R et N) 
(µmol/g PF) 

• Dosage des sucres solubles (F 
et R) (mg/g PF) Marqueurs oxydatifs 

• Teneur en MDA (F et R) 
(nmol/g PF) 

• Teneur en H2O2 (F et R) 
(nmol/g PF) 

Défense antioxydante 

• Activité SOD (F, R et N) (Unit.SOD/mg 
protéine) 

• Activité CAT (F, R et N)  
• Activité APX (F, R et N) 

• Activité GPX (F, R et N) 

Paramètres mesurés 

(µmol/min.mg 
Protéine) 
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II.4. Réponse morphologique, physiologique et biochimique de la symbiose Triticum 

durum - Rhizobium leguminosarum au déficit hydrique 

II.4.1. Stérilisation des graines de blé dur 

 Les graines des deux génotypes de blé dur ont été stérilisées en surface en les 

immergeant dans de l’éthanol 70% pendant 2 minutes tout en agitant. Les graines ont été rincées 

avec de l'eau stérile déminéralisée puis couvertes d’une solution contenant 5% d’hypochlorite 

de Calcium et 0.1% de tween 20, pendant 10 min sous agitation. La solution a été éliminée et 

les graines ont été rincées 3 fois à l’eau stérile déminéralisée. Les graines ont ensuite été laissées 

à germer dans du coton stérile à 23°C à l’obscurité pendant cinq jours. 

II.4.2. Inoculation des graines 

II.4.2.1. Préparation des inoculums  

 La méthode suivie est la même méthode décrite dans le titre : II.2.2.1. Préparation des 

inoculums. 

II.4.2.2. Inoculations des graines de blé dur 

 Pour cet essai, deux souches de Rhizobium leguminosarum bv. viciae (3841 et OL13) 

ont été utilisées afin de déterminer leur effet sur les deux génotypes de fève, sous les deux 

conditions hydrique étudiées (80% et 40% CC). Les graines de blé ont été inoculées par 

trempage pendant 20 minutes dans l’inoculum de la souche de Rhizobium sélectionnée 

contenant 5% d'amidon soluble comme agent adhésif. Des graines de blé témoins (plantes non 

inoculées) ont été imbibées du même agent adhésif, mais une solution saline stérilisée (0,9 % 

de NaCl) a été utilisée à la place des cellules bactériennes vivantes. Les graines des deux 

génotypes ont été inoculées individuellement avec les deux souches de Rhizobium. Dans le cas 

de la co-inoculation, les deux inoculums des souches de Rhizobium ont été mélangés en 

proportions égales et vortexés pendant 5 min pour assurer l'homogénéisation de la densité 

cellulaire avant le trempage des graines. Après le semis des graines, l’inoculation a été répétée 

deux fois pour s’assurer de l’efficacité des bactéries. 

II.4.3. Conduite des essais et application du déficit hydrique 

 L'expérience a été menée sous serre au laboratoire de Génétique Végétale, Biochimie et 

Biotechnologie, Université Mentouri Frères-Constantine I, Algérie, de janvier à juillet 2020 

sous lumière naturelle, température de l'air entre 22°C ± 4°C (nuit/jour), 50±80 % d'humidité 

relative et 16 h de photopériode. Six jours après leur germination, les jeunes plantules ayant un 
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(A) (B) 

(C) (D) 

stade de développement homogène ont été transplantées dans des pots contenant 5 Kg d’un 

mélange stérile de sable et tourbe (4:1 v/v). Les plantes ont été inoculées un jour après le 

transfert avec les souches de rhizobia 3841 et OL13 pour les inoculations simple et par les deux 

souches pour la co-inoculation, préparés comme décrit précédemment. L’inoculation a été 

répétée deux fois sur les plantes semées, en ajoutant 10 mL/plante de l’inoculum adéquat.  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure II.5. Plantes de Triticum durum cultivées sous serre. Stade tallage (A) ; stade montaison (B) ; stade 

gonflement (C) ; stade maturité (D) (Zadoks et al. 1974). 

 Le déficit hydrique a été initié lorsque les plantes avaient atteint le stade épiaison (stade 

de croissance Zadoks) (Fig II.5). Le stress a été appliqué sur la moitié des plantes de chaque 

traitement bactériens, et cela en réduisant le niveau d’humidité disponible de la capacité aux 

champs jusqu’à 40%. L’autre moitié a été maintenue à 80% de CC. À la fin du stade 

d'émergence de l'épi GS 50-59 (stade de croissance Zadoks) ; 60-65 jours après semis (JAS), le 

déficit hydrique a été appliqué en maintenant l'humidité du sol à 40% du substrat CC pour les 

plantes stressées, et à 80% CC pour les plantes bien arrosées. Après 20 jours de déficit hydrique, 

des paramètres morphologiques et physiologiques ont été évalués in vivo. Les feuilles étendards 
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ont été récoltées et conservées à -80°C pour le reste des analyses physiologiques et 

biochimiques. 

II.4.4. Détermination de la hauteur des plantes 

 Juste avant la récolte, la longueur de la partie aérienne, barbes non incluses, a été 

mesurée en (cm).  

II.4.5. Conductance stomatique 

La conductance stomatique a été mesurée à l'aide d'un poromètre (AP4 Delta-T Devices, 

Cambridge, Angleterre). Seules les feuilles entièrement éclairées ont été utilisées pour 

enregistrer la conductance. 

II.4.6. Teneur relative en eau  

La teneur relative en eau (TRE) a été déterminée selon la méthode décrite par Barrs et 

Weatherley (1962) sur des feuilles étendards du blé dur et calculée comme suit : 

TRE (%) =
(PF − PS)

(PT − PS)
× 100 

PF étant le poids frais, PT  le poids à la turgescence après saturation en eau des feuilles 

étendards pendant 24 h à l’obscurité, au frais à 4 °C et enfin le PS est le poids sec après séchage 

des échantillons à 80°C pendant 48h. 

II.4.7. Dosage des pigments photosynthétiques  

 Les pigments photosynthétiques ont été mesurés comme décrit par (Takele, 2010). Les 

teneurs en chlorophylle et en caroténoïde ont été déterminées à partir de 0,2 g d’échantillons de 

feuilles. Ces feuilles ont été découpées en petits morceaux et immergées dans 4 ml d'acétone à 

80% pendant 48 h à 4 °C. L’absorbance des échantillons est déterminée à 645, 663 et 470 nm 

au spectrophotomètre UV-visible, modèle Biomate 3. Les teneurs en pigments sont calculées 

en μg.ml-1 selon les équations suivantes (Lichtenthaler et Wellburn 1983) : 

• Chlorophylle a: Chl a = 12,21 DO663 – 2,81 DO645 

• Chlorophylle b: Chl b = 20,13 DO645 – 5,03 DO663 

• Chlorophylles totales : Chl = Chl a + Chl b 

• Caroténoïdes totaux (xanthophylles + β-carotènes) : 

• Ca = (1000 DO470 – 3,27 Chl a – 104 Chl b) / 229 
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II.4.8. Dosage des osmoprotectants 

II.4.8.1. Teneur en proline  

 Les plantes ont été récoltées et des échantillons de feuilles ont été prélevés pour mesurer 

les teneurs en osmoprotectants. La proline libre a été extraite d'échantillons de matériel végétal 

frais selon la méthode de Troll et Lindsley (1955), modifiée par Monneveux et Nemmar (1986). 

0,1 g de matières fraîches de chaque partie ont été extraits dans du méthanol à 40 % pendant 1 

heure à 85 °C. Ensuite, de l'acide acétique, de la ninhydrine et de l'acide orthophosphorique ont 

été ajoutés à 1 ml de l'extrait obtenu et le mélange réactionnel a été incubé à 100°C dans un 

bain-marie pendant 30 min. Après refroidissement des mélanges réactionnels, 5 ml de toluène 

ont été ajoutés. Après avoir mélangé delicatement, les chromosphères contenant du toluène ont 

été aspirées et son absorbance lue à 520 nm dans un spectrophotomètre, contre un blanc de 

toluène. La teneur en proline libre dans l'échantillon a été estimée en se référant à une courbe 

standard et a été exprimée en mol de proline. g FW-1. Trois répétitions par génotype et par 

traitement ont été réalisées. 

II.4.8.2. Contenu en sucre soluble 

 La teneur en sucres solubles a été définie selon la méthode décrite par Dubois et al. 

(1956). 0,1 g de feuilles étendards ont été extraits dans de l'éthanol à 80 % pendant 48 heures 

puis séchés sous un courant d'air chaud. Les résidus ont été homogénéisé dans 20 ml d'eau. Un 

millilitre d'extrait alcoolique a été traité avec 1 ml de phénol à 5% (v/v) et 5 ml d'acide 

sulfurique. Le mélange a été maintenu 20 min à 30°C. Les teneurs en sucres solubles ont été 

révélées par la lecture de l’absorbance à 485 nm. La teneur en sucres solubles a été estimée en 

se référant à une courbe standard, construite en utilisant le glucose, et a été exprimée en mg de 

sucre soluble. g FW-1. Trois répétitions par génotype et par traitement ont été réalisées. 

II.4.9. Evaluation des indicateurs du stress oxydatifs 

II.4.9.1. Dosage du contenu en Malondialdéhyde  

 La peroxydation lipidique a été déterminée en mesurant la quantité de malondialdéhyde 

(MDA) produite par la réaction à l'acide thiobarbiturique (TBA) comme décrit par Heath et 

Packer (1968). 0,1 g de feuilles ont été homogénéisés dans un mortier avec de l'acide 

trichloracétique (TCA) à 0,1 % (p/v) glacé et centrifugés à 12.000×g pendant 15 min. Le 

surnageant a été utilisé pour la détermination de la teneur en MDA. Une solution à 0,5 % TBA 

(p/v) contenant 20 % TCA (p/v) a été ajoutée au surnageant. Le mélange a été chauffé à 95 °C 

pendant 30 min, refroidi rapidement dans un bain de glace, puis centrifugé à 5000×g pendant 5 

min pour clarification. La concentration de MDA a été calculée à partir de l'absorbance à 532 
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nm (la turbidité non spécifique a été corrigée en soustrayant l'absorbance à 600 nm) en utilisant 

un coefficient d'extinction de 155 mM-1. cm-1 et les résultats exprimés en nmol MDA. g-1 FW. 

Trois répétitions par traitement et par génotype ont été réalisées. 

II.4.9.2. Dosage du peroxyde d’hydrogène 

 Les teneurs en peroxyde d'hydrogène (H2O2) ont été mesurées comme décrit par  

(Velikova et al. 2000). Des échantillons de matière végétale fraîche (0,1 g) ont été 

homogénéisés dans 5 mL de TCA à 0.1% (p/v). L'homogénat a ensuite été centrifugé à 13.000×g 

pendant 15 minutes à 4 °C. Un volume du surnageant est prélevé et incubé en présence de 

l'iodure de potassium (1 M) additionné à 10 mM de tampon phosphate (KH2PO4/K2HPO4; pH 

7). L'absorbance du surnageant a été mesurée à 390 nm. La teneur en H2O2 a été calculée par 

son coefficient d'extinction molaire (0,28 µM-1.cm-1) et les résultats exprimés en nmol H2O2. g
-

1 FW. Chaque traitement comprenait trois répétitions.  

II.4.10. Evaluation de la défense antioxydante sous déficit hydrique 

II.4.10.1. Préparation des extraits enzymatiques pour le dosage des activités d’enzymes 

antioxydantes  

 Des extraits enzymatiques bruts à partir de feuilles, de racines et de nodosités ont été 

utilisés pour déterminer les activités des enzymes antioxydantes. Le matériel végétal (0,2 g) est 

broyé et homogénéiser dans un tampon d’extraction (0,1 mM d'EDTA, 0,1 % (v/v) de Triton 

X-100, 1 mM de fluorure de phénylméthanesulfonyle (PMSF), dans un tampon de phosphate 

de potassium 50 mM, pH 7,8) à l’aide d’un mortier maintenu dans la glace. Le broyat est ensuite 

centrifugé à 15.000×g pendant 30 min à 4°C. Le surnageant récupéré constitue la fraction des 

protéines solubles ou extrait brut. Tous les extraits ont été manipulés à 4°C afin de mesurer de 

la quantité des protéines et celles des activités des enzymes antioxydantes. 

II.4.10.2. Dosage des protéines totales 

La teneur totale en protéines des extraits enzymatiques a été déterminée selon la 

méthode de Bradford (1976) en utilisant de l'albumine de sérum bovin (BSA) comme standard. 

Le principe de cette méthode réside dans la liaison du Bleu de Coomassie G-250 aux liaisons 

peptidiques entraînant un changement de couleur bleue dont l’intensité est mesurée par 

l’absorbance à 595 nm. Le Bleu de Coomassie Brillant G-250 est préparé en dissolvant 100mg 

de poudre dans 50 mL d’éthanol (95%) auxquels sont ajoutées 100 ml d’acide ortho-

phosphorique (85%). Le mélange résultant est ajusté à un volume final d’un litre par de l’eau 

distillée puis filtré et conservé à froid (4°C). 
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 Une aliquote de l’extrait protéique est additionnée à 2,5 mL du colorant. La coloration 

se développe dans un intervalle de temps allant de 5 à 30 min. L’absorbance est lue à 595 nm à 

l’aide d’un spectrophotomètre UV-visible, modèle Biomate 3, et la concentration en protéines 

est calculée selon une gamme étalon réalisée avec des concentrations croissantes de BSA. 

II.4.10.3. Dosage des activités enzymatiques par spectrophotométrie  

Toutes les activités enzymatiques, , ont été calculées avec la formule suivante, et été 

exprimées en µMol. Min-1. mg-1 de protéines : 

Activité enzymatique =
∆abs × VT

ε × λ ×  VE × [Cp]
 

Δabs : Différence d’absorbance, 

ε : coefficient d’extinction (mM-1 cm-1), 

λ : Largeur de la cuve (cm), 

VT : Volume de la réaction (ml), 

VE: volume de l’extrait enzymatique, 

[Cp]: Concentration en protéines de l’échantillon (mg/ml). 

(pour les blancs le tampon d’extraction a été utilisé) 

a. Détermination de l’activité Catalase (EC 1.11.1.6) 

L'activité catalase (CAT) a été dosée en suivant la diminution de la densité optique à 

240 nm (ε = 0,036 mM-1 cm-1) selon la méthode de Chance et Maehly (1955). La diminution 

de l'absorbance à 240 nm a été mesurée en conséquence de la consommation de H2O2 Havir et 

McHale (1987). Dans cet essai, 25 mM de tampon phosphate KH2PO4/K2HPO4 (pH 7,0) et 30 

mM de H2O2 ont été utilisés dans la solution réactionnelle. La réaction est déclenchée par l’ajout 

de l’extrait protéique. 

b. Détermination de l’activité Gaïacol peroxydase (EC 1.11.1.7) 

L'activité Gaiacol Peroxydase (GPX) (EC 1.11.1.7) a été déterminée selon la méthode 

de Fielding et Hall (1978). Cette activité est mesurée en suivant l’augmentation de l’absorbance 

à 470 nm qui est due à la polymérisation du gaïacol en tétragaïacol en présence de peroxyde 

d’hydrogène. La réaction est initiée par l’addition de l’extrait protéique au milieu réactionnel 

composé de tampon 25 mM de tampon phosphate KH2PO4/K2HPO4 (pH 7,0), 9 mM de gaïacol 

et 10 mM d’H2O2. Le coefficient d’extinction molaire du tétragaïacol est de 26,6 mM-1 cm-1.  
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II.4.11. Analyses statistiques 

 L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel XLSTAT Version 2016.02.28451 

(Addinsoft, Paris, France) et d'une analyse de variance à deux facteurs (ANOVA II). Les 

données ont été exprimées sous forme de moyenne ± erreur standard. Les moyennes ont été 

statistiquement comparées par le post-test de Student-Newman-Keuls. La signification 

statistique a été acceptée à p< 0,05. 

