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Résumé :

Les Iégumineuses en symbiose avec les Rhizobia, sont une priorité pour les politiques de
recherche en Algérie car, leur culture produit des graines et fourrages riches en protéines a
partir  d’azote atmosphérique. Afin  de sélectionner  une association
« Cicer arietinum-Rhizobium-Sol » plus performante, un dispositif expérimental formé
d’une culture de quatre variétés de pois chiche sur quatre sols prélevés de différentes
localités, soumis a trois traitements (naturel, stérile, stérile fertilis¢) ou I’effet de Ia
stérilisation et la fertilisation du sol est apprécié par une analyse statistique. La variété
93.93C s’est montrée la plus productive sur le sol naturel de Ain Témouchent. Quinze
isolats nodulant le pois chiche (Cicer arietinum L.) sont caractérisés sur le plan
phénotypique. L’analyse de leur caractérisation biochimique, leur tolérance a la salinité, aux
températures élevées, aux pH acides et alcalins, et la résistance aux antibiotiques et aux
métaux lourds, ainsi que leurs caractéristiques symbiotiques ont permis de mettre en évidence
une certaine diversité physiologique au sein de ces populations de Rhizobium . Certains isolats
ont présenté des caractéristiques intéressantes, ils sont efficients et capables d’assimiler une
multitude de substrats carbonés, de tolérer des pHs allant de 4 a 12, des concentrations en
NaClde 1 a9 %, des températures comprises entre 30 a 45 °C et ils se sont méme révélés

trés résistants a quelques métaux lourds et antibiotiques.

Mots clé : Biodiversité -Cicer arietinum -Rhizobium- caractérisation phénotypique-Sol



Summary:

The leguminous plants in symbiosis with Rhizobium, are a priority for the politics of
research in Algeria because, their culture produces seeds and forage rich in proteins starting
from atmospheric nitrogen. In order to select an association "Cicer arietinum - Rhizobium —
Soil " more powerful an experimental device formed of a culture of four varieties of chickpea
on four soils taken from various localities, subjected to three treatments (natural, sterile,
sterile fertilized) where the effect of sterilization and the fertilization of soil are appreciated
by a statistical analysis. The variety 93.93C has shown good potentialité¢ of production on
natural soil of Ain Témouchent. Fifteen isolats nodulating chickpea (Cicer arietinum L.)
are characterized on the phenotypical level. The analysis of their  biochemical
characterization, their tolerance to salinity, the high temperatures, the alkalin and acid pHs,
and resistance to antibiotics and heavy metals, as their symbiotic characteristics made it
possible to highlight a physiological diversity within these populations of Rhizobium.
Some isolats showed interesting characteristics, they are efficient and able to assimilate a
multitude of carbohydrate substrates, to tolerate pHs going from 4 to 12, NaCl concentrations
from 1to 9 %, temperatures ranging between 30 to 45 °C and they even appeared very

resistant to some heavy metals and antibiotics.

Key words: Biodiversity - Cicer arietinum - Rhizobium — phenotypical characterization -

Soil
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Introduction

Introduction :

Les légumineuses en symbiose avec les Rhizobium, sont une priorité pour les politiques de
recherche en Algérie.

En plus du role qu’elles jouent dans [’agriculture, I’économie et dans les balances
alimentaires de nombreuses populations humaines, les légumineuses sont aussi trés
importantes écologiquement vu qu’elles sont responsables pour une partie substantielle de la
conversion du flux global de I’azote atmosphérique en forme fixe tel que 1’azote ammoniacal
qui est & son tour converti en composés organiques assimilables.

Parmi les 1égumineuses alimentaires, le pois chiche représente un modele intéressant pour
I’é¢tude de la fixation biologique de ’azote en raison de son importance économique et sa
participation a I’enrichissement du sol en azote (précédent cultural pour les céréales).

A fin de sélectionner une association « Cicer arietinum-Rhizobium-Sol » plus performante,
et estimer 1’efficience des souches autochtones de certaines localités de 1’ouest algérien, un
dispositif expérimental , formé d’une culture de quatre variétés de pois chiche sur quatre sols
différentes, soumise a trois traitements (naturel, stérile, stérile fertilisé) dont I’effet est
apprécié par une analyse statistique, a ét¢ mis en place.

La caractérisation phénotypique de 15 souches isolées a partir des nodosités de pois chiche
nous permettra d’une part : de mettre en évidence 1’é¢tendue des variations phénotypiques qui
existent entre les souches ; et d’autre part : d’exploiter ces variations pour la sélection de
candidats pouvant maintenir une capacité supérieure de fixation d’azote sous les variations
des facteurs du milieu.