II.4.12. Aperçu synthétisé de l’expérimentation 

Un aperçu synthétique de l’expérimentation est présenté dans la figure II.6. 
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Figure II.6. Schéma récapitulatif de l’expérimentation sous serre du blé dur. 
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Chapitre III : Réponse physiologique et génétique de Vicia faba en symbiose 

avec Rhizobium leguminosarum au déficit hydrique sous conditions 

contrôlées 

III.1. Introduction   

En raison du changement climatique mondial, la sécheresse est devenue l'une des 

contraintes les plus fréquentes et les plus imprévisibles, avec des effets néfastes sur la 

production agricole dans le monde entier (Golldack et al. 2014 ; Hussain et al. 2018). La 

sensibilité des plantes à la sécheresse est un phénomène complexe et dépend de nombreux 

facteurs dont le stade de croissance de la plante, le potentiel génétique, la durée et la gravité du 

stress (Nadeem et al. 2019). L'accumulation de solutés compatibles tels que la proline et la 

glycine bétaïne est associée à une tolérance accrue à la sécheresse chez les plantes (Bhaskara et 

al., 2015 ; Trovato et al., 2019). Ces dernières présentent diverses réponses morphologiques, 

physiologiques, biochimiques et moléculaires pour lutter contre les stress abiotiques.  

Aux niveaux physiologique et moléculaire, le déficit hydrique altèrent l'homéostasie 

redox en perturbant les processus métaboliques essentiels (Joshi et al. 2014). le métabolisme 

de la plante entière se retrouve considérablement affecté par la surproduction d'espèces 

réactives de l'oxygène (EROs) qui sont responsables de l'oxydation des composants 

multicellulaires comme les protéines, les lipides, l'ADN et l'ARN, entraînant la nécrose et la 

mort cellulaires (Raja et al. 2017). 

Ainsi, pour faire face au déficit hydrique, les cellules végétales modifient l’expression 

de certains gènes responsables de la synthèse des protéines intervenant dans la réponse à cette 

contrainte et ceci grâce à divers antioxydants enzymatiques et non enzymatiques qui agissent 

dans différents organites cellulaires pour éliminer les EROs (Foyer et Noctor, 2016).  

 Les légumineuses sont une source nourrissante et peu coûteuse de protéines, qui jouent 

un rôle vital dans l'agriculture en raison de leur capacité de fixation de l'azote atmosphérique 

(Siddique et al. 1999 ; Rubiales et al. 2015). La fève (Vicia faba L.) est l'une des légumineuses 

les plus importantes au monde (Karkanis et al. 2018), en raison de sa teneur élevée en protéines 

(allant de 20 à 41 %) (Chavan et al. 1989), en glucides, en fibres, et des vitamines et pour son 

effet hypocholestérolémiant (Macarulla et al. 2001). Récemment, l'intérêt mondial s'est accru 

pour cette culture, mais elle est réputée d’être relativement sensible à la sécheresse que les 

autres légumineuses à grains dont le haricot commun, le pois et le pois chiche (Amede et 

Schubert, 2003 ; Khan et al. 2010 ; Khazaei et al. 2013). Cependant, les variétés de fève 

diffèrent considérablement en termes de tolérance à la sécheresse (Girma et Haile, 2014).  
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Dans ce chapitre, l’effet du déficit hydrique sur la biomasse, la hauteur, le contenu relatif 

en eau et l’expression d’un certain nombre de gènes marqueurs au niveau des feuilles ont été 

étudié chez les variétés de V. faba, Aquadulce (AQD) et Maltais (MLT) qui ont été inoculés par 

la souche de Rhizobium leguminosarum (3841) et cultivées sous contrainte hydrique (40% CC) 

pendant environ 34 jours dans des enceintes climatiques contrôlées.  

L'identification des gènes dont les niveaux d'expression changent au cours du déficit 

hydrique est une étape importante pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires et 

cellulaires qui sous-tendent la résistance à ce stress. Dans ce chapitre, nous nous intéressons 

également à l'étude de la dérégulation de l'expression des 14 gènes de défense identifiés chez 

V. faba. 

III.2. Résultats  

III.2.1. Effets du déficit hydrique sur la biomasse sèche, la hauteur et le contenu absolu en eau 

 Au niveau morphologique, nous avons observé une diminution de la biomasse sèche 

sous l’effet du déficit hydrique chez les deux variétés étudiées (Figure III.1-A). Cependant, la 

variété AQD a enregistré une faible réduction du poids sec par rapport à la variété MLT. Les 

résultats enregistrés pour la hauteur des plantes montrent que la hauteur des deux variétés 

diffère dans les conditions bien arrosées, et que MLT présente une hauteur plus importante que 

celle de AQD (Figure III.1-B). Cependant, ce paramètre est réduit de manière significative chez 

la variété MLT dans la condition limitante en eau. Néanmoins, ce paramètre est moins affecté 

par le stress chez la variété AQD.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.1.  Variation de la biomasse sèche et de la hauteur des plantes sous déficit hydrique. Des plantes de Vicia faba 

âgées de 34 jours, ont été cultivées dans des conditions témoins (barres blanches) ou dans des conditions limitées en eau, (barres 

grises). Biomasse sèche des plantes (A), hauteur des plantes (B). La biomasse et la hauteur des plantes ont été determinées au 

stade de debut de la floraison. AQD: Aquadulce; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions 

indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au niveau de 

probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 
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Concernant le contenu absolu en eau, les résultats montrent qu'il n'y a pas de différences 

significatives entre les plantes témoins des deux variétés (Figure III.2). Cependant, ce paramètre 

a diminué sous déficit hydrique pour les deux génotypes étudiés, mais cette diminution est 

beaucoup plus accentuée chez le génotype MLT, ou dans des conditions de déficit hydrique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.2.  Variation du contenu absolu en eau des plantes sous déficit hydrique. Des plantes de Vicia faba âgées de 

vingt huit jours, ont été cultivées dans des conditions témoins (barres blanches) ou dans des conditions limitées en eau, (barres 

grises). La hauteur des plantes a été determinée au stade de la floraison. AQD: Aquadulce; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées 

sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme 

significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres 

différentes). 

 Pris ensemble, les résultats ont montré que les altérations de moindre importance des 

paramètres mesurés enregistrées chez la variété AQD ont accompagné une plus faible réduction 

du poids sec, la hauteur et du contenu relatif en eau, suggérant qu’une atténuation des altérations 

des paramètres morphologique et physiologiques permettait de meilleures conditions de 

croissance dans un environnement limité en eau. 

III.2.2. Effets du stress hydrique sur l’expression de gènes liés au déficit hydrique 

Les plantes sont exposées à une multitude de contraintes environnementales, et ont dû 

développer des mécanismes complexes pour éviter ou faire face aux conséquences des stress 

extrêmes. Afin de faire face à ces contraintes, les génomes végétaux ont évolué au fil du temps 

et de nombreux gènes sont dédiés aux mécanismes de protection mis en jeu lors de l’exposition 

aux stress. De plus, en raison du changement climatique mondial, la sécheresse est devenue 

l'une des contraintes les plus incontrôlées et imprévisibles, avec des effets néfastes sur la 

production agricole dans le monde entier. Parmi les mécanismes de protection communément 

connus pour intervenir en réponse au stress hydrique on trouve deux groupes de molécules 

impliquées dans la détoxification des EROs ; enzymatiques (SOD, CAT, peroxydases, enzymes 

du cycle ascorbate-glutathion) et non enzymatiques (comme les osmoprotectants dont la 

proline, la glycine bêtaine et les sucres solubles).  
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Figure III.3. Expression relative de gènes liés au stress dans les feuilles de Vicia faba. Les niveaux d’expression ont été 

déterminés par RT-qPCR au stade de début floraison sur les feuilles de plantes appartenant à la variété Aquadulce (AQD) et 

Maltais (MLT) qui ont été cultivées dans des conditions témoins (barres grises) ou dans des conditions limitées en eau (barres 

oranges (AQD) et barres jaunes (MLT)). Le niveau d’expression est ramené à 1 chez les plantes contrôles. Les valeurs indiquées 

sont la moyenne ± SD de 6/9 répétitions indépendantes.  

Les amorces des gènes sélectionnées sont les gènes putatifs de la voie de biosynthèse de 

la proline (VfP5CS1, VfP5CR, VfAOT1), de la glycine bétaine (VfBAD), d’un anti-oxydant 

principal qui est le glutathion (VfϒECS1) ont été analysés dans notre travail. Nous nous sommes 

également intéressés à des gènes codant des enzymes anti-oxydantes (superoxyde dismutase 

(VfSOD), catalase (VfCAT)) et des enzymes du cycle Ascorbate-Glutathion telles que des 

ascorbate peroxydases (VfAPX1, VfAPX3), les monodehydroascorbate reductase (VfMDAR1, 

VfMDAR2) et les glutathion réductase (VfGR1, VfGR2). Nous avons également analysé 

l’expression de Rboh (VfRbohD) qui est potentiellement productrice d’EROs. 

 L’analyse de la quantité de transcrit a été réalisée par RT-PCR quantitative chez les deux 

variétés de fève (AQD et MLT) inoculées par la souche 3841. L’analyse de variance a révélé 

des différences significatives (p <0,05) entre les différentes expressions des gènes étudiés. 

Les résultats de la figure III.3 nous montrent que le profil d’expression des gènes de 

défense étudiés est très différent dans les feuilles des deux génotypes étudiés, sous contrainte 

hydrique. À l’échelle moléculaire une surexpression globale des gènes VfP5CS, VfCAT, VfGR2, 

VfAPX1, VfRbohD, VfMDAR1 et VfMDAR2 a été enregistré chez la variété AQD par rapport à 

la variété MLT. Ces surexpressions sont plus faibles ou inexistante chez la variété MLT. 

Cependant, MLT a enregistré une importante expression pour les gènes VfAOT et VfSOD. 
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III.3. Disscussion 

D’un côté, les résultats des paramètres morphologiques et physiologiques étudiés ont 

montré de faibles réductions chez la variété AQD entre les deux conditions hydriques 

contrairement à la variété MLT. Ceci suggère qu’une atténuation des altérations de ces 

paramètres a permis de meilleures conditions de croissance dans un environnement limité en 

eau chez la variété AQD. 

D’un autre côté, d'après cette étude moléculaire, nous avons montré que les marqueurs 

utilisés présentaient globalement une plus forte accumulation des transcrits codant pour les 

protéines impliquées dans la défense antioxydante. Cette surexpression est différente entre les 

deux génotypes étudiés. En effet, elle est corrélée avec une augmentation significative par 

rapport au témoin de l’accumulation de proline (P5CS), des activités catalase (CAT), ascorbate 

peroxydase (APX1), glutathion réductase (GR2) et monodéhydroascorbate réductase (MDAR1, 

MDAR 2) dans les feuilles de la variété AQD par rapport aux feuilles de la variété MLT. 

Cependant, les feuilles de la variété MLT ont enregistré une surexpression pour les gènes de 

voie de biosynthese de la proline (AOT) et pour la (SOD). Les transcrits du gene Rboh D ont 

enregistré une accumulation plus importante au niveau des feuilles de AQD par rapport a la 

variété MLT.   

Deux voies de biosynthèse de la proline chez les plantes supérieures ont été mises en 

évidence par Delauney et Verma (1993), l'une à partir du glutamate, l'autre à partir de 

l'ornithine. La voie du glutamate est la voie principale dans des conditions de stress et d'azote 

limité, tandis que la voie de l'ornithine semble prédominante dans des conditions d'apport élevé 

d'azote (Delauney et Verma 1993). En effet, chez les plantes supérieures, l'enzyme la plus 

limitante pour la synthèse de la proline est la P5CS (Trovato et al. 2019); où l'accumulation de 

la proline sous déficit hydrique s'accompagne d'une expression accrue du gène P5CS 

(Muzammil et al. 2018). L'accumulation d'osmolytes tels que la proline est une stratégie 

végétale permettant de réguler le potentiel osmotique des cellules sous stress hydrique (Zhang 

et al. 2010). De même, plusieurs études ont rapporté que les variétés de V. faba tolérantes au 

déficit hydrique enregistrent une plus forte accumulation de la proline sous des conditions 

limitées en eau que les variétés sensibles (Abid et al. 2016 ; Kabbadj et al. 2017 ; Abid et al. 

2017). Ainsi, la surexpression du gène P5CS chez la variété AQD peut être un indicateur de 

tolérance au déficit hydrique de cette variété. En parallèle, la variété MLT a enregistré une 

surexpression du gène de l'ornithine aminotransférase (OAT). En effet, L’OAT catalyse la 

deuxième voie de biosynthèse de la proline à partir de l'ornithine. Cependant, le mécanisme 
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d'accumulation de la proline via OAT sous des conditions de stress n'est pas entièrement 

compris (Anwar et al. 2018).  

La complexité des réponses des espèces réactives de l'oxygène (EROs) à divers stress 

environnementaux est attribuée, au moins en partie, à des mécanismes distincts régulant la 

production des EROs par l'intermédiaire de la NADPH oxydase (RBOH) (Respiratory burst 

oxydase homologs), dont la présence et la fonction varient selon le type de tissu et le stade de 

développement dans divers conditions environnementales. Ben Rejeb et al. (2015) ont pu 

apporter des informations très intéressantes sur la régulation du métabolisme de la proline en 

réponse à un stress abiotique, mettant en évidence l'implication de la NADPH oxydase et du 

H2O2. Les auteurs ont réussi à montrer que, contrairement aux plantes témoins, sous le même 

stress, les mutants "knock-out" chez lesquels le gène AtRbohD était désactivé accumulaient 

moins de proline. Ce travail précise le rôle que peuvent jouer les Rbohs (systèmes de production 

d'H2O2) en réponse au stress abiotiques par le biais de l’accumulation de proline chez d’autres 

plantes. 

Étant donné que les EROs produits par les Rbohs entraînent des modifications du 

potentiel redox cellulaire, des composants de signalisation sensibles au redox ou des facteurs 

de transcription peuvent être activés et affecter l'expression des gènes de biosynthèse de la 

proline (Ben Rejeb et al. 2015). De meme, dans les travaux realisés avec les mêmes amorces 

dans Kabbadj (2019), la variété AQD a également enregistré une surexpression des gènes 

(P5CS) et (Rboh D) contrairement aux autres variétés sensibles au déficit hydrique étudiées. 

Les résultats obtenus démontrent un moindre effet du déficit hydrique sur les 

performances de croissance et le contenu relatif en eau chez la variété AQD. En parallèle, au 

niveau des feuilles, la variété AQD a enregistré une surexpression des gènes de la proline et des 

enzymes antioxydantes (CAT, APX, GR et MDAR) ainsi que pour le gène codant la Rboh D 

en condition de stress par rapport à la variété MLT.  

L'ensemble des données dont nous disposons sur la réponse et le comportement de la 

variété AQD face au déficit hydrique nous incite fortement à stipuler que la variété AQD est 

plus tolérante que la variété MLT et que des mécanismes génétiques sont mis à l’œuvre pour 

participer à la résistance de AD à ladite contrainte.  

III.4. Conclusion 

Dans l’étude présentée dans ce chapitre, deux génotypes de fève ont été inoculés par la 

souche de R. leguminosarum 3841, et ont subi un déficit hydrique au stade trois feuilles afin 
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d'étudier leur niveau de tolérance à ce stress. Notre étude a démontré que le génotype AQD 

présenté une meilleur tolérance au déficit hydrique par rapport au génotype MLT. Les résultats 

obtenus indiquent qu'une plus grande tolérance au déficit hydrique chez les génotypes de la 

fève dépend principalement du maintien de performance de croissance et de la surexpression 

de gènes codant pour des enzymes antioxydants et de solutés compatibles tel que la proline. En 

effet, ces derniers ont été moins exprimés chez le génotype MLT. Cependant, il est nécessaire 

d’étudier l’effet d’autres souches de R. leguminosarum sur les génotypes de fève ainsi que leur 

effet sous déficit hydrique.  
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Chapitre IV : Réponses morphologique, physiologique et biochimique de la 

symbiose Vicia faba - Rhizobium leguminosarum au déficit hydrique 

IV.1. Introduction 

 Le maintien d'une population humaine croissante avec des ressources en sols dégradé, 

dans un climat changeant est un défi majeur du 21e siècle. Cela a conduit à une surexploitation 

des ressources naturelles de la planète, avec une perte massive de biodiversité, un changement 

climatique et une perturbation du cycle de l'azote (Rockstrom et al. 2009). Un élément 

important de cet effort sera le développement de cultures capables de donner de bons 

rendements avec une disponibilité limitée d'eau et d'azote (N) (Lynch et Wojciechowski 2015). 

De plus, en raison du changement climatique mondial, la sécheresse est devenue l'une des 

contraintes les plus incontrôlées et les plus imprévisibles, avec des effets néfastes sur la 

production agricole dans le monde (Golldack et al. 2014 ; Hussain et al. 2018). Globalement, 

la sécheresse est un intervalle de carence en eau et elle a été le catalyseur des grandes famines 

du passé (Borlaug et Dowswell, 2005 ; Farooq et al. 2009). La sensibilité des plantes à la 

sécheresse est un phénomène complexe et dépend de nombreux facteurs dont le stade de 

croissance de la plante, le potentiel génétique, la durée et la gravité du stress (Nadeem et al. 

2019). 

 Le stress de la sécheresse induit une réduction significative des paramètres de croissance 

des plantes (Hayatu et al. 2014), de la biomasse des pousses et des racines (Shao et al. 2008 ; 

Benjamin et al. 2014). En effet, la sécheresse affecte de nombreux aspects de la physiologie 

des plantes, diminuant les taux de photosynthèse, la teneur en chlorophylle et en caroténoïdes, 

la conductance stomatique et perturbe les relations hydriques des plantes, entraînant une 

réduction de la croissance et de la productivité des plantes (Xiang et al. 2013, Pandey et Shukla, 

2015). Parmi divers mécanismes défensifs, l'ajustement osmotique, fourni par l'accumulation 

d'osmoprotecteurs, peut conférer une tolérance aux dégâts causées par le déficit hydrique en 

maintenant un potentiel hydrique tissulaire élevé (Mohammadkhani et Heidari, 2008 ; Siddiqui 

et al. 2008). Dans de nombreuses plantes, les solutés osmotiquement actifs permettent un 

maintien partiel des processus dépendants de la turgescence dans des conditions de stress 

hydrique (Gholami et al. 2012).  

 De plus, en raison du stress hydrique, le métabolisme de la plante entière est 

considérablement affecté par la surproduction d'espèces réactives de l'oxygène (EROs) qui sont 

responsables de l'oxydation des composants multicellulaires comme les protéines, les lipides, 

l'ADN et l'ARN, entraînant la nécrose et la mort cellulaires (Raja et al. 2017). Avec l'évolution, 
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les plantes se sont adaptées aux environnements changeants et ont developpé des moyens 

d'éliminer les effets létaux des EROs grâce à divers antioxydants enzymatiques et non 

enzymatiques qui agissent dans différents organites cellulaires pour éliminer les EROs (Foyer 

et Noctor, 2016). Parmi les enzymes importantes impliquées dans l’élimination des ERO, on 

trouve la superoxyde dismutase, les peroxydases et la catalase (Mittler, 2016). 

 Les légumineuses sont une source importante de protéines adaptées à l'alimentation du 

bétail et à la consommation humaine (Furlan et al. 2017). Parmi les légumineuses, la fève (Vicia 

faba L.) est l'une des cultures de légumineuses les plus importantes au monde (Karkanis et al. 

2018), en raison de sa teneur élevée en protéines (jusqu'à 35 % dans les graines sèches), en 

glucides, en fibres et en vitamines (Furlan et al. 2017 ; Longobardi et al 2015). Récemment, 

l'intérêt pour cette culture a augmenté, mais elle est réputée être relativement plus sensible à la 

sécheresse que les autres légumineuses à grains, notamment le haricot commun, le pois et le 

pois chiche (Amede et Schubert 2003 ; Khan et al. 2010 : Khazaei et al. 2013). En effet, les 

stades de croissance de la fève les plus sensibles à la sécheresse sont la floraison, la formation 

précoce des gousses et le remplissage des grains (Mwanamwenge et al. 1999 ; Katerji et al., 

2011 ; Karkanis et al. 2018 ; Li et al. 2018). La sécheresse terminale est alors l'une des 

contraintes les plus importantes à la production de la fève en région méditerranéenne, où les 

précipitations sont insuffisantes et irrégulièrement réparties au cours de l'année (Ricciardi et al. 

2001 ; Fouad et al. 2013). Cependant, les variétés de fève diffèrent considérablement en termes 

de tolérance à la sécheresse (Girma et Haile, 2014). Comme d'autres légumineuses, elle peut 

établir une symbiose fixatrice d'azote avec les bactéries du sol de la famille des Rhizobium, 

l'ajoute au sol si elle est incluse dans les systèmes de culture, et contribue ainsi à améliorer et à 

maintenir la productivité des sols (Omar et al. 2002, Köpke et Nemecek 2010). Les rhizobiums 

atténuent les effets néfastes des stress et induisent une tolérance chez les plantes en adoptant 

différents mécanismes, dont l'induction d'une tolérance systémique par certains changements 

chimiques ou physiques (Hussain et al. 2014).  

 Compte tenu de l'importance de cette culture pour l'homme ainsi que pour les animaux, 

le but de cette étude était d'évaluer les impacts de deux souches différentes de Rhizobium 

leguminosarum sur l'induction de la tolérance terminale à la sécheresse chez deux génotypes de 

fève cultivés en Algérie. À cette fin, nous avons mesuré les paramètres physiologiques, 

l'accumulation d'osmolytes, les marqueurs du stress oxydatif et les activités enzymatiques en 

tant que paramètres pour évaluer l'effet de l'inoculation de R. leguminosarum sur V. faba en cas 

de déficit hydrique terminal dans des essais en serre. 
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IV.2. Résultats 

IV.2.1. Effet des R. leguminosarum sur la hauteur, le nombre de feuilles et le poids sec de V. 

faba sous déficit hydrique 

 Les performances de croissance de deux génotypes différents de fève couplés 

individuellement à deux souches différentes de Rhizobium Leguminosarum ont été analysées 

sous deux conditions hydriques, bien arrosées et limitées en eau. Les résultats ont montré que 

la hauteur des plantes, le nombre de nœuds, le poids sec des parties aériennes, racinaires et 

totale des deux génotypes étaient significativement réduits dans des conditions de déficit 

hydrique. Cependant, les résultats ont montré que l'inoculation par les R. Leguminosarum 

augmentait significativement ces paramètres pour les deux génotypes par rapport aux plantes 

non inoculées. En comparant l'effet des isolats de Rhizobium, les deux souches ont montré une 

hauteur de plante, les poids secs des parties aériennes et racinaires maximum pour le génotype 

AQD que les contrôles non inoculés. En revanche, la souche OL13 a montré une hauteur de 

plante, les poids secs des parties aériennes et racinaires maximum pour le génotype MLT. 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.1. Hauteur des plantes de fève (cm). Des plantes de Vicia faba âgés de 70 jours, préalablement inoculées 

individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées (Ctrl), ont été cultivés dans des conditions 

témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). Les hauteurs des plantes ont été mesurées juste 

avant la récolte. AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions 

indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au niveau de 

probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 

 La hauteur des plantes n'était pas significativement différente entre les plantes non 

inoculées et les plantes inoculées pour le génotype AQD. Cependant, pour le génotype MLT, 

dans des conditions bien arrosées, les plantes inoculées OL13 ont montré une augmentation 

significative de la hauteur des plantes. Dans des conditions d'eau limitées, les deux plantes 

inoculées MLT ont enregistré une augmentation significative de la hauteur de la plante par 

rapport aux plantes non inoculées (Fig. IV.1). Pour le nombre de nœuds, dans des conditions 

bien arrosées, l'effet d'inoculation n'est enregistré que pour la souche 3841 couplée au génotype 
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AQD, aucune différence significative n'a été enregistrée pour les autres plantes. Cependant, 

dans des conditions de déficit hydrique, les deux souches augmentent le nombre de nœuds pour 

le génotype AQD, tandis que seule la souche OL13 a montré une augmentation significative 

pour le génotype MLT, par rapport aux plantes non inoculées et à la souche 3841 (Fig. VI.2). 

Figure IV.2. Nombre de nœuds par plante de fève. Des plantes de Vicia faba âgés de 70 jours, préalablement inoculées 

individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées (Ctrl), ont été cultivés dans des conditions 

témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). Le nombre de nœuds par plante a été mesuré 

juste avant la récolte. AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions 

indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au niveau de 

probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 

  L'inhibition de la croissance, qui se traduit par une diminution du rendement en 

matière sèche, est l'un des symptômes les plus courants de la déshydratation (El-Tayeb et 

Hassanein 2000 ; Le Thiec et Manninen 2003). En cas de déficit hydrique, le PS des parties 

aériennes et racinaires ainsi que le PS total ont été significativement réduits par rapport à ceux 

obtenus dans des conditions de contrôle. Cependant, le PS des parties aériennes et racinaires 

était significativement moins réduit dans AQD que dans MLT, montrant que la croissance des 

plantes AQD est moins affectée par le déficit hydrique que MLT (Figures IV.3-A, B et C). Les 

plantes inoculées ont montré une meilleure réponse de croissance pour les deux conditions 

hydriques pour les deux génotypes étudiés, par rapport aux plantes non inoculées. Cependant, 

la souche 3841 a enregistré un meilleur poids sec pour AQD dans des conditions bien arrosées, 

alors que la souche OL13 a enregistré le poids sec le plus élevé pour MLT, dans les deux 

conditions hydriques. 
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Figure IV.3. Réponses du rendement en matière sèche au déficit hydrique. Des plantes de Vicia faba âgés de 70 jours, 

préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées (Ctrl), ont été 

cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). Poids sec de la 

partie aérienne (A) ; Poids sec de la partie racinaire (B) ; Poids sec de la plante entière (C). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. 

Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été 

considérées comme significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls 

(indiqué par des lettres différentes). 

 Les plantes inoculées ont montré une meilleure réponse de croissance (RC %) pour les 

deux conditions hydriques pour les deux génotypes étudiés, par rapport aux plantes non 

inoculées respectives (Fig. IV.4.). Le PS de AQD a été amélioré de manière similaire par les 

deux souches de rhizobium étudiées, dans les deux conditions hydriques. Les deux souches 

étudiées ont amélioré le PS de MLT, mais les souches OL13 a augmenté plus fortement le PS 

de ce génotype, dans les deux conditions hydriques. L'augmentation des paramètres de 

croissance pour les plantes inoculées par rapport aux plantes non inoculées pour AQD et MLT 

a montré que l'inoculation des Rhizobium améliore les paramètres de croissance des plantes, 

dans les deux conditions d'eau étudiées. 
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Figure IV.4. Réponse de croissance % influencé par R. leguminosarum et par le déficit hydrique. Des plantes de Vicia 

faba âgés de 70 jours, préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non 

inoculées (Ctrl), ont été cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté: 

S). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les 

différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le 

test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 

 Pris ensemble, ces résultats ont montré que les paramètres de croissance étaient 

significativement réduits dans les deux organes considérés pour les deux génotypes étudiés sous 

déficit hydrique (Fig. IV.14). Cependant, l'augmentation de ces paramètres pour les plantes 

inoculées par rapport aux plantes non inoculées pour les deux génotypes étudiés, a montré que 

l'inoculation par les Rhizobium améliore les paramètres de croissance des plantes, dans les deux 

conditions hydriques étudiées. 

IV.2.2. Effet des R. leguminosarum sur la conductance stomatique, la teneur totale en 

chlorophylle et les pigments photosynthétiques sous déficit hydrique 

 Les réponses de la fève au déficit hydrique ont été analysées en mesurant des marqueurs 

physiologiques et biochimiques. La conductance stomatique est considérée comme un 

marqueur physiologique important pour le dépistage des génotypes de la fève dans des 

conditions de déficit hydrique. En tant que marqueurs biochimiques, la teneur en chlorophylle 

(Chl) et en caroténoïdes (Car) a été mesurée pour estimer les dommages causés par le déficit 

hydrique sur les feuilles. 
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Figure IV.5. Conductance stomatique influencé par R. leguminosarum et par le déficit hydrique. Des plantes de Vicia 

faba âgés de 70 jours, préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non 

inoculées (Ctrl), ont été cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté 

: S). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les 

différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le 

test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 

 La conductance stomatique n'était pas significativement différente entre les deux 

cultivars et entre les différentes inoculations de rhizobium dans des conditions bien arrosées 

(Fig. IV.5). Dans des conditions de déficit hydrique, la conductance stomatique a diminué pour 

les deux génotypes et tous les traitements bactériens. La plus forte diminution a été observée 

pour le génotype MLT inoculé par la souche OL13 avec 62,90 % et pour l'AQD inoculé par la 

souche 3841. Cependant, le génotype MLT enregistre la plus forte diminution par rapport au 

génotype AQD, mais cette diminution n'était pas statistiquement significative. 

 

Figure IV.6. Effet de R. leguminosarum et du déficit hydrique sur la teneur en chlorophylle totale (SPAD). Des plantes 

de Vicia faba âgés de 70 jours, préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et 

non inoculées (Ctrl), ont été cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau 

(noté : S). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. 

Les différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par 

le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 
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 Les résultats des taux de chlorophylle totale (Figure IV.6) montrent une diminution chez 

les plantes soumises au déficit hydrique par rapport aux plantes bien arrosées. Cependant, les 

plantes inoculées par les deux souches ont enregistré un plus grand taux de chlorophylle pour 

les deux situations hydriques. 

 

 

Figure IV.7. Contenu des pigments photosynthétiques. Des plantes de Vicia faba âgés de 70 jours, préalablement inoculées 

individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées (Ctrl), ont été cultivés dans des conditions 

témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). Contenu en chlorophylle totale (A) ; Contenu 

en Caroténoïdes totaux(B). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions 

indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au niveau de 

probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 

 Les contenus totaux en Chl et Car ont été significativement réduits dans des conditions 

de déficit hydrique (Fig. IV.7). Dans des conditions bien arrosées, les teneurs en Chl et Car 

augmentent significativement dans les plantes inoculées par rapport aux plantes non inoculées. 

Cependant, dans des conditions d'eau limitée, aucun changement significatif n'a été enregistré 

pour l'AQD, mais une augmentation significative a été enregistrée pour les plantes inoculées 

pour le génotype MLT. 