En effet, les facteurs environnementaux affectent tous les aspects de la fixation symbiotique
de I’azote. Parmi les facteurs les plus importants figurent le pH, la salinité et la température.
Dans le sol, le pH affecte non seulement le développement des bactéries, mais aussi, la
solubilité des différents cations métalliques qui influencent indirectement le développement
bactérien.

Dans les régions arides ou semi-arides, les températures extrémes affectent la survie des
Rhizobiums. Elles agissent également sur leur mobilité et, sur leur potentiel infectieux en
agissant sur le taux de I’humidité relative du sol.

La salinité constitue de nos jours une menace sérieuse a prendre en charge. Elle agit

négativement sur la persistance et sur le développement des Rhizobiums.
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I1 est donc primordial, d’identifier en premier lieu : les Rhizobiums autochtones nouvellement
isolés et sélectionner ceux qui peuvent survivre et maintenir une haute performance
symbiotique sous les différentes contraintes de I’environnement.

Dans cette optique, cette étude porte sur la détermination des caractéristiques phénotypiques
des souches. L’ensemble de ces caractéres pourra d’une part, constituer une base pour
I’établissement de stratégies d’inoculations et étre de ce fait une base d’étude de la diversité
phénotypique, qui existe entre ces souches autochtones, et donner des indications sur leur

position taxonomique.
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I Apercu général sur les partenaires de la fixation symbiotique de I’azote :

I.1 Les légumineuses :

Les Légumineuses représentent une superfamille chez les angiospermes, comprenant plus
de 750 genres et entre 16000 et 19000 especes (Dommergues et al., 1999). Elles sont divisées
en trois sous-familles : les Mimosoidées, les Caesalpinoidées et les Papilionoidées

(Udvardi et al., 2005) .

De nombreuses légumineuses constituent une source majeure de protéines, d’huiles
végétales (Graham et Vance, 2003) et constituent une importante source de nourriture
humaine. C’est la raison pour laquelle, elles sont largement cultivées sur 1’ensemble de la
planéte. On peut citer par exemple : le haricot (Phaseolus vulgaris), le soja (Glycine max), le

pois (Pisum sativum), le pois chiche (Cicer arietinum), la féve (Vicia faba) ....etc.

Ainsi, les légumineuses couvrent globalement 66% des besoins de subsistance des
communautés rurales dans les pays en voie de développement, tout en assurant un maintien
durable de la fertilité¢ des sols (engrais vert), utilisées comme précédent cultural des céréales ,

et de I’équilibre des écosystemes (Dommergue et al., 2006).

La plus grande partie des Légumineuses (88% des especes étudiées) interagissent avec les
Rhizobia et forment des nodules fixateurs d’azote (Hirsch ef al., 2001 ; de Faria et al., 1989).
De ce fait, les légumineuses sont parmi les plantes les plus étudiées (Patriarca et al., 2004 ;
Gage et al., 2004 ; Stacey et al., 2006). Notamment, I’émergence de deux plantes mode¢les :
Lotus japonicus (Handberg et Stougaard, 1992 ; Udvardi et al, 2005) et
Medicago truncatula ( Barker et al., 1990) a permis d’accélérer 1’étude des mécanismes de

mise en place de la symbiose.
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1.2 Le Rhizobium :

I.2.1 Description :

Petites bactéries non sporulées hétérotrophes du genre Rhizobium appartenant a la famille

des Rhizobiaceae, se développent bien dans le sol et en général sont présentes dans la terre

cultivée (Obaton et al., 1983).

1.2.2 Principales caractéristiques :

Les Rhizobia sont des bactéries asporulées, strictement aérobies (Pelmont, 1993). Ce sont
des microorganismes typiquement Gram négatifs, trés mobile quand ils sont jeunes, elles se
présentent en coccobacilles ou en batonnet, (Jordan, 1984 ; Bekki, 1983), de 0,6 a 0,8 p de
large sur 1 a 4pu de long, rencontrés dans le sol sous forme libre ou en bactéroides a 1’intérieur
des nodosités (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Vincent ef al., 1974). La morphologie de la
bactérie est trés voisine quelque soit I’espece (Vincent et al., 1977).

Les Rhizobia sont des bactéries mésophiles, leur température optimale de croissance se situe
entre 25 et 30°C (Elkan ef al., 1992). Certaines espeéces se développent a des températures
allant de 40,5 a 42,5°C, c’est le cas de Rhizobium meliloti (Affiana et Alexander, 1992).