IV.2.3. Effet des R. leguminosarum sur l’accumulation des osmoprotectants sous déficit 

hydrique 

 La proline et les sucres solubles sont des indicateurs biochimiques importants de la 

tolérance au stress chez les plantes. Leur accumulation par les tissus végétaux dans des 

conditions de déficit hydrique est une réponse adaptative (Devi et Sujatha, 2014). Nous avons 

mesuré la teneur en Proline dans les feuilles, les racines et les nodules (Fig.IV.8) et la teneur en 

sucres solubles dans les feuilles et les racines (Fig.IV.9). Les teneurs en proline n'étaient pas 

significativement différentes dans les organes des deux plantes inoculées et non inoculées dans 
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des conditions bien arrosées. En revanche, sous déficit hydrique, la teneur en proline a 

fortement augmenté dans tous les organes des deux génotypes étudiés. Les plantes inoculées 

présentaient des valeurs plus élevées, en comparaison avec les mêmes traitements dans des 

plantes non inoculées (Fig. IV.8.A-B-C). Les accumulations les plus élevées de proline ont été 

observées dans les racines et les nodules sous déficit hydrique par rapport aux plantes non 

inoculées. Les accumulations les plus élevées ont été observées chez MLT inoculé par la souche 

OL13 au niveau des feuilles, des racines et des nodules avec respectivement 391%, 390% et 

630%. L'augmentation de l'accumulation de proline était significativement plus élevée chez le 

génotype MLT que chez le génotype AQD (Fig. IV.14). 

 

 

Figure IV.8. Contenu en Proline des feuilles, racines et nodosités. Des plantes de Vicia faba âgés de 70 jours, préalablement 

inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées (Ctrl), ont été cultivés dans des 

conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). Contenu en proline des feuilles (A), 

racines (B) et nodosités (C). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions 

indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au niveau de 

probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 
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L'accumulation de sucres solubles sous forme d'osmolytes est une autre méthode 

d'acclimatation à l'ajustement osmotique sous stress hydrique (Gontia-Mishra et al. 2017) et a 

également été étudiée dans les feuilles et les racines des deux génotypes étudiés. Dans notre 

étude, une différence significative a été observée dans l'accumulation de sucre dans les plantes 

dans des conditions de déficit hydrique chez les plantes non inoculées et inoculées par rapport 

aux conditions bien arrosées. Dans les feuilles, une accumulation intense de sucres solubles a 

été observée dans des conditions de stress hydrique chez les deux génotypes, étant 

significativement plus élevée chez AQD que chez MLT (Fig. IV.9). Pour les racines des deux 

génotypes, la teneur en sucre augmente de manière significative sous déficit hydrique par 

rapport aux plantes sous des conditions bien arrosées. Cependant, les plantes inoculées ont 

montré une augmentation importante de l'accumulation de sucres solubles par rapport aux 

plantes non inoculées, pour les deux génotypes, où la souche 3841 a enregistré la plus forte 

accumulation pour AQD et la souche OL13 pour le génotype MLT (Fig. IV.9). Dans des 

conditions bien arrosées, les racines inoculées présentaient une teneur en sucres solubles plus 

élevée que les racines non inoculées. Ces résultats suggèrent que dans les conditions 

expérimentales actuelles, les métabolites du sucre contribuent de manière significative au 

maintien du potentiel osmotique dans les feuilles et les racines sous déficit hydrique. 

 

Figure IV.9. Contenu en sucres solubles dans les feuilles et les racines de Vicia faba. Des plantes de Vicia faba âgés de 70 

jours, préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées (Ctrl), ont 

été cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). Contenu en 

sucres solubles des feuilles (A), des racines (B) AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne ± 

SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes 

au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 
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IV.2.4. Effet des R. leguminosarum sur les indicateurs du stress oxydatif sous déficit hydrique 

 L'exposition des plantes au stress hydrique provoque une augmentation du niveau 

cellulaire des espèces réactives de l'oxygène (ERO) comme le radical superoxyde (O2
−), les 

radicaux hydroxyles (OH) et le peroxyde d'hydrogène (H2O2), entraînant des dommages 

oxydatifs aux protéines, à l'ADN et aux lipides (Sgherri et al 2000 ; Apel et Hirt 2004). La 

teneur en MDA et H2O2 sont des déterminants du stress oxydatif chez les plantes dans des 

conditions de déficit hydrique, c'est pourquoi nous avons mesuré la teneur en MDA (Tableau 

IV.1) et en H2O2 dans les feuilles et les racines (Tableau IV.2). Dans des conditions bien 

arrosées, les plantes non inoculées et inoculées ont enregistré des niveaux similaires de teneur 

en MDA à la fois pour les feuilles et les racines, alors qu'une augmentation significative a été 

enregistrée lorsque les plantes étaient soumises à des conditions de déficit hydrique (Tableau 

IV.1). Cependant, une augmentation significative a été observée chez les plantes non inoculées 

par rapport aux inoculées pour les deux génotypes étudiés. En revanche, l'accumulation de 

MDA était significativement plus faible dans les feuilles et les racines d'AQD que dans de celles 

de MLT. 

Tableau IV.1. Teneurs en malondialdéhyde dans les feuilles et les racines. Des plants de Vicia faba âgés de soixante-dix 

jours, préalablement inoculés individuellement avec les souches de rhizobium 3841 et OL13, ont été cultivés dans des 

conditions témoins (noté: NS) ou dans des conditions limitées en eau (noté: S). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais.  

Contenu en MDA (nmol. g-1 FW) 

Organes Feuilles Racines 

Genotype Traitmnt.Rhiz 80% FC (NS) 40% FC (S) 80% FC (NS) 40% FC (S) 

AQD Non-inoculées 2,84e ± 0,28 5,27a ±0,42 1,70c ±0,04 2,49b ±0,15 

3841 2,75e ±0,21 4,26c ±0,28 1,68c ±0,19 2,32b ±0,20 

OL13 2,69e ±0,21 3,76d ±0,23 1,65c ±0,17 2,35b ±0,10 

MLT Non-inoculées 3,16e ±0,13 5,31a±0,48 1,68c ±0,06 2,90a ±0,06 

3841 3,08e ±0,10 4,86ab±0,23 1,66c ±0,16 2,69ab ±0,16 

OL13 2,97e ±0,13 4,56bc±0,32 1,61c ±0,17 2,52b ±0,23 

 Dans des conditions bien arrosées, la teneur en H2O2 était similaire dans les feuilles et 

les racines des deux génotypes (Tableau IV.2). Sous le déficit hydrique, la teneur en H2O2 a 

augmenté dans les feuilles et les racines des deux génotypes étudiés par rapport aux plantes 

bien arrosées. Cependant, cette augmentation était toujours significativement plus faible chez 

AQD que chez MLT. De plus, les plantes inoculées ont présenté une augmentation plus faible 

par rapport aux plantes non inoculées sous déficit hydrique. De plus, les deux souches étudiées 

diminuent de manière similaire la teneur en H2O2 pour les feuilles sous déficit hydrique, alors 

que, pour les racines, la souche 3841 a enregistré une différence non significative par rapport 
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au témoin bien arrosé. Pris ensemble, les résultats ont montré qu'une meilleure performance de 

croissance du génotype AQD dans des conditions limitées en eau est corrélée à la plus faible 

accumulation de H2O2 et de MDA dans les feuilles et les racines par rapport au génotype MLT, 

et la même conclusion pourrait être prise pour les plantes inoculées par rapport aux plantes non 

inoculées.  

Tableau IV.2. Teneur en peroxyde d'hydrogène dans les feuilles et les racines. Des plants de Vicia faba âgés de soixante-

dix jours, préalablement inoculés individuellement avec les souches de rhizobium 3841 et OL13, ont été cultivés dans des 

conditions de contrôle (noté: NS) ou dans des conditions limitées en eau (noté: S). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais.  

Contenu en H2O2 (nmol. g-1 FW) 

Organes Feuilles Racines 

Genotype Traitmnt.Rhiz 80% FC (NS) 40% FC (S) 80% FC (NS) 40% FC (S) 

AQD Non-inoculées 37,14e ±2,86 63,81b±2,89 18,33e ±1,09 39,29b ±2,58 

3841 32,62f ±3,22 51,19d±2,30 15,95e ±1,09 20,24e ±1,49 

OL13 29,05fg ±3,38 50,24d±0,82 14,29e ±0,71 24,29d ±3,11 

MLT Non-inoculées 27,62fg ±1,49 72,38a±2,30 17,86fg ±1,89 54,52a ±3,38 

3841 26,43g ±1,89 60,71bc±3,27 15,71g ±0,71 31,90bc ±3,93 

OL13 25,48g ±2,30 57,14c±1,89 15,71g ±2,47 26,43c ±2,58 

IV.2.5. Effet des R. leguminosarum sur les activités enzymatiques sous déficit hydrique 

Afin de se protéger des effets du stress hydrique, les plantes développent des systèmes 

de défense antioxydantes constitués à la fois de composants enzymatiques et non enzymatiques 

(Miller et al., 2010). Les activités des enzymes antioxydantes superoxyde dismutase (SOD), 

catalases (CAT), ascorbate peroxydase (APX) et gaïacol peroxydase (GPX) ont été mesurées 

en tant que paramètres de défense antioxydante dans les feuilles, les racines et les nodules. La 

SOD est une enzyme clé dans la régulation des concentrations intracellulaires de ERO ; il 

convertit les radicaux superoxydes en H2O2, puis APX, CAT et GPX convertissent H2O2 en 

H2O (Rasool et al. 2013, Chihoub et al. 2019). L'action combinée de la SOD, APX, CAT et 

GPOX est essentielle pour atténuer les effets du stress oxydatif (Wang et al. 2016).  

Dans la présente expérience, aucune différence significative n'a été enregistrée entre les 

plantes non inoculées et inoculées pour les feuilles et les racines et entre les deux génotypes 

étudiés dans des conditions bien arrosées (Figures IV.10-11-12-13). Cependant, l'activité de 

toutes les enzymes antioxydantes, dans les trois organes et pour les deux génotypes étudiés, a 

augmenté de manière significative dans des conditions limitées en eau (Fig. IV.14). De plus, 

sous le déficit hydrique, dans les feuilles, les activités enzymatiques étaient fortement induites 

par la souche 3841 pour le génotype AQD et par la souche OL13 pour le génotype MLT. Pour 

la partie Feuilles, en comparant les activités enzymatiques étudiées, la SOD, APX et CAT ont 

montré une activité significativement plus élevée pour le génotype AQD que pour le génotype 



Chapitre IV : Réponses morphologique, physiologique et biochimique de la symbiose Vicia 

faba - Rhizobium leguminosarum au déficit hydrique 

89 

 

MLT. En revanche, MLT a enregistré une augmentation significative de l'activité GPX par 

rapport au génotype AQD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure. IV. 10. Activité de la Superoxyde dismutase au niveau des feuilles, racines et nodosités. Des plantes de Vicia faba 

âgés de 70 jours, préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées 

(Ctrl), ont été cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). 

Activité SOD des feuilles (A), des racines (B) et des nodosités (C). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées 

sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme 

significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres 

différentes). 

 

Sous le déficit hydrique, pour les racines, l'activité SOD était significativement induite 

par les deux souches étudiées pour le génotype AQD, et aucune différence significative entre 

les plantes MLT non inoculées et inoculées (Figure IV.10). De plus, aucune différence 

significative n'a été enregistrée entre les deux génotypes étudiés. 

Figure. IV. 11. Activité de la Catalase au niveau des feuilles, racines et nodosités. Des plantes de Vicia faba âgés de 70 

jours, préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées (Ctrl), ont 

été cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). Activité CAT 
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des feuilles (A), des racines (B) et des nodosités (C). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées sont la moyenne 

± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme significativement 

différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 

 Pour l'activité CAT, dans des conditions de déficit hydrique, pour les feuilles, l'activité 

des enzymes CAT a été significativement induite par les deux souches de rhizobium pour les 

deux génotypes, où l'activité la plus élevée a été enregistrée pour AQD inoculé par la souche 

3841 et l'activité la plus élevée pour MLT a été enregistrée pour les plantes inoculées par la 

souche OL13 (Figure IV.11). En revanche, pour les racines, aucune différence significative n'a 

été enregistrée entre les plantes non inoculées et inoculées pour le génotype MLT, tandis que 

les seules différences significatives ont été enregistrées pour le génotype AQD inoculé par la 

souche 3841. Au niveau des nodules, la souche 3841 a montré une activité plus élevée que la 

souche OL13. 

 

 

 

Figure. IV. 12. Activité de l’Ascorbate peroxydase au niveau des feuilles, racines et nodosités. Des plantes de Vicia faba 

âgés de 70 jours, préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées 

(Ctrl), ont été cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). 

Activité APX des feuilles (A), des racines (B) et des nodosités (C). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais. Les valeurs indiquées 

sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme 

significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres 

différentes).  

 

 Pour l'activité APX, dans des conditions de déficit hydrique, les racines du génotype 

MLT ont montré l'activité la plus élevée par rapport à AQD, où l'activité la plus élevée a été 

enregistrée pour MLT inoculé par la souche 3841, et aucune différence significative n'a été 

enregistrée pour AQD entre les plantes non inoculées et inoculées (Figure IV.12). Pour les 

nodules, aucune différence significative entre les deux souches étudiées n'a été enregistrée. 

 

 

 

(B) 

c

a

abc

a

c

ab

bc

ab

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

NS S NS S

AQD MLT

A
ct

iv
it

é 
A

P
X

-N
o

d
o

si
té

s 
(µ

M
o

l. 
m

in
-1

. m
g-

1
 P

ro
te

in
e)

3841 OL13

(A) (C) 

f e cd
b

f e
c

a

f
de de c

 -

 0,100

 0,200

 0,300

NS S NS S

AQD MLT

A
P

A
ct

iv
it

é 
A

P
X

-R
ac

in
es

 
(µ

M
o

l. 
m

in
-1

. m
g-

1
 

P
ro

te
in

e)

CTRL 3841 OL13

f

c

g

e

f

a

g

d

f

b

g

c

 -

 0,20

 0,40

 0,60

 0,80

 1,00

 1,20

 1,40

 1,60

NS S NS S

AQD MLT

A
ct

iv
it

é 
A

P
X

-F
eu

ill
es

 (
µ

M
o

l. 
m

in
-1

. m
g-

1
 

P
ro

te
in

e)

Ctrl 3841 OL13



Chapitre IV : Réponses morphologique, physiologique et biochimique de la symbiose Vicia 

faba - Rhizobium leguminosarum au déficit hydrique 

91 

 

 

Figure. IV. 13. Activité de la gaïacol peroxydase au niveau des feuilles, racines et nodosités. Des plantes de Vicia faba 

âgés de 70 jours, préalablement inoculées individuellement avec des souches de Rhizobium (3841) et (OL13) et non inoculées 

(Ctrl), ont été cultivés dans des conditions témoins bien arrosées (Noté : NS) ou sous conditions limitées en eau (noté : S). 

Activité GPX des feuilles (A), des racines (B) et des nodosités (C). AQD : Aquadulce ; MLT : Maltais.  

Contrairement aux trois enzymes précédentes, la GPX présentait une activité 

enzymatique opposée, où l'activité GPX était plus élevée dans les racines et les nodules que 

dans les feuilles (Figure IV.13). Même pour les racines, l'activité GPX a été renforcée par OL13 

pour AQD et par 3841 pour MLT, ce qui est l'inverse pour les trois enzymes précédentes. 

 

 

Figure. IV.14. Sommaires des réponses de Vicia faba inoculé par deux souches de R. leguminosarum au déficit hydrique. 