La plupart des Rhizobia préferent la neutralité¢ (Jordan et al., 1984), d’autres au contraire,
tolerent des pH trés bas (Vincent et al., 1977 ; Bergey’s et al., 1984). C’est le cas de
Bradyrhizobium japonicum qui supporte des pH de I’ordre de 3.5 a 4 (Dommergues et
Mangenot, 1970). 1l a ét¢ montré que des souches de Rhizobium peuvent croitre a des pH
alcalins allant jusqu’a 12 (Kulkarni et al., 2000).

Les Rhizobia produisent une gomme hydrosoluble abondante qui, par hydrolyse, donne le
glucose et, chez de nombreuses souches, de 1’acide galacturonique. Ce produit gommeux
pourrait intervenir en tant qu’agent agrégatif dans le sol (Dommergues ef al., 1970). Elles se
développent bien dans un milieu correctement aéré. L’élaboration de la leghémogloboine

dépend de la présence de I’oxygene.
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1.2.3 La taxonomie des BNL (Bactéries Nodulant les Légumineuses) :

Les Rhizobia ont été antérieurement définis comme des micro-organismes symbiotiques
capables de former des nodosités au niveau du systéme racinaire des légumineuses.

En 1879, Frank a rapporté que ces micro-organismes étaient des champignons en leur
affectant le nom de Schinzia leguminosarum. En 1888, Hellriegel et Willfarth ont fourni une
explication scientifique pour la fixation biologique de 1’azote.

Dans la méme année, Beyerinck (1888) a pu isoler une bactérie d’une plante 1égumineuse et
I’a nommeée Bacillus radicicola. Qui a été par la suite renommée Rhizobium leguminosarum
(Frank, 1889).

Baldwin et Fred (1929) ont rapporté que la classification des différents Rhizobia devrait étre
basée sur la spécificité de I’espece bactérienne par rapport a la plante hote. Ainsi, Fred et al.
(1932) ont pu identifier six groupes de nodulation croisée, Rhizobium leguminosarum pour
Lathyrus, Pisum, Vicia et Lens ; R. trifolii pour Trifolium ; R. phaseoli pour Phaseolus ;
R. meliloti pour Glycine max et R. lupini pour Lupinus.

Cette premicre classification a connu par la suite plusieurs critiques (Wilson, 1944).
En 1921, Lohnis et Hansen ont montré que les Rhizobia présentent une croissance soit lente
soit rapide dans le milieu synthétique. Le concept du taux de croissance a été repris par Norris
(1965) qui a défini en plus le critere de I’affinité symbiotique. Selon ’auteur, les bactéries a
croissance lente n’acidifient pas le milieu de culture et nodulent les 1égumineuses des régions
tropicales ; alors que les bactéries a croissance rapide acidifient le milieu de culture et
nodulent les 1égumineuses des régions tempérées.

Cependant, plusieurs contre-exemples ont été rapportés. Ainsi, Lupinus et Corallina qui
sont des légumineuses des régions tempérées, sont nodulées par des bactéries a croissance
lente (Allen et al., 1981). Sesbania et leucaena qui sont des légumineuses des régions
tropicales, sont nodulées par des bactéries a croissance rapide (de Lajudie ef al., 1994).

Des bactéries a taux de croissance différent peuvent étre également isolées a partir d’une
méme espece comme Glycine max (Scholla et Elkan, 1984), voire méme de la méme plante
comme Acacia. En fait, Acacia peut étre nodulée par des Rhizobium (Barnett et al., 1993), des
Bradyrhizobium (Dupuy et al., 1994) et par des Sinorhizobium (de Lajudie ef al., 1994).

Les observations discordantes entre la croissance de la bactérie et la gamme d’hoéte ont jeté

le doute sur la validité de cette classification.
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Toutefois, sur la base du taux de croissance, en 1982, Jordan a pu classer les Rhizobia en
deux genres, le genre Rhizobium pour les souches a croissance rapide et le genre
Bradyrhizobium pour les souches a croissance lente.

Plusieurs méthodes comparatives comme la sérologie, SDS-PAGE des isoenzymes ou des
protéines totales, FAME (Fatty Acid Methyl Esters), le coefficient de Chargaff, 1’hybridation
ARN / ADN ou ADN /ADN, et I’analyse des plasmides ont été adoptées pour la classification
des Rhizobia.