La modification des marqueurs physiologiques et biochimiques chez les plantes V. faba inoculées par les deux souches étudiées 

dans des conditions limitées en eau par rapport aux plantes non-inoculées est indiquée en pourcentage du niveau du marqueur 

concerné. PS : poids sec ; Conduc.stomat : conductance stomatique ; Chl : Chlorophylle ; Car : Caroténoïdes ; Pro : Proline ; 

Sucres.sol : Sucres solubles ; MDA : malondialdéhyde ; H2O2 : peroxyde d'hydrogène ; SOD : superoxyde dismutase ; CAT : 

catalase ; APX : ascorbate peroxydase ; GPX : gaïacol peroxydase ; AQD, Aquadulce ; MLT : Maltais. 
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De tous les résultats examinés, la faible augmentation de la teneur en MDA et surtout 

en H2O2 observée dans les feuilles et les racines des deux génotypes étudiés, compte tenu des 

plantes non inoculées et inoculées avec les deux souches étudiées, est corrélée à l'augmentation 

de activités des enzymes antioxydantes SOD, APX et CAT détectées dans ces différents 

traitements. 

IV.3. Discussion 

Les stress environnementaux contraignent les plantes, les rhizobiums et les symbioses 

à fonctionner de manière optimale (Hungria et Vargas, 2000) ; et le changement climatique ne 

fera qu'aggraver les périodes et l'intensité des stress, y compris le stress hydrique. Relativement, 

peu d'informations sont disponibles sur la manière dont la sécheresse affecte la relation 

symbiotique entre les rhizobiums du sol fixateurs d'azote et la plante hôte (Ferguson et al., 

2010). Cependant, pour rendre la symbiose efficace en cas de déficit hydrique, les légumineuses 

doivent être associées à des souches de Rhizobium efficaces adaptées à chaque espèce de 

légumineuses afin d'obtenir les combinaisons les plus efficaces (Dwivedi et al. 2015). 

Nos résultats ont montré que le stress hydrique affecte significativement les paramètres 

de croissance des plantes pour les deux génotypes étudiés et pour les plantes inoculées et non 

inoculées. Cependant, pour la hauteur des plants et le nombre de nœuds, l'effet d'inoculation est 

plus marqué pour AQD inoculé par la souche 3841 et pour MLT inoculé par la souche OL13. 

Selon Tadesse et al. (2011), la hauteur de la plante est une composante importante du 

rendement. Pour la fève, une association positive entre le rendement et la hauteur de la plante a 

déjà été documentée pour les deux var. minor et major (Ulukan et al., 2003 ; Al Rifaee et al., 

2004) et pour d'autres légumineuses (ex : pois chiche : Toker et Ilhan Cagirgan, 2004). Cela 

pourrait être lié à une relation entre la hauteur et le nombre de nœuds portant des gousses le 

long de la tige principale, un facteur important dans la production de rendement (Graf et 

Rowland, 1987). De plus, il n'y a pas de différences significatives entre les deux génotypes 

étudiés. Néanmoins, dans des conditions de déficit hydrique, AQD présentait une diminution 

significativement faible du PS des feuilles et des racines que MLT, montrant que parmi les deux 

génotypes étudiés, AQD est celui qui présente la meilleure croissance dans des conditions de 

déficit hydrique (Fig. IV.3). Le PS des parties aériennes et racinaires était significativement 

augmenté lors de l'inoculation avec les deux souches de R. Leguminosarum pour les deux 

génotypes étudiés. En comparant l'effet de l'inoculation des Rhizobium, pour AQD, la souche 

3841 a montré un PS maximal pour les parties racinaires et aériennes par rapport aux plantes 

inoculées par la souche OL13 et au témoin non inoculé (Fig. IV.3). En revanche, la souche 
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OL13 a augmenté le PS des parties aériennes et racinaires pour le génotype MLT. Ces résultats 

sont en accord avec les résultats obtenus par Saghafi et al. (2018) sur Brassica napus inoculé 

par différentes souches de R. Leguminosarum sous stress salin. Mayak et al. (2004) ont 

également rapporté que l'augmentation de la biomasse végétale dans des conditions de stress 

est due au développement du système racinaire, qui facilite l'absorption des nutriments et de 

l'eau. En effet, les R. leguminosarum produisent de nombreuses phytohormones, notamment les 

gibbérellines (Boiero et al. 2007) et les cytokinines (Noel et al. 1996), où les gibbérellines sont 

responsables de l'allongement des tiges et de l'expansion des feuilles (Patil et al. 2017), et les 

cytokinines stimulent la division cellulaire, l'agrandissement des cellules et la croissance des 

parties aériennes (Kaushal et Wani 2016). 

Nos données ont indiqué que la symbiose avec différents rhizobiums modifiait 

différemment les réponses physiologiques et biochimiques de la fève dans les deux conditions 

hydriques, offrant une tolérance à la sécheresse pendant un stress hydrique à long terme. La 

mesure de la teneur totale en Chl et en Car a montré que l'effet d'inoculation était plus prononcé 

pour les deux génotypes dans des conditions bien arrosées, et était plus marqué par les plantes 

inoculées par la souche 3841. Dans des conditions de déficit hydrique, l'effet d'inoculation n'est 

enregistré que pour le génotype MLT, et est le même pour les deux souches étudiées. Les 

teneurs en Chl et Car étaient plus élevées dans les plantes inoculées par 3841 par rapport à 

OL13, suggérant que la souche 3841 avait un effet efficace sur la photosynthèse.  

L'une des premières lignes de défense contre la sécheresse est la fermeture des stomates, 

qui peut permettre à la plante d'échapper à la déshydratation et de maintenir un état hydrique 

plus élevé même dans des conditions de sécheresse prolongée (Amede et Schubert 2005). En 

effet, dans des conditions de déficit hydrique, les plantes inoculées ont montré une conductance 

stomatique significativement plus faible par rapport aux plantes non inoculées, pour les deux 

génotypes. Ces résultats indiquent que l'inoculation de Rhizobium confère une tolérance à la 

sécheresse grâce à la régulation stomatique. Plusieurs études sur la fève ont montré qu'une 

grande efficacité d'utilisation de l'eau, principalement due à une faible conductance stomatique, 

minimise les pertes d'eau et maintient le rendement dans des conditions de sécheresse (Nerkar 

et al. 1981 ; Khan et al., 2007 ; Khazaei et al. 2018). Boiero et al. (2007) ont rapporté que 

Rhizobium sp. ont été capables de produire de l'acide abscissique, qui stimule la fermeture des 

stomates, ce qui peut expliquer la diminution de la conductance stomatique chez les plantes 

inoculées afin de protéger les plantes contre les pertes d’eau et les autres dégâts. Les deux 

génotypes étudiés présentaient une corrélation positive entre la teneur en pigment 
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photosynthétique et la conductance stomatique, et les deux variables diminuaient 

significativement dans des conditions de déficit hydrique.  Cependant, les deux souches 

étudiées affectent de manière similaire la conductance stomatique dans des conditions d'eau 

limitées.  

Notre analyse biochimique a montré que les deux souches de rhizobium étudiées 

affectent différemment l'accumulation d'osmolytes et la réponse antioxydante. L'accumulation 

d'osmolytes tels que la proline, les sucres solubles ou d'autres acides aminés est une stratégie 

végétale permettant de réguler le potentiel osmotique des cellules sous stress hydrique (Zhang 

et al. 2010). La proline et les sucres peuvent aider à stabiliser les protéines et les structures 

cellulaires, en particulier lorsque le stress devient sévère ou persiste plus longtemps (Camaille 

et al. 2021). 

La proline a été identifiée comme un osmoprotecteur (Delauney et Verma, 1993), et elle 

s'accumule en réponse à une variété de stress abiotiques, y compris le stress hydrique, comme 

le démontre cette étude (Fig. IV.8). Dans des conditions de déficit hydrique, la proline s'est 

accumulée dans tous les différents organes des deux génotypes étudiés. Cependant, cette 

accumulation était significativement plus élevée dans le génotype MLT que dans le génotype 

AQD. Cependant, les plantes inoculées ont montré une teneur en proline significativement plus 

élevée pour tous les organes, par rapport aux plantes non inoculées. Ces résultats sont en accord 

avec les données précédemment rapportées pour les plantes Glycine max inoculées avec 

Bradyrhizobium japonicum (Kohl et al. 1991). Selon Ramos et al. (2005), l'augmentation des 

taux de proline induite par l'inoculation est probablement due à une meilleure utilisation des 

acides aminés, en particulier l'acide glutamique et l'arginine. L'acide glutamique est le 

précurseur de la proline, tandis que l'arginine peut subir une réaction médiée par l'enzyme 

pyrroline-5-carboxylate réductase (P5CR) et ainsi libérer la proline. Malgré les nombreuses 

études sur la proline, le rôle de l'accumulation de la proline est encore controversé car il est 

décrit comme un piégeur de radicaux, un antioxydant et est impliqué dans la régulation de 

l'apoptose et dans le développement des graines (Kocsy et al. 2005 ; Kavi Kishor et al. 2014). 

Selon Hanson & Hitz (1983), l'accumulation de la proline est un symptôme d'un déficit hydrique 

interne sévère et non une réponse métabolique adaptative au stress. Nous émettons l'hypothèse 

que l'accumulation de proline peut avoir un rôle dans la tolérance de la fève au stress hydrique, 

mais elle ne peut pas être considérée comme un marqueur fiable de la résistance de la fève au 

déficit hydrique. Ces faits sont en désaccord avec les données précédemment rapportées pour 
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la fève où les génotypes tolérants à la sécheresse accumulent plus de proline que les génotypes 

sensibles (Siddiqui et al., 2015 ; Abid et al., 2017 ; Kabbadj et al. 2017). 

Chez Medicago sativa, Trinchant et al. (2004) ont mesuré une augmentation de 15 fois 

la concentration en proline, atteignant ainsi une concentration de 11,8 mM au niveau des 

bactéroïdes lors du stress salin. En effet, il a été démontré que la proline joue un rôle 

d'osmoprotectant, plutôt que de source d'énergie pour la fixation bactéroïde de N2 dans les 

légumineuses telles que la fève (Trinchant et al. 1998). La quantité plus élevée de proline dans 

les nodosités de MLT inoculé par la souche OL13 devrait être un marqueur d'une plus grande 

tolérance au stress hydrique qu'avec la souche 3841.  

En effet, les cellules bactériennes préviennent généralement la déshydratation en 

accumulant des osmolytes, dont la proline, qui est l'un des osmolytes majeurs de l'osmo-

adaptation des rhizobiums pour équilibrer le potentiel hydrique interne et externe (Kibido et al. 

2020). Ce résultat pourrait être la conséquence de la plus grande tolérance de la souche OL13 

au stress hydrique ; une tolérance plus élevée qui pourrait être due à la capacité de la souche 

OL13 à accumuler une concentration plus élevée de proline dans des situations de stress. De 

plus, une étude récente a démontré que les nodosités du cultivar de soja tolérant à la sécheresse 

accumulaient des niveaux plus élevés de proline par rapport au cultivar sensible (Furlan et al. 

2017). Une autre caractéristique frappante était le fait que les Rhizobium dans les nodositées 

pouvaient influencer la concentration de proline dans les racines et dans les feuilles, un 

mécanisme qui reste à élucider mais qui a déjà été observé (Irshad et al. 2021). En effet, Irshad 

et al. (2021) ont observé des solutés compatibles plus élevés (proline, acides aminés libres, 

glycine bétaïne, sucres solubles et protéines) sur les organes végétaux de Medicago truncatula 

avec des nodosités actives par rapport à ceux non nodulées dans le processus de tolérance au 

stress salin. La conclusion des auteurs était que l'inoculation de Rhizobium meliloti joue un rôle 

clé contre le stress salin par l'induction du système antioxydant et l'accumulation de solutés 

compatibles (Irshad et al. 2021). Le niveau élevé de proline était également corrélé 

positivement avec le niveau élevé de H2O2 enregistré pour le génotype MLT. Verslues et al. 

(2007) suggèrent que H2O2 peut stimuler l'accumulation de proline induite par l'ABA et peut 

être un facteur dans l'induction des niveaux élevés d'accumulation de proline qui peuvent se 

produire sous un faible stress hydrique. D'autre part, le niveau élevé de H2O2 enregistré chez le 

génotype MLT suggère que ce génotype est plus sensible à la sécheresse. 

Le sucre agit soit comme substrat pour la respiration cellulaire, soit comme osmolyte 

pour maintenir l'homéostasie cellulaire (Gupta et Kaur, 2005). Nos résultats soutiennent 
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l'hypothèse que les sucres solubles jouent un rôle important pour l'ajustement osmotique chez 

les plantes. Ce résultat est cohérent avec les données obtenues par Ali et al. (2016) et Abid et 

al. (2017), qui ont signalé une augmentation de la teneur en sucres solubles dans les feuilles des 

plantes stressées par le manque d'eau, même si la teneur en sucre des racines n'a pas été évaluée 

auparavant. Nos résultats contredisent ceux de Khalafallah et al. (2008), qui ont découvert que 

le stress hydrique n'avait aucun effet sur la teneur en sucres solubles de la fève. Cependant, 

selon Gopalakrishnan et al. (2015), la plante transporte des glucides vers les nodules qui sont 

utilisés comme source d'énergie et également comme source d'hydrogène pour la conversion de 

l'azote atmosphérique en ammoniac par les rhizobiums, ce qui peut expliquer la forte teneur en 

sucres solubles enregistrée dans les racines inoculées par rapport aux racines non inoculées, 

dans des conditions bien arrosées. Par conséquent, nous suggérons que le sucre soluble est un 

bon marqueur de sélection pour la fève en réponse au déficit hydrique, conduisant à un 

ajustement osmotique chez cette espèce. Cependant, il convient de noter que l'accumulation de 

sucres solubles a été décrite comme plus efficace que l'accumulation de la proline pour contrer 

le stress osmotique et une interaction putative entre la proline et les sucres solubles a été mise 

en avant (Kavi Kishor et al. 2014 ; Gurrieri et al. 2020). 

Dans des conditions de déficit hydrique, le MDA et le H2O2 ont montré une 

accumulation significative dans les deux organes étudiés. Cependant, l'accumulation de MDA 

était plus faible dans les feuilles de plantes inoculées des deux génotypes par rapport aux plantes 

non inoculées, ce qui n'est pas le cas pour les racines. En revanche, le contenu en H2O2 a montré 

une plus grande variation entre les deux génotypes étudiés et les différents traitements 

bactériens, où AQD a enregistré les plus faibles taux d'accumulation de H2O2 pour les deux 

organes étudiés. Le résultat du contenu en H2O2 suggère que le stress oxydatif est moins marqué 

chez AQD que chez MLT, et chez les plantes inoculées que chez les plantes non inoculées. Il 

est intéressant de noter que l'accumulation du H2O2 était similaire dans les racines de AQD dans 

des conditions bien arrosées et sous déficit hydrique chez les plantes inoculées par la souche 

3841 (Tableau IV.2). L'accumulation de H2O2 dans les feuilles et les racines devrait permettre 

de distinguer les génotypes résistants des génotypes sensibles dans l'exploration de bons 

marqueurs de sélection. Nos résultats suggèrent que la symbiose entre la souche de rhizobium 

et la plante hôte protège les plantes contre les dommages oxydatifs causés par le stress hydrique, 

mais à un niveau différent selon le génotype de la plante hôte. 

Le fait qu'un niveau inférieur de H2O2 dans les feuilles était associé à une plus grande 

adaptation au déficit hydrique suggère que les mécanismes de détoxification du génotype AQD 
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sont plus efficaces que ceux du génotype MLT. L'activation de la machinerie antioxydante 

cellulaire est essentielle pour la protection contre le stress oxydatif induit par la sécheresse. 

Dans nos expériences, les activités SOD, CAT et APX étaient significativement plus élevées 

dans les feuilles et les racines d'AQD que dans MLT sous déficit hydrique. 