En 1991, Graham et al, ont rapporté¢ que la description de toute nouvelle espece doit se
baser sur I’analyse génétique (Séquence de 1’ADNr, homologie ADN / ADN) ainsi que sur
I’analyse numérique. La combinaison de ces deux analyses a été ensuite reconnue sous le nom
de I’approche polyphasique pour établir la taxonomie des Rhizobia.

Certains auteurs se sont plus intéressés aux Iégumineuses spontanées de quelques zones
salées de I’ Algérie et ont étudi€ la diversité des bactéries associ¢es (Bekki, 1986 ; Bekki et al.,
1987 ; Bekki, 1994; Bekki, 1997; Bekki et al., 1999 ; Bekki et al.,, 2000 ; C.Merabet et al.,
2002). Ces chercheurs ont essayé de comprendre les mécanismes qui ont permis
I’établissement et le maintien de 1’association Rhizobia/ Medicago présentes dans les
Sebkhas.

Récemment le terme Rhizobium a été substitué par le terme de BNL (Zakhia et al., 2004).
Des bactéries appartenant a différents genres et classes taxonomiques sont actuellement
connues pour leur capacité symbiotique. Ainsi, les genres Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium,  Ochrobactrum,  Allorhizobium,  Azorhizobium,  Methylobacterium,
Bradyhizobium, Blastobacter, Devosia (classe des a-protéobactéries), Burkholderia et
Ralstonia (classe des [-protéobactéries) (Garrity et al., 2004) ainsi que certaines
d-protéobactéries (Benhizia et al., 2004), forment actuellement 1’ensemble des bactéries
connues comme symbiotes de légumineuses . La taxonomie des BNL est illustrée dans le

Tableau n°l1.
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Tableau n°1 : Classification des BNL (These de Doctorat, C. Merabet, 2007).

Espéces

Plantes hotes

Références

Rhizobium

Frank, 1889

R. leguminosarum

Frank, 1889; Jordan, 1984

biovar viciae

Pisum sativum, Vicia, Lathyrus,
Lens

Frank, 1889 ; Jordan, 1984

biovar trifolii

Trifolium pratense

Frank, 1889 ; Jordan, 1984

biovar phaseoli Phaseolus vulgaris L. Frank, 1889; Jordan, 1984
R. tropici
Type IT A P. vulgaris L., Leucaena Martinez-Romero et al., 1991
Type II B P. vulgaris L., Leucaena Martinez-Romero et al., 1991
R. etli Phaseolus vulgaris, Leucaena Segovia et al., 1993;
biovar phaseoli Hernandez-Lucas et al., 1995
R. etli Mimosa affinis Wang et al., 1999a

biovar mimosae

R. hainanense

Desmodium sinuatum,Stylosanthes,
Centrosema, Tephrosia, Acacia,
Zornia,Macroptilium.

Chen et al., 1997

R. gallicum Amarger et al., 1997
biovar gallicum Phaseolus vulgaris L. Amarger et al., 1997
biovar phaseoli Phaseolus vulgaris L. Amarger et al., 1997
R. mongolense Medicago ruthenica Van Berkum et al., 1998
R. galegae Lindstrom, 1989

biovar orientalis

Galega orientalis

Radeva et al., 2001

biovar officinalis

Galega officinalis

Radeva et al., 2001

R. giardinii Amarger et al., 1997
biovar giardinii Phaseolus vulgaris L. Amarger et al., 1997
biovar phaseoli Phaseolus vulgaris L. Amarger et al., 1997
R. huautlense Sesbania herbacea Wang et al., 1998
R. indigoferae Indigofera Wei et al., 2002
R. sullae Hedysarum coronarium Squartini et al., 2002
R. loessense Astragalus, Lespedeza Wei et al., 2003
R. yanglingense Coronilla, Amphicarpaea, Tan et al., 2001
Gueldenstaedtia
R. daejeonense Medicago Quan et al., 2005

Rhizobium lusitanum

Phaseolus vulgaris

Valverde et al., 2006

Rhizobium cellulosilyticum

isolated from sawdust of Populus

Garcia-Fraile et al., 2007

alba
Mesorhizobium
M. loti Lotus corniculatus, Lupinus, Jarvis et al., 1982
Anthyllis, Leucaena
M. huakuii Astragalus sinicus, Acacia spp. Chen et al., 1991
biovar loti Turner et al., 2002
M. ciceri Cicer arietinum Nour et al., 1994

M. tianshanense

Glycyrrhiza pallidiflora, Sophora,
Caragana, Halimodendron,
Swainsonia, Glycine

Chen et al., 1995

M. mediterraneum

Cicer arietinum

Nour et al., 1995

M. plurifarium

Acacia, Prosopis

de Lajudie et al., 1998a
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M. amorphae

Amorpha fruticosa

Wang et al., 1999b

M. chacoense

Prosopis alba

Velasquez et al., 2001

M. temperatum

Astragalus adsurgens

Gao et al., 2004

M. septentrionale

Astragalus adsurgens

Gao et al., 2004

M. thiogangeticum

Rhizosphere de Clitoria ternatea

Ghosh et Roy, 2006

Ensifer (Sinorhizobium)

Young, 2003.