L'augmentation significative du niveau d'activité SOD dans les feuilles de AQD par 

rapport aux feuilles de MLT indique que AQD a une meilleure capacité à augmenter l'activité 

SOD pour piéger l'O2
− induite par le déficit hydrique que MLT. Quoi qu'il en soit, dans les 

feuilles de Vicia faba inoculées, l'effet R. leguminosarum a été remarqué pour AQD inoculé 

avec la souche 3841 et MLT inoculé par la souche OL13, montrant la plus grande capacité 

donnée par cette souche à améliorer l'activité SOD pour piéger O2
− dans des conditions de 

déficit hydrique. Notre étude de l'augmentation de l'activité SOD corrobore également les 

conclusions de Siddiqui et al. (2015) et Abid et al. (2017), qui ont démontré la capacité de 

l'activité SOD à améliorer la tolérance à la sécheresse des génotypes de V. faba. De même, 

Kumari et al. (2018), ont démontré que le pois chiche inoculé par des bactéries endophytes 

présentait une régulation à la hausse significative de l'expression des gènes de SOD et de 

proline, indiquant que les endophytes bactériens peuvent aider à protéger les plantes dans des 

conditions de stress hydrique en régulant à la hausse l'expression des gènes au niveau 

moléculaire. 

Le principal système de détoxification du peroxyde d'hydrogène dans les cellules 

végétales est le cycle ascorbate-glutathion, dans lequel APX joue un rôle clé en catalysant la 

conversion de H2O2 en H2O, en utilisant l'ascorbate comme donneur d'électrons spécifique 

(Caverzan et al. 2012). Dans nos expériences, l'APX a augmenté significativement dans les 

feuilles de AQD puis dans MLT, dans des conditions limitées en eau. Cependant, 

l'augmentation de l'activité APX des racines a également été observée, même si ce n'était pas 

aussi fort que dans les feuilles. Dans des études récentes sur la fève, Kabbadj et ses collègues 

(2017) ont également trouvé une amélioration significative de l'activité APX pour AQD par 

rapport aux deux autres cultivars étudiés, et reliant cela à la grande tolérance à la sécheresse du 

cultivar AQD. Ces résultats sont en désaccord avec Abid et al. (2017), qui n'ont pas trouvé de 

différence significative pour cette activité enzymatique.  

Dans les cellules foliaires, la CAT est l'une des protéines à rotation la plus rapide, 

notamment sous stress, et est nécessaire à l'élimination de l'H2O2 généré dans les peroxysomes 

par photorespiration (Noctor et al. 2018). Pour l'activité CAT, une augmentation significative 

a été enregistrée dans les feuilles et les nodules des deux génotypes ; cependant, l'activité CAT 
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des feuilles de AQD était plus élevée que l'activité CAT des feuilles de MLT. Néanmoins, les 

plantes inoculées ont montré un niveau plus élevé d'activité CAT par rapport aux plantes non 

inoculées. Le niveau élevé d'activité CAT dans les plantes AQD inoculées suggère une forte 

capacité de détoxification du H2O2. L'augmentation de l'activité de la CAT dans des conditions 

de déficit hydrique a également été signalée dans des études antérieures pour les génotypes 

tolérants à la sécheresse dans Siddiqui et al. (2015), Abid et al. (2017) et Kabbadj et al. (2017).  

Enfin, l'activité GPX est également une enzyme vitale pour la détoxification de H2O2 

(Hasanuzzaman et al. 2020). Cependant, malgré l'augmentation importante enregistrée pour les 

deux génotypes et dans tous les organes étudiés, cette augmentation est significativement plus 

importante chez le génotype MLT que chez le génotype AQD, contrairement aux trois enzymes 

précédentes. 

La découverte qu'un niveau inférieur de H2O2 était associé à une plus grande adaptation 

au déficit hydrique suggère que les mécanismes de détoxification dans le génotype AQD et les 

plantes inoculées des deux génotypes sont plus efficaces que chez les plantes MLT et les plantes 

non inoculées. L'augmentation des activités SOD, APX et CAT était corrélée à la diminution 

de l'accumulation de H2O2, ce qui souligne l'importance de ces trois enzymes dans le piégeage 

des ERO et la détoxification des cellules. 

Le résultat a montré la capacité des R. leguminosarum à améliorer les paramètres 

morphologiques, physiologiques et biochimiques dans les deux conditions hydriques étudiées. 

Ils améliorent l'activité des enzymes végétales qui atténuent les dommages oxydatifs induits par 

le déficit hydrique. Cependant, les deux souches étudiées n'ont pas présenté la même 

amélioration de la tolérance pour les deux génotypes étudiés. En effet, selon Perret et al. (2000), 

la relation symbiotique entre les bactéries des nodules racinaires et les légumineuses à un degré 

élevé de spécificité pour une nodulation efficace, elle opère aux deux niveaux de la symbiose, 

c'est-à-dire la nodulation et la fixation de l'azote par l'échange de signaux chimiques spécifiques 

entre les deux partenaires. Le génotype MLT représente la variété la plus cultivée en Algérie, 

ce qui peut expliquer l'amélioration significative de tous les paramètres étudiés lorsqu'il est 

inoculé par la souche OL13, qui a été isolée d'une rhizosphère algérienne. Cette souche a montré 

une amélioration significative du génotype AQD mais pas au même niveau que celui du 

génotype MLT. En revanche, le génotype AQD a montré une grande tolérance lorsqu'il est 

inoculé par la souche 3841 par rapport à la souche OL13. 
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IV.4. Conclusion 

Dans la présente étude, deux génotypes de fève ont été inoculés individuellement avec 

deux souches différentes de R. leguminosarum, et exposés à une sécheresse terminale afin 

d'étudier leur niveau de tolérance au déficit hydrique. Notre étude démontre le rôle important 

du symbiote dans les nodosités pour augmenter la tolérance des plantes au déficit hydrique. Les 

résultats obtenus indiquent qu'une plus grande tolérance au stress hydrique chez les génotypes 

de la fève dépend principalement de la régulation à la hausse de différents mécanismes 

antioxydants et de la production de solutés compatibles qui sont activés différemment selon le 

Rhizobium nodulant la plante. La variété MLT, largement cultivée en Algérie, s'avère bien 

mieux tolérante au stress hydrique en symbiose avec la souche locale de Rhizobium OL13. Cette 

souche OL13 conduit notamment à une bien meilleure production de proline et de sucre soluble 

chez le génotype MLT. Cette souche a également montré une amélioration significative chez le 

génotype AQD mais pas au même niveau et pour les mêmes paramètres exposés lorsqu'elle a 

été inoculée avec la souche 3841. Il est nécessaire d'explorer davantage pour déchiffrer le 

mécanisme par lequel une souche de Rhizobium peut affecter la tolérance au stress hydrique 

des légumineuses. Cependant, l'inoculation de Rhizobium sélectionné pourrait être une stratégie 

prometteuse pour améliorer la gestion du stress hydrique dans l'ère à venir du changement 

climatique. 
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Chapitre V : Réponse morphologique, physiologique et biochimique de la 

symbiose Triticum durum - Rhizobium leguminosarum au déficit hydrique 

V.1. Introduction 

 La production agricole a été soumise à une multitude de stress abiotiques en raison du 

réchauffement de la planète et du changement climatique à travers le monde (Hussain et al. 

2018). Les sécheresses constituent un sérieux défi pour la productivité agricole dans les régions 

arides et semi-arides du monde (Ullah et al. 2017). C'est l'un des facteurs environnementaux 

les plus importants affectant la croissance et le rendement des plantes dans le monde (Golldack 

et al. 2014) en affectant la morphologie, la physiologie et la biochimie des plantes cultivées 

(Anjum et al., 2011). Le blé dur (Triticum turgidum L. var durum Desf.) est la 10ème céréale 

la plus importante et la plus cultivée dans le monde avec une production annuelle moyenne de 

40 millions de tonnes (MT) (2016/17). En règle générale, la production de blé dur représente 5 

% de la production totale de blé avec une superficie de plantation de 16 millions d'hectares dans 

le monde (International Grains Council [IGC], 2020). Le deficit hydrique affecte négativement 

le développement et la croissance du blé comme la floraison et la maturité physiologique 

(Farooq et al. 2012) et diminue le poids frais et sec des plantules de blé (Li et Ma 2013 ; Yan 

et Shi 2013). De plus, il inhibe la croissance des plantes en perturbant divers processus 

biochimiques et physiologiques, y compris le métabolisme des nutriments, l'absorption des ions 

essentiels, la respiration, la translocation des glucides et la photosynthèse (Farooq et al. 2008) 

et en abaissant le taux de transpiration et la conductance stomatique (Zhan et al. 2011). De plus, 

les plantes soumises au stress hydrique sont sérieusement affectées par les dommages 

secondaires causés par les stress oxydatifs. Ces dommages oxydatifs sont les conséquences des 

espèces réactives de l'oxygène (ERO) qui sont capables de réagir rapidement avec une large 

gamme de biomolécules provoquant ainsi des dommages irréversibles conduisant à la nécrose 

et à la mort cellulaire (Raja et al. 2017). Compte tenu du problème, divers chercheurs ont essayé 

différentes stratégies physiques, chimiques et biologiques pour améliorer ou réduire l'impact de 

la sécheresse sur la croissance et le rendement des plantes (Hussain et al., 2011). 

 Cependant, les interactions bénéfiques des plantes avec les microbes peuvent améliorer 

la tolerance des plantes cultivées sous divers stress environnementaux (Nadeem et al. 2016 ; 

Khan et al. 2017 ; Ali et al. 2017), y compris le stress hydrique (Nadeem et al. 2014). De plus, 

l'inoculation avec des bactéries bénéfiques pour les plantes reste avantageuse par rapport aux 

traitements chimiques ou physiques que ce soit en termes de rentabilité économique ou de 

durabilité environnementale (Hussain et al. 2018). Les Rhizobium font partie d’un grand groupe 
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de bactéries formant des nodules, connues pour leur association symbiotique bénéfique avec 

les légumineuses. Ils fixent l'azote en développant des nodules sur les racines des légumineuses, 

où ils utilisent des nitrogénases pour fixer le diazote atmosphérique. On croyait que les 

Rhizobiums étaient exclusivement avantageux pour les légumineuses, mais plusieurs 

chercheurs ont récemment démontré leur potentiel pour améliorer la croissance des non-

légumineuses (céréales) via des mécanismes ou des stratégies indirectes et directes. Parmi les 

céréales etudiées figures le blé (Hussain et al., 2014b ; Asghar et al. 2015 ; Ullah et al. 2017), 

le riz (Hussain et al., 2009) et le maïs (Mehboob et al. 2012 ; Hussain et al. 2016). 

 Lorsque les rhizobiums colonisent les racines d'une plante non légumineuse dans une 

relation non spécifique, les souches de ce genre peuvent se comporter comme des rhizobactéries 

favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Saharan et Nehra 2011). Les Rhizobium agissent 

également comme PGPR sous forme d'endophytes ou de rhizobactéries dans les plantes 

céréalières et non légumineuses (Zaim et al. 2017). Les rhizobiums améliorent également les 

effets néfastes des stress et induisent une tolérance chez les plantes en adoptant différents 

mécanismes, notamment l'induction d'une tolérance systémique par certains changements 

chimiques ou physiques (Hussain et al., 2014a). Ces caractéristiques peuvent inclure la 

production de composés organiques comme le tréhalose (Zahran 1999), les phytohormones 

(Chandra et al., 2007), les sidérophores (Saidi et al., 2013), la régulation des activités 

antioxydantes enzymatiques/non enzymatiques (Berjak, 2006), la biosynthèse de 

solutés/osmolytes compatibles avec les plantes (Grover et al., 2010) et l'amélioration de la 

disponibilité des nutriments essentiels (Hussain et al. 2009 ; Hassan et al., 2017) par des 

mécanismes tels que la solubilisation du phosphate (Flores-Felix et al. 2013). De plus, Les 

Rhizobium spp. Produisent aussi des composés de lumichrome, qui agissent comme un 

activateur de la croissance des plantes avant le début de la fixation de l'azote (Cooper 2007). 

 Cette étude visait à étudier l’impact de deux souches différentes de Rhizobium 

leguminosarum sur la tolérance à la sécheresse de deux génotypes de Triticum durum. Cela 

pourrait potentiellement conduire à explorer un côté des rotations de cultures de la séquence 

céréales-légumineuses. Ainsi, il existe un potentiel considérable pour les rhizobiums résiduels 

de coloniser le système racinaire des plantules de blé en germination (Ullah et al. 2017). Nous 

avons proposé d'étudier l’impact de l'inoculation de R. leguminosarum sous deficit hydrique et 

leurs effets sur les réponses morphologiques, physiologiques et biochimiques dans les feuilles 

de T. durum. Nous avons mesuré des paramètres morphologiques pour examiner l’effet sur la 

croissance des plantes, physiologiques pour déterminer l'état de l'eau (IRE et conductance 
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stomatique), l'accumulation d'osmolyte (sucre soluble), les marqueurs de stress oxydatif (MDA 

et teneur en H2O2), les activités enzymatiques (catalase et peroxydase) comme paramètres pour 

évaluer l'effet de l'inoculation de R. leguminosarum sur T. durum en cas de carence en eau dans 

des expériences en serre. 

V.2. Résultats 

V.2.1. Effet des R. leguminosarum sur la hauteur, la teneur relative en eau et la conductance 

stomatique du blé dur sous déficit hydrique 

 Les performances de croissance de deux génotypes de blé dur différents inoculés 

individuellement et co-inoculés avec deux souches différentes de Rhizobium leguminosarum 

ont été analysées dans des conditions bien arrosée et limitée en eau. Les résultats ont montré 

que la hauteur des plantes et le TRE (%) des deux génotypes étaient significativement réduits 

dans les conditions de déficit hydrique. Cependant, les résultats ont montré que l'inoculation 

avec le R. leguminosarum augmentait significativement ces paramètres pour les deux génotypes 

par rapport aux plantes non inoculées, pour les deux génotypes étudiés.  

 

  

 

Figure V.1. Effet du stress hydrique et de l'inoculation par les rhizobiums sur la hauteur des plantes chez les deux 

génotypes de blé dur étudiés. Plantes de Triticum Durum de 80 jours, préalablement inoculées par des souches de rhizobium 

(Ctrl : non inoculées, 3841 : inoculées par la souche 3841, OL13 : inoculées par la souche OL13, 3841*OL13 : co-inoculées 

par les deux souches), Variété Waha : WH (A) ; variété Oued zenati : OZ (B). Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de 

trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme significativement différentes au 

niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres différentes). 
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  Dans les conditions de déficit hydrique, les plantes inoculées ont montré une 

augmentation de la hauteur des plantes par rapport aux plantes non inoculées. En comparant 

l'effet des isolats de Rhizobium sur le génotype WH, dans des conditions bien arrosées, les deux 

souches ont présenté la même augmentation à la fois pour l'inoculation unique et la co-

inoculation (Fig. V.1). En revanche, dans des conditions hydriques déficitaires, aucun 

changement significatif n'a été enregistré entre les plantes inoculées. Pour le génotype OZ, dans 

des conditions bien arrosées, les deux inoculations simples ont montré la même augmentation 

de la hauteur de la plante, lorsque la co-inoculation enregistre une augmentation 

significativement plus élevée par rapport aux deux inoculations simples. 

Figure V.2. Effet du stress hydrique et de l'inoculation par les rhizobiums sur la teneur en eau relative des feuilles 

étendard chez les deux génotypes de blé dur étudiés. Plantes de Triticum Durum de 80 jours, préalablement inoculées par 

des souches de rhizobium (Ctrl : non inoculées, 3841 : inoculées par la souche 3841, OL13 : inoculées par la souche OL13, 

3841*OL13 : co-inoculées par les deux souches), Variété Waha : WH (A) ; variété Oued zenati : OZ (B). Les valeurs indiquées 

sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme 

significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres 

différentes). 