E. meliloti

Medigaco, Melilotus, Trigonella

Young, 2003

biovar meliloti

Villegas et al., 2006

biovar acaciae

Bé et al, 2002

biovar medicaginis

M. lasciniata, M. sauvagei

Bena et al., 2005; Villegas et al.,
2006

E. fredii

chemovar fredii

Glycine max

Scholla et Elkan, 1984

chemovar siensis

Glycine max

Scholla et Elkan, 1984

E. xinjiangense

Glycine max,

Chen et al., 1988

E. sahelense Sesbania spp. de Lajudie et al., 1994
biovar acaciae Acacia spp. Boivin et Giraud, 1999
biovar sesbaniae Sesbania spp. Boivin et Giraud, 1999
E. terangae de Lajudie et al., 1994;Triiper et
de Clari, 1997
biovar acaciae Acacia spp. Lortet et al., 1996
biovar sesbaniae Sesbania spp. Lortet et al., 1996
E. medicae Medicago spp. Rome et al., 1996
E. kostiense Acacia, Prosopis Nick et al., 1999
E. morelense Leucaena leucocephala Wang et al., 2002
E. americanum Acacia spp. Toledo et al., 2003
E. arboris Acacia, Prosopis Nick et al., 1999
E. kummerowiae Kummerowia stipulacea Wei et al., 2002
E. adhaerens Sesbania, Medicago Casida, 1982
E. mexicanum Acacia angustissima Lloret et al., 2007

Ensifer abri

Ogasawara et al., 2003

Ensifer indiaense

Ogasawara et al., 2003

Allorhizobium de Lajudie et al.,, 1998b
A. undicola Neptunia natans de Lajudie et al., 1998b
Devosia

Devosia neptuniae Neptunia natans Rivas et al., 2003
Azorhizobium

A. caulinodans

Sesbania rostrata

Dreyfus et al., 1988

Azorhizobium sp.

Sesbania rostrata

Rinaudo et al., 1991

A. doebereinerae

Sesbania virgata

Moreira et al., 2006

Bradyrhizobium

B. japonicum

Glycine max, Glycine soja

Kirchner, 1896; Jordan, 1984

biovar genistearum

Vinuesa et al., 2004

biovar glycinearum

Vinuesa et al., 2004

B. elkanii

Glycine max

Kuykendall et al., 1992

B. liaoningense

Glycine max, Glycine soja

Xu et al., 1995

biovar glycinearum

Vinuesa et al., 2004

B. yuanmingense

Lespedeza spp.

Yao et al., 2002

B. betae

Beta vulgaris

Rivas et al., 2004

B. canariense

Genisteae et Loteae plants

Vinuesa et al., 2005¢

biovar genistearum

Vinuesa et al., 2005¢

biovar glycinearum

Vinuesa et al., 2005¢

Bradyrhizobium sp.

Vigna, Lupinus, Mimosa

Jordan, 1982

8
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Bradyrhizobium sp. Acacia Dupuy et al.,, 1994

Bradyrhizobium sp. Aeschynomene Alazard, 1985; Young ef al., 1991

Blastobacter

B. denitrificans Aeschynomene van Berkum et Eardly, 2002

Methylobacterium

M. nodulans Crotalaria spp.; Sy et al., 2001, Jourand et al.,
2004

Burkholderia

Burkholderia sp. Machaerium lunatum, Aspalatus Moulin et al., 2001

B. caribensis

B. cepacia

B. tuberum Vandamme et al., 2003

B. phymatum Vandamme et al., 2003

B. mimosarum Mimosa spp. Chen et al., 2006

Cupriavidus (Ralstonia)

C. taiwanensis Mimosa spp. Chen et al., 2001; Vaneechoutte

et al., 2004

Ochrobactrum sp.

Ngom et al., 2004

Ochrobactrum lupini

Lupinus albus

Trugillo et al., 2005

Herbaspirillum

Herbaspirillum lusitanum Phaseolus vulgaris Valverde et al., 2003

Phyllobacterium

P. lupini Trifolium pratense ; Lupinus Valverde et al., 2005
P. trifolii

P. ifrigiense
P. leguminum

Gamma-Proteobacteria

Hedysarum carnosum, Hedysarum
spinosissimum subsp. capltatum,
Hedysarum pallidum

Benhizia et al., 2004

1.3 La fixation symbiotique :

On connait I’'importance de 1’azote dans la constitution d’un végétal, la chlorophylle, les

acides aminés et les alcaloides.

On admet que D’approvisionnement en azote assimilable est si fréquemment, un facteur

limitant pour la croissance des végétaux, que I’on a souvent et peut étre trop couramment

méme, parlé de

(Boullard et al., 1962).

«faim d’azote» pour

expliquer

les croissances retardées

Cependant, il faut envisager le cas particulier des légumineuses qui, grice a une symbiose

avec des microorganismes fixateurs d’azote moléculaire, appelés Rhizobium, synthétisent

directement leurs tissus.

La symbiose se caractérise par la présence d’organes particuliers, situés au niveau des

racines, appelés nodosités, au sein desquels la bactérie réduit 1’azote atmosphérique en

9
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ammoniac, assimilable par la plante. En contrepartie, la plante fournit a son symbiote une
niche écologique et les substrats carbonés issus de la photosynthése, nécessaires a son

métabolisme (Kondorosi et Kondorosi, 2000).

L’¢établissement de cette interaction est tres spécifique et résulte d’un dialogue moléculaire

entre les deux partenaires (Garg et Geetanjali, 2007), schématisé dans la Figure (1).
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Figure n°1 : Dialogue moléculaire entre les racines et les Rhizobiums

(Gobat et al., 1998)

La formation des nodosités suit plusieurs étapes (Figure 2):
[.3.1 Préinfection :

v Dans un premier temps, les Rhizobiums sont attirés vers les poils racinaires par
une large gamme de substances, principalement par les Phénylpropanoides exsudés par la
racine (Kape et al, 1991). Une production plus importante est remarquée en condition de

carence azotée (Coronado ef al., 1995).
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v Les flavonoides présents dans les exsudats racinaires induisent I’expression des
genes Nod bactériens qui gouvernent la production des facteurs Nod, qui sont des
lipochitooligosaccharides, dont les formes variables déterminent la spécificit¢é de 1’hote

(Perret et al., 2000) .

v Ces facteurs induisent des changements morphologiques, physiologiques et
moléculaires chez la plante hote. Les poils racinaires peuvent adopter différentes formes en
fonction de leur stade de développement, en crosse de berger, courb¢, renflé, entrelacé,

déformé, branché ou joints (Wood et Newcomb, 1989).

4 Les facteurs Nod, isolés de différentes espéces de Rhizobium, possédent tous la
méme structure de base : ce sont des lipo-chito-oligosaccharides constitués d’un squelette
d’oligochitine de 3 a 5 résidus de N-acétyl-glucosamine, acylé a I’extrémité non réductrice
par un acide gras. La nature de 1’acide gras (longueur et degré d’insaturation) et des
substituants chimiques présents sur le squelette d’oligochitine sont caractéristiques d’une
espece bactérienne donnée et déterminent la spécificité d’interaction entre la bactérie et sa

plante hote (Dénarié ef al., 1996).
1.3.2 Infection :

Au cours de I’infection, la pénétration de la bactérie est facilitée par la courbure du poil
racinaire qui crée une zone confinée dans laquelle la bactérie est entourée par la paroi
végétale. Un cordon d’infection (qui est une structure tubulaire qui croit a I’intérieur de la
cellule et dans laquelle la bactérie prolifére) est initi¢ a partir de ce point par hydrolyse de la
paroi (Mateos et al., 2001), invagination de la membrane végétale et production de matériel

pariétal par la plante (Gage et Margolin, 2000 ; Gage, 2004).

1.3.3 Développement des nodosités :

4 A la faveur d’une lyse localisée de la paroi, les bactéries colonisent le cordon
d’infection, qui croit, progresse et se ramifie de cellule en cellule jusque dans le parenchyme
cortical de la racine. Les cellules du cortex reprennent leurs divisions et édifient une nodosité
(Foucher et Kondorosi, 2000).

v Au bout du cordon d’infection, les bactéries entrent dans les cellules en
s’entourant d’une membrane péribacteroide, dérivée du plasmalemme, elles se transforment

alors en bactéroides (augmentation de leur taille et déformation). Ces derniers, possédent en

11
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effet une enzyme, il s’agit de la nitrogénase qui catalyse la réduction de I’azote atmosphérique
en azote ammoniacal utilisable par les cellules végétales (Duhoux et Nicole, 2004).