  La TRE (%) est couramment utilisée pour caractériser le bilan hydrique d'une plante. 

Dans les deux conditions hydriques, les deux génotypes étudiés ont montré une TRE plus élevée 

chez les plantes inoculées par rapport aux plantes non inoculées (Fig. V.2). Cependant, entre 

les deux conditions hydriques, le pourcentage de décroissance est plus important chez les 

plantes WH non inoculés que chez les plantes OZ non inoculés, avec respectivement -47,54 % 

et -31,95 %. Lorsque l'on compare l'effet des isolats de Rhizobium sur les génotypes WH et OZ, 

le pourcentage de diminution entre les deux conditions hydriques est plus faible chez les plantes 

co-inoculées que chez les plantes inoculées seules. Pour les deux génotypes étudiés, la 

diminution la plus faible est enregistrée chez les plantes co-inoculées. 
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Figure V.3. Conductance stomatique (mmol. m-2. s-1) influencée par l'inoculation de R. Leguminosarum et le déficit 

hydrique chez les deux génotypes de blé dur étudiés. Plantes de Triticum Durum de 80 jours, préalablement inoculées par 

des souches de rhizobium (Ctrl : non inoculées, 3841 : inoculées par la souche 3841, OL13 : inoculées par la souche OL13, 

3841*OL13 : co-inoculées par les deux souches), Variété Waha : WH ; variété Oued zenati : OZ. Les valeurs indiquées sont la 

moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme 

significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres 

différentes). 

  L'induction d'un stress hydrique a réduit de manière significative la conductance 

stomatique chez les deux génotypes étudiés (Fig. V.3). La conductance stomatique n'était pas 

significativement différente entre les inoculations de Rhizobium et les plantes non inoculées 

dans des conditions de déficit hydrique (Fig. V.3). En revanche, dans les conditions bien 

arrosées, les plantes inoculées ont montré une conductance stomatique plus élevée, pour les 

deux génotypes étudiés, par rapport aux plantes non inoculées. Cependant, aucune différence 

significative n'a été enregistrée entre les plantes simples et co-inoculées, pour les deux 

génotypes. 

V.2.2. Effet des R. leguminosarum sur l’accumulation de la proline et des sucres solubles chez 

le blé dur sous déficit hydrique 

 La proline et les sucres solubles sont des marqueurs biochimiques importants de la 

tolérance au stress chez les plantes. Leur accumulation par les tissus végétaux dans des 

conditions de déficit hydrique est une réponse adaptative (Sheela Devi et Sujatha, 2014). Nous 

avons mesuré la teneur en Proline (Fig. V.4) et la teneur en sucres solubles dans les feuilles de 

blé dur (Fig. V.5). Les teneurs en proline n'étaient pas significativement différentes entre les 

deux variétés ainsi qu’entre les différents traitements bactériens dans des conditions bien 

arrosées. En revanche, sous déficit hydrique, la teneur en proline a fortement augmenté chez 

les deux génotypes étudiés. Chez la variété WH, les plantes inoculées présentaient des valeurs 
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plus élevées, en comparaison avec les mêmes traitements dans des plantes non inoculées, et où 

les accumulations les plus élevées de proline ont été observées chez les plantes WH co-

inoculées (Fig. V.4). Cependant, chez la variété OZ, la seule différence d’accumulation entre 

les traitements bactériens a été seulement enregistré chez les plantes co-inoculées. 

L'augmentation de l'accumulation de proline était significativement plus élevée chez le 

génotype WH que chez le génotype OZ. 

Figure V.4. Teneur en proline (µMol.g-1 FW) influencée par l'inoculation de R. Leguminosarum et le déficit hydrique 

chez les deux génotypes de blé dur étudiés. Plantes de Triticum Durum de 80 jours, préalablement inoculées par des souches 

de rhizobium (Ctrl : non inoculées, 3841 : inoculées par la souche 3841, OL13 : inoculées par la souche OL13, 3841*OL13 : 

co-inoculées par les deux souches), Variété Waha : WH (A) ; variété Oued zenati : OZ (B). Les valeurs indiquées sont la 

moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme 

significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres 

différentes). 

  

 Comme de nombreux stress environnementaux, la sécheresse entraîne des altérations 

majeures du métabolisme des glucides et les voies de signalisation des sucres interagissent avec 

les voies de stress pour moduler le métabolisme (Gong et al. 2015). Les sucres jouent un rôle 

indirect dans le contrôle du métabolisme des glucides pendant la croissance et le développement 

des plantes sous stress abiotique (Jha et Subramanian 2018). Dans notre étude, une 

accumulation significative de sucre soluble a été observée dans des conditions limitées en eau 

chez les plantes non inoculées et inoculées par rapport aux conditions bien arrosées. Une 

accumulation intense de sucres solubles a été observée dans des conditions de déficit hydrique 

chez les deux génotypes, étant significativement plus élevée chez le génotype OZ que chez le 

génotype WH (Fig. V.5). 

 Cependant, les plantes inoculées ont montré une augmentation significativement plus 

élevée de l'accumulation de sucre soluble par rapport aux plantes non inoculées, pour les deux 

génotypes. Néanmoins, les plantes simples et co-inoculées ont enregistré la même augmentation 

dans des conditions de déficit hydrique. Ces résultats montrent que les métabolites du sucre 
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jouent un rôle important dans le maintien du potentiel osmotique pendant le stress hydrique 

dans les paramètres expérimentaux actuels. 

 

Figure. V.5. Teneur en sucre soluble (mg. g-1 FW) influencée par l'inoculation de R. Leguminosarum et le déficit 

hydrique chez les deux génotypes de blé dur étudiés. Plantes de Triticum Durum de 80 jours, préalablement inoculées par 

des souches de rhizobium (Ctrl : non inoculées, 3841 : inoculées par la souche 3841, OL13 : inoculées par la souche OL13, 

3841*OL13 : co-inoculées par les deux souches), Variété Waha : WH (A) ; variété Oued zenati : OZ (B). Les valeurs indiquées 

sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées comme 

significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des lettres 

différentes). 

V.2.3. Effet des R. leguminosarum sur la peroxydation lipidique et la teneur en peroxyde 

d'hydrogène chez blé dur sous déficit hydrique 

 Les plantes exposées au stress hydrique produisent et sur-accumulent des espèces 

réactives de l'oxygène (ERO), telles que le radical superoxyde (O2), les radicaux hydroxyle 

(OH) et le peroxyde d'hydrogène (H2O2), qui causent des dommages oxydatifs aux ingrédients 

cellulaires, notamment les glucides, les protéines, les lipides, ADN, etc. (Raja et al. 2017; 

Hasanuzzaman et al. 2020). Les teneurs en MDA et H2O2 sont des déterminants du stress 

oxydatif chez les plantes dans des conditions de stress hydrique, c'est pourquoi nous avons 

mesuré la teneur en MDA et en H2O2 dans les feuilles étendards (Tableau V.1).  

 Dans les conditions bien arrosées, les plantes non inoculées et inoculées présentaient 

des niveaux similaires de teneur en MDA et en H2O2, mais lorsque les plantes étaient exposées 

au déficit hydrique, il y avait une augmentation considérable à la fois de la teneur en MDA et 

en H2O2 (Tableau V.1). L'accumulation du MDA était significativement plus faible dans les 

feuilles d'OZ que dans les feuilles de WH, avec respectivement 113,26 % et 656,27 %. 

Concernant la teneur en H2O2, cette augmentation était également significativement plus faible 

chez le génotype OZ que chez le génotype WH avec respectivement 76,78 % et 105,61 %. De 

plus, pour la teneur en MDA et en H2O2, une augmentation significative a été observée chez les 
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plantes non inoculées par rapport aux plantes inoculées pour les deux génotypes étudiés. De 

plus, les deux souches étudiées diminuent de manière similaire la teneur en H2O2 sous déficit 

hydrique, alors que l'augmentation la plus faible a été enregistrée chez les plantes co-inoculées 

du génotype OZ. 

Tableau. V.1. Teneurs en malondialdéhyde (MDA) et en peroxyde d'hydrogène (H2O2) dans les feuilles étendards 

influencées par l'inoculation de R. Leguminosarum et le déficit hydrique chez les deux génotypes de blé dur étudiés. 

Plantes de Triticum Durum de 80 jours, préalablement inoculées par des souches de rhizobium (Ctrl : non inoculées, 3841 : 

inoculées par la souche 3841, OL13 : inoculées par la souche OL13, 3841*OL13 : co-inoculées par les deux souches), Les 

valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes.  

 

 

V.2.4. Effet des R. leguminosarum sur les activités enzymatique chez blé dur sous déficit 

hydrique 

 Les plantes possèdent des systèmes de défense antioxydants qui incluent à la fois des 

composants enzymatiques et non enzymatiques pour se défendre contre les impacts du stress 

hydrique (Hasanuzzaman et al. 2020). Les antioxydants sont définis comme des produits 

chimiques capables de bloquer ou d'éteindre les processus de radicaux libres, de retarder ou de 

prévenir les dommages cellulaires et de retarder ou d'entraver considérablement l'oxydation du 

substrat potentiel à des concentrations inférieures à celles du substrat potentiel à oxyder (Nimse 

et Pal, 2015 ; Dumont et Rivoal, 2019). Les activités des enzymes antioxydantes catalases 

(CAT) et gaiacol peroxydase (GPX) ont été mesurées en tant que paramètres de défense 

antioxydante dans les feuilles étendards des deux génotypes étudiés. Les enzymes CAT et GPX 

convertissent le H2O2 en H2O (Rasool et al. 2013). Dans la présente étude, pour les deux 

enzymes antioxydantes étudiées, aucune différence significative n'a été enregistrée entre les 

plantes non inoculées et inoculées pour les deux génotypes étudiés dans des conditions bien 

arrosées (Fig. V.7 - 8). Cependant, l'activité des deux enzymes antioxydantes mesurées pour les 

deux génotypes a augmenté de manière significative dans des conditions limitées en eau.  

 

  

Genotypes 

Traitement 

Rhizobium 

Contenu en MDA  

(nMol. g-1 FW) 

Contenu en H2O2  

(nMol. g-1 FW) 

80% FC (NS) 40% FC (S) 80% FC (NS) 40% FC (S) 

 

 

 

WH 

Non-inoculées 17,10 ± 1,32F 129,33 ± 6,35A 28,02 ± 2,32EFG 57,62 ± 1,62A 

Souche 3841 17,39 ± 0,87F 91,36 ± 4,88B 28,95 ± 1,70EF 52,26 ± 3,36B 

Souche OL13 17,97 ± 0,53F 65,28 ± 3,48D 28,95 ± 3,69EF 50,00 ± 1,99B 

3841*OL13 16,87 ± 1,06F 66,14 ± 1,48D 29,57 ± 1,78EF 50,24 ± 1,97B 

 

 

 

OZ 

Non-inoculées 42,84 ± 4,93E 91,36 ± 2,09B 23,38 ± 1,21GH 41,33 ± 2,21C 

Souche 3841 43,94 ± 5,37E 82,96 ± 4,60C 24,57 ± 0,71FGH 32,67 ± 1,94DE 

Souche OL13 46,03 ± 1,76E 76,75 ± 6,18C 24,57 ± 1,17FGH 38,67 ± 4,21D 

3841*OL13 39,48 ± 6,06E 60,06 ± 2,90D 22,00 ± 1,59H 27,38 ± 0,97EFG 
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Figure. V.6. Activité catalase (CAT) (µMol. min-1. mg-1 Protéines) influencée par l'inoculation de R. Leguminosarum et 

le déficit hydrique chez les deux génotypes de blé dur étudiés. Plantes de Triticum Durum de 80 jours, préalablement 

inoculées par des souches de rhizobium (Ctrl : non inoculées, 3841 : inoculées par la souche 3841, OL13 : inoculées par la 

souche OL13, 3841*OL13 : co-inoculées par les deux souches), Variété Waha : WH (A) ; variété Oued zenati : OZ (B). Les 

valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont été considérées 

comme significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls (indiqué par des 

lettres différentes). 

 L'activité CAT la plus élevée a été détectée dans les plantes non inoculées chez les deux 

génotypes étudiés, soumises à des conditions de déficit hydrique (Fig. V.6). En revanche, 

l'activité GPX a été fortement induite dans les plantes inoculées par rapport aux plantes non 

inoculées pour les deux génotypes étudiés, dans des conditions limitées en eau. Cependant, cette 

augmentation était plus importante chez les plantes co-inoculées pour le génotype OZ avec 

119,68 %, 129,77 % et 162,52 % pour l'inoculation unique (3841 et OL13) et la co-inoculation 

respectivement (Fig. V.7). 

Figure V.7. Activité guaiacol peroxidase (GPX) (µMol. min-1. mg-1 Protéines) influencée par l'inoculation de R. 

Leguminosarum et le déficit hydrique chez les deux génotypes de blé dur étudiés Plantes de Triticum Durum de 80 jours, 

préalablement inoculées par des souches de rhizobium (Ctrl : non inoculées, 3841 : inoculées par la souche 3841, OL13 : 

inoculées par la souche OL13, 3841*OL13 : co-inoculées par les deux souches), Variété Waha : WH (A) ; variété Oued zenati : 

OZ (B). Les valeurs indiquées sont la moyenne ± SD de trois répétitions indépendantes. Les différences dans les données ont 

été considérées comme significativement différentes au niveau de probabilité de 0,05 par le test de Student-Newman-Keuls 

(indiqué par des lettres différentes). 
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V.3. Discussion 

 Certains micro-organismes, tels que les bactéries, ont des processus complexes qui leur 

permettent de survivre dans des conditions défavorables et d'améliorer la croissance et le 

développement des cultures grâce à des interactions directes et indirectes avec les plantes (Khan 

et al. 2017). Selon nos résultats, le stress hydrique a un impact considérable sur le 

développement des plantes pour les deux génotypes étudiés, ainsi que sur les plantes non 

inoculées et inoculées. Selon Khan et al., (2010) et Bogale et Tesfaye (2016), la hauteur de la 

plante est positivement corrélée avec le rendement en grains sous stress hydrique du tallage à 

la maturité de la culture, ce qui suggère que dans cette condition le rendement dépend de 

l'obtention d'une meilleure développement végétative et une plus grande mobilisation des 

réserves des tiges. Au cours de cette période, un événement de deficit hydrique limite 

l'absorption d'eau par les plantes, ce qui entraîne une diminution de la pression de turgescence 

dans les cellules végétales, ce qui réduit l'expansion cellulaire et résulte, par conséquent, en des 

plantes plus courtes (Buffier, 2014). Nos résultats ont montré une augmentation significative 

de la longueur des tiges chez les plantes inoculées par rapport aux plantes non inoculées dans 

les deux conditions hydriques. De plus, l'effet d'inoculation le plus prononcé a été enregistré 

chez les plantes co-inoculés du génotype OZ, dans des conditions bien arrosées. Ces résultats 

sont en accord avec les études précédentes sur le blé inoculé par R. leguminosarum (Höflich, 

2000 ; Mehboob et al. 2011). Les Rhizobium en tant que PGPR sont censés produire des 

gibbérellines (Boiero et al. 2007), qui sont des phytohormones (GA1-GA89) responsables de 

l'allongement de la tige et de l'expansion des feuilles (Patil et al. 2017), ce qui peut expliquer 

l'augmentation de la longueur des pousses chez le blé inoculé. 