v L’azote offert par les bactéries est directement utilis€ par la plante, ainsi, il
est moins susceptible a la volatilisation, la dénitrification et au lessivage
(Garg et Geetanjali, 2007).

v Les nodosités renferment un pigment rouge trés voisin de 1’hémoglobine,
appelé 1éghémoglobine. La dégradation de ce dernier correspond a I’arrét de la fixation de
I’azote, et son apparition dans les nodosités coincide avec le démarrage de la fixation. Cette
pigmentation regle la pénétration d’oxygeéne qui se localise dans le cortex nodulaire interne et

se dirige vers le bactéroide (Dommergues et Mangenot, 1970).

12
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Les nodosités ainsi formés peuvent adopter plusieurs formes :

+ Nodosités a croissance indéterminée ou 1’activité méristématique se maintient
(cas du pois et la luzerne). De nouvelles cellules apicales sont continuellement infectées.
Cela résulte en une forme cylindrique de la nodosité.

+ Nodosités a croissance déterminée ou I’activité méristématique cesse tot (cas du soja,
de I’haricot et de I’arachide). Les cellules infectées engendrent d’autres cellules infectées et
la nodosité en grandissant par expansion acquiert une forme sphérique. Ce type de nodosité
existe seulement chez les 1égumineuses.

+ Un troisiéme type intermédiaire a ¢été identifié chez le genre Lupinus et
Sesbania rostrata. (Les divisions cellulaires se font soit dans le cortex externe soit dans le
cortex interne, conduisant a la formation de nodosités soit déterminées soit indéterminées)

(Hirsch, 1992, Hirsch et al., 2001).

II. La fixation symbiotique chez le pois chiche :
II.1. Le genre Cicer :

Le pois chiche est une légumineuse alimentaire de grande importance en Europe, I’ Afrique
du Nord, I’Inde et les pays du Moyen orient (Igbal ef al., 2006 ;Viveros et al., 2001). 11 est
cultivé principalement en Algérie, Ethiopie, Iran, 1'Inde, le Mexique, le Maroc, le Pakistan,
I’Espagne, la Syrie, la Tanzanie, la Tunisie et la Turquie (Naghavi et Jahansouz, 2005).

Il se développe dans les environnements écologiquement divers, semi-arides y compris
I’Inde, la région méditerranéenne, I’Afrique orientale, les Amériques et 1’Europe
(Chandirasekaran et al., 2007) .

Le pois chiche a plusieurs noms vernaculaires tels que :

Le bengal gram (indien), Egyptian pea, Chestnut bean, chickpea (anglais), le chana (hindi),
homms (arabe), le garbenzo ou le garavance (espagnol), garbanzo (Amérique latine),
nohud,lablabi (Turquie) et shimbra (Ethiopie) ( Redden et Berger , 2007).

Le genre Cicer comprend 43 espéces :

9 annuelles et 35 vivaces, les espéces sauvages de Cicer les plus étroitement apparentées a
Cicer arietinum sont les annuelles Cicer reticulatum (Ladiz) et Cicer echinospermum

(P.H.Davis).
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Cicer reticulatum, est une espece rare, originaire de Turquie, est parfois considérée comme
une sous—espece de Cicer arietinum, sur les plans morphologiques, biochimiques et
caryologiques, il est tres semblable et s’hybride sans probléme avec lui.

Les autres especes apparentées sont :

Cicer bijugum (RECH.f), Cicer chorassanicum (Bunge) popov, Cicer cuneatum Hochst
.es A.Rich, Cicer judaicum (Boiss), Cicer pinnatifidum Jaub et Spach

Cicer yamashitae Kitam, (toutes des annuelles) et Cicer anatolicum Alef. (Une vivace), et
certaines d’entre elles ont servi en croisement avec le pois chiche cultivé.
(Bejiga et Vander maesen , 2000).

11.2. Cicer arietinum :

Classification :

Régne : plantae

Sous régne : tracheobionta (plantes vasculaires)

Embranchement : spermatophyta (plantes a graines)

Sous embranchement : magnoliophyta (=angiospermes, phanérogames ou plantes a fleurs)
Classe: magnoliopsida (ou dicotylédones)

Sous-classe : rosidae

Ordre : fabales

Famille : fabaceae (=fabacées, papilionacées ou légumineuses)

Genre : Cicer L.

Espece : Cicer arietinum L (USDA, 2008)

I1.2.1. Description botanique :

Plante membre de la famille des 1égumineuses, diploide (2n = 16 chromosomes), annuelle
et auto fécondée (Vail et al., 2005), étalée a érigée, atteignant 100 cm de haut ;
Tige : simple ou ramifiée dés la base.
Racines : Racines pivotante atteignant 1-2 m de profondeur et racines secondaires pour la
plupart étalées a 15-30 cm de profondeur dans le sol.
Feuille : Feuilles alternes, imparipennées, a (7-) 11-15(-17) folioles ; stipules 2-5 fides, ovales
a triangulaires, de 3-5 mm x2-4 mm, rachis de 2.5-8 cm de long, cannelé sur le dessus ;
folioles sessiles, ovales a elliptiques, de 5-20 mm x2-15mm, a bords fortement dentés dans les
deux tiers supérieurs, pubescentes glandulaires des deux cotés. Inflorescence réduite a une
fleur axillaire unique ; pédoncules de 3-20 (-37) mm de long; bractéesl-3, linéaires a
triangulaires, atteignant 3mm de long.
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Fleurs : fleurs bisexuées, papilionacées ; pédicelle de 3-12 mm de long, récurvé au moment de
la fructification ; calice campanulg, tube de 3-4 mm de long, dents lancéolées, de 4-5 mm de
long, a nervures médianes prononcées ; corolle blanche, rose, violacée ou bleu, étendard
obovale, de 8-10mm x7-10(-17)mm, muni d’un large onglet, ailes obovales de 6-9 mmx
environ 4mm, auriculées, carénes de6-8§ mm X environ 3mm munie d’un onglet long de
2-3 mm ; étamines 10,9 réunies sur 4-5 mm et 1 libre, anthéres basi-dorsifixes ; ovaire supere,
sessile, ovale, de 2-3 mm x 1-1.5 mm, 1-loculaire, style incurvé, de 3-4 mm de long, stigmate
petit.

Fruit : Gousse renflée rhomboide-ellipsoide de 12-35 mm x 8-20 mm, densément pubescente
glanduleuse, a 1-2 (-4) graines. La graine est globuleuse a anguleuse obovoide, de 5-14 mm
x4-10 mm, a rainure médiane et a bec bien distinct surplombant le hile, crémes a brunes,
vertes ou noires, surface lisse ou ridée. Plantule a germination hypogée ; les deux premieres

feuilles sont écailleuses (Bejiga et Van der Maesen, 2007).

A: Folioles B: Gousse C: Fleur

’ Figure n°3: Cicer arietinum L. I
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Le pois chiche a une maturation tardive, a besoin habituellement d’un stress hydrique pour
accélérer la maturité. Les plantes commencent a fleurir approximativement 50 jours apres
qu'elles émergent.

En général, les plantes mirissent en 110 a 130 jours et atteignent une taille de 8 a 24
pouces (20 a 60 centimetres).

I1.2.2. Propriétés nutritionnelles :

La composition des graines de pois chiche, par 100g de partie comestible, est :

Eau 11.5 g, Energie 1525 KJ (364 Kcal), protéines 19.3g, Lipides 6g, Glucides 60.7g, Fibres
alimentaires 17.4 g, Ca 105 mg, Mg 115 mg, P 366 mg, Fe 6.2 mg, Zn 3.4 mg, Vitamine A 67
UL, Thiamine 0.48 mg riboflavine 0.21 mg, niacine 1.5 mg, Vitamine B6 0.54 mg, Folates
557ug et Acide ascorbique 4mg.

La composition en acides aminés essentiels, par 100g de partie comestible, est :
Tryptophane 185 mg, Lysine 1291 mg, Méthionine 253 mg, Phénylalanine 1034 mg,
Thréonine 716 mg, Valine 809 mg, Leucine 1374 mg et isoleucine 828 mg.

Les principaux acides gras par 100g de partie comestible, sont :

Acide linoléique 2593 mg, Acide oléique 1346 mg, Acide palmitique 501 mg, Acide
linoléniquel101 mg et Acide stéarique 85 mg (USDA, 2004).

La teneur en protéine du pois chiche est plus faible que celle de la plupart des autres
légumes secs. Elle est compensée par une meilleure digestibilité. Parmi les facteurs
antinutritionnels, il faut citer des inhibiteurs de trypsine, les hémagglutinines, les tanins et les

oligosaccharides (Bejiga et van der Maesen, 2006).

11.2.3. Types de cultures :
Il y a deux types principaux de pois chiche, qui se distinguent par la taille, la forme et la
couleur des graines :

£ L’un a petites graines de couleur sombre, lisses