 La TRE et la conductance stomatique sont des paramètres physiologiques importants 

fréquemment utilisés pour mesurer l'état de l'eau car ils correspondent à l'absorption d'eau par 

les racines, à la perte d'eau par transpiration et à la fermeture des stomates. La TRE est 

considérée comme un excellent indicateur de la tolérance au déficit hydrique, elle est utilisée 

pour évaluer le bilan hydrique des plantes et c'est un moyen fiable pour mesurer l'état du stress 

osmotique (Zarick et al. 2016). Selon de nombreuses études sur le blé dur (Sultan et al., 2012 ; 

Aprile et al., 2013 ; Habash et al., 2014) ; Les valeurs de la TRE dans des conditions de déficit 

hydrique sont plus élevées dans les génotypes tolérants à la sécheresse. Ainsi, dans cette étude, 

l'inoculation avec les deux souches de Rhizobium a pu augmenter la TRE par rapport aux plantes 

non inoculées pour les deux génotypes étudiés et dans les deux conditions hydrique. Cela a 

donné une indication que les Rhizobia pourraient aider le blé à tolérer des conditions de déficit 
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hydrique. L'atténuation de la sécheresse par des bactéries qui possédaient également des 

mécanismes de PGPR a été rapportée plus tôt par certains chercheurs (Tank et Saraf 2010, 

Chakraborty et al. 2013). Les mécanismes associés à cette augmentation des TRE par 

inoculation rhizobienne peuvent être liés à leur mécanisme PGPR de mise à disposition aux 

plantes du phosphore insoluble (Antoun et al. 1998) et de régulation stomatique par des signaux 

hormonaux (Boiero et al. 2007), comme l'a rapporté Zarik et al. (2016) pour application 

mycorhizienne. 

 Dans des conditions bien arrosées, les plantes inoculées ont montré une conductance 

stomatique plus élevée que les plantes non inoculées. Ces résultats sont en accord avec les 

résultats de Ullah et al. (2017), qui ont trouvé une augmentation significative de la conductance 

stomatique des plants de blé inoculés avec R. leguminosarum. Selon Noël et al. (1996), la 

synthèse des phytohormones, qui comprennent les cytokinines, est l'un des mécanismes de 

croissance des plantes des R. leguminosarum. Kaushal et Wani (2016) ont rapporté que les 

cytokinines stimulent la division cellulaire, l'agrandissement des cellules, la croissance des 

pousses et provoquent l'ouverture des stomates, ce qui peut expliquer l'augmentation de la 

conductance stomatique dans les plantes inoculées par rapport aux plantes non inoculées dans 

des conditions bien arrosées. 

 La production et l'accumulation de sucres solubles sous forme d'osmolytes est une autre 

méthode d'acclimatation vers l'ajustement osmotique sous déficit hydrique afin de limiter les 

pertes d'eau en favorisant la rétention d'eau dans la plante sans interférer avec un métabolisme 

normal (Farooq et al. 2014; Gontia-Mishra et al. 2016 ; Camaille et al. 2021). Chez le blé, les 

sucres solubles contribuent le plus à l'ajustement osmotique lorsqu'ils sont soumis au stress 

hydrique (Camaille et al. 2021). Cependant, une augmentation significative des sucres solubles 

chez les plantes inoculées a été notée par rapport aux plantes non inoculées dans des conditions 

limitées en eau. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Wang et al. (2016) qui ont 

enregistré une augmentation significative des sucres solubles dans les feuilles de Medicago 

truncatula nodulées par rapport aux feuilles des plantes non nodulées après le début du choc 

salin. Les résultats que nous avons observés pour les sucres solubles sont également cohérents 

avec ceux de Feng et al. (2002), qui ont rapporté que chez le maïs, les plantes mycorhizées 

maintenaient un taux de sucre soluble total plus élevé que les plantes non mycorhizées. Selon 

Camaille et al. (2021) les sucres peuvent aider à stabiliser les protéines et les structures 

cellulaires, en particulier lorsque le stress devient sévère ou persiste pendant de plus longues 
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périodes. Ces résultats peuvent soutenir l'idée que l'inoculation par les Rhizobium aide les 

plantes de blé à maintenir un meilleur ajustement osmotique, pour faire face au stress hydrique. 

 La teneur en MDA, un produit de la peroxydation lipidique, est un indicateur fiable des 

dommages oxydatifs de la membrane chez les plantes exposées au stress. Eviter les dommages 

causés aux membranes cellulaires est un point clé pour que la plante résiste au stress hydrique 

(Camaille et al. 2021). Dans cette étude, une baisse significative de la teneur en MDA et en 

H2O2 a été observée dans les plantes inoculées contrairement aux plantes non inoculées 

soumises au déficit hydrique, suggérant que les Rhizobium a aidé à protéger l'intégrité des 

membranes cellulaires des plantes contre les effets néfastes de la sécheresse (Fig. 5 - 6). De 

plus, l'effet de diminution provoqué par l'inoculation le plus prononcé sur la teneur en MDA et 

en H2O2 a été enregistré chez les plantes co-inoculées du génotype OZ, dans les conditions de 

déficit hydrique. Ces résultats sont conformes aux études précédentes (Gontia-Mishra et al. 

2016) enregistrant la plus faible teneur en MDA et en H2O2 dans les semis de blé inoculés avec 

du PGPR par rapport aux semis non inoculés soumis à un stress hydrique. Selon Gusain et al. 

(2015), il est possible que les plantes inoculées de PGPR n'aient pas subi beaucoup de stress et 

aient par conséquent eu une production de H2O2 plus faible en cas de stress hydrique. Nos 

résultats sont également en accord avec des études antérieures affirmant que l'inoculation de 

PGPR combat les dommages oxydatifs causés par le stress hydrique (Gusain et al. 2015 ; Tiwari 

et al. 2016). 

 Afin d'améliorer leur tolérance au stress abiotique, les plantes ont développé un certain 

nombre de mécanismes biochimiques. Ceux-ci peuvent inclure l'emploi de divers mécanismes 

antioxydants qui sont de nature enzymatique ou non enzymatique. Certains mécanismes 

antioxydants incluent les enzymes de la voie ascorbate-glutathion, la guaiacol peroxydase, la 

catalase et la superoxyde dismutase (Hasanuzzaman et al. 2020). Dans cette étude, une 

augmentation significative de la teneur en CAT et GPX a été observée chez les plantes non 

inoculées et inoculées soumises au deficit hydrique (Fig. 7-8). Dans les conditions limitées en 

eau, une augmentation de l'activité CAT dans les deux génotypes étudiés et tous les traitements 

rhizobiums a été enregistrée. Cependant, l'augmentation a été plus prononcée dans les plantes 

non inoculées. Le fait que les plantes inoculées au Rhizobium aient une activité CAT faible ou 

égale par rapport aux plantes non inoculées, dans des conditions limitées en eau, exclut une 

implication directe de cette enzyme dans la prévention des dommages oxydatifs. L'activité CAT 

s'est avérée augmenter en particulier dans les variétés de blé sensibles à la sécheresse (Simova-

Stoilovaetal., 2010). Néanmoins, un autre mode de destruction de H2O2 est la production de 
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peroxydase, qui se trouve dans toute la cellule et a une affinité beaucoup plus élevée pour H2O2 

que la CAT (Wu et al. 2007). Cependant, le gaïacol présente un substrat universel pour la 

majorité des peroxydases (Murphy et al., 2012).  

 Dans des conditions limitées en eau, une augmentation significative a également été 

enregistrée dans l'activité GPX chez les deux génotypes étudiés et tous les traitements 

rhizobiums. En revanche, l'augmentation était plus prononcée chez les plants inoculés que chez 

les plants non inoculés. De plus, l'augmentation était plus prononcée chez les plantes co-

inoculés du génotype OZ. Selon Zarick et al. 2016, la différence de ces activités antioxydantes 

(activité peroxydase élevée et activité CAT faible) reflétait une diversité physiologique et une 

tolérance intrinsèque au stress osmotique nécessaire au complexe mycorhizien arbusculaire, qui 

leur permet de s'adapter et de survivre au stress oxydatif produit par un stress hydrique sévère. 

Ainsi, l'inoculation par les Rhizobiums a aidé les cellules végétales de blé à se protéger contre 

les effets néfastes des ERO dans des conditions de déficit hydrique. 

 Ensemble, ces résultats nous permettent de confirmer la tolérance à la sécheresse du 

génotype OZ par rapport au génotype WH, ce qui est en ligne avec les résultats de Bouchemal 

et al. 2016. De plus, les deux souches de Rhizobium leguminosarum étudiées ont amélioré de 

manière similaire les paramètres de croissance, physiologiques et biochimiques des deux 

génotypes étudiés. Cette amélioration a été enregistrée non seulement pour l'inoculation unique, 

mais aussi en co-inoculation pour le génotype OZ. Les effets de co-inoculation n'étant cohérents 

que pour le génotype OZ dans des conditions limitées en eau, suggérons que cette différence de 

réponse indique un effet génotypique possible. 

V.4. Conclusion 

 Il a été démontré que le stress de la sécheresse a un effet délétère sur la croissance et le 

développement des plantes en modifiant les équilibres nutritionnels et hormonaux. Cependant, 

l'impact d'un tel stress peut être atténué et/ou minimisé par un micro-organisme naturel, tel que 

Rhizobium leguminosarum. Comme l'a révélé notre étude, R. leguminosarum peut être utilisé 

comme bactérie favorisant la croissance des plantes pour induire une tolérance systémique chez 

Triticum Durum dans des conditions de déficit hydrique. Il est suggéré que l'atténuation du 

stress hydrique est due à l'amélioration des défenses antioxydantes et à une accumulation plus 

élevée d'osmoprotecteurs tels que les sucres solubles. De plus, nos recherches suggèrent que la 

co-inoculation de divers rhizobiums (acquis à partir de différentes légumineuses) peut être une 

meilleure alternative que l'inoculation d'une seule souche pour augmenter le développement des 



Chapitre V : Réponse morphologique, physiologique et biochimique de la symbiose Triticum 

durum - Rhizobium leguminosarum au déficit hydrique 

113 

 

plantes dans des conditions limitées en eau. Une des implications de cette étude est de 

démontrer l'effet PGPR bénéfique des rhizobiums sur le blé dur dans le cadre de rotations 

céréalières-légumineuses afin de protéger l'environnement en minimisant les intrans chimiques 

et de conserver la biodiversité des cultures. 
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Conclusion générale 

Le réchauffement et le changement climatique que subit la planète soumet la production 

agricole à une multitude de stress abiotiques, dont le déficit hydrique. Ce dernier constitue un 

sérieux défi pour la productivité agricole dans les régions arides et semi-arides du monde et 

représente l'un des facteurs environnementaux les plus importants affectant la croissance et le 

rendement des plantes dans le monde. Dans cette optique, la mise au point de cultivars ayant 

une importance alimentaire humaine et animale et ayant une meilleure tolérance au déficit 

hydrique tout en minimisant les intrants chimique, s’avère être la solution la plus durable et 

écologique pour optimiser la productivité des cultures dans le contexte climatique actuel. 

Vu l’importance des légumineuses, il est devenu primordial de les insérer dans les 

systèmes de culture afin de bénéficier des avantages multiples qu’elles offrent à 

l’environnement et aux autres cultures qui la suivent. Ainsi, mieux comprendre les mécanismes 

naturels qui leur permettent de tolérer davantage le déficit hydrique, tel que la symbiose établie 

avec Rhizobium leguminosarum serait un élément clé pour gérer durablement la tolérance au 

déficit hydrique et conserver la biodiversité.  

En effet, Vicia faba, cette légumineuse particulièrement riche en éléments nutritifs aussi 

bien pour l’être humain que pour les animaux, demeure malheureusement marginalisée dans de 

large régions du monde, y compris en Algérie, et ainsi non pleinement exploitée, bien qu’elle 

soit une culture de rotation idéale a intégrer dans les séquences légumineuses-céréales. En effet, 

la symbiose établie avec R. leguminosarum lui permet de fixer de l’azote libre jusqu’à 300 Kg 

N ha-1 et lui permet aussi d’augmenter sa tolérance vis-à-vis du déficit hydrique. Comme culture 

suivante, le blé dur pourrait largement bénéficier des avantages conférer par la fève en elle-

même et par les Rhizobiums du sol qui vont jouer le rôle de bactéries favorisant la croissance 

des plantes pour induire une tolérance systémique chez le blé dans des conditions de déficit 

hydrique. Ainsi, l'inoculation par des Rhizobium sélectionnés pourrait être une stratégie 

prometteuse pour améliorer la gestion du stress hydrique dans l'ère à venir du changement 

climatique. 

Dans cette optique, il est fortement souhaitable d’étudier plus en détails les mécanismes 

régissant les interactions entre les nodosités fixatrices d’azote et leur environnement et ceux 

impliqués dans le phénomène de l’adaptation et la tolérance afin de mieux comprendre la 

spécificité entre la plante et le symbiote aussi bien sur le plan biochimique que moléculaire. Par 

ailleurs, des essais de rotation sur le long terme entre les deux cultures sur le terrain sont 
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nécessaires pour évaluer de manière critique les multiples effets de la fève sur les cultures de 

blé, en mettant particulièrement l'accent sur la fixation symbiotique de l’azote, leur croissance 

et leur tolérance pendant toute la durée de vie. 
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Annexe 01 

Composition du milieu Yeast Extract Mannitol (YEM) 

 

Ce milieu est utilisé pour la culture des espèces de Rhizobium. Sa composition est présentée 

dans le tableau suivant. 

Tableau : Composition du milieu LB en g.l-1. 

 

Dissoudre ces composants dans 1 L d’eau distillée. Ajuster le pH de la solution à 6.8.  

Ajouter 15g de poudre d’agar au mélange pour le milieu solide.  

Autoclaver le milieu pendant 15 minutes sous pression de 1.5 bar à 121°C.  

Repartir environ 25 ml par boîte de Pétri et laisser solidifier. 

Solution minérale de Bergensen 10M 

• KCl    1 g 

• FeCl3   0.2 ml 

• CaCl2- 2H2O  0.53 g 

• Na2HPO4-12H2O  4.5 g 

• MgSO4-7H2O  1 g 

Dissoudre chaque composant dans 100 ml d’eau distillée.  

Conserver à 5°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Composants Milieu Solide (1l) Milieu Liquide (1l) 

Extrait de levure 0.4 g/l 0.4 g/l 

Solution minérale De Bergensen 10m 100 ml 100 ml 

Mannitol 10 g 10 g 

Agar agar 15 g - 
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Annexe 02 

Composition de la solution nutritive dépourvue d’azote 

 

 Quantité Volume final 

Solution 1 

KH2PO4 200 g 1000 mL 

 

Solution 2 

MgSO4 7H2O 98.59 g 1000 mL 

KCl 100.64 g 

Na2MoO-2H2O 2.42 g 

 

Solution 3 

EDTA-Fe-Na  24.99 g 1000 mL 

 

Solution 4 

CaCl2-2H2O 34.11 g

  

1000 mL 

 

Milieu de Heller 

ZNSO4-7H2O  1000 mg 1000 mL 

H3BO3 1000 mg 

MnSO4-H2O  75.8 mg 

CuSO4-5H2O  30 mg 

AlCl3-6H2O 54 mg 

NiCl2-6H2O  30 mg 

KI 10 mg 

       

Milieu nutritif Quantité  

Solution 1 50 mL 50 L 

Solution 2 100 mL 

Solution 3 50 mL 

Solution 4 1500 mL 

Solution de Heller 50 mL 
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terminale à la sécheresse chez deux génotypes de Vicia faba, Aquadulce (AQD) et Maltais (MLT) cultivés en 
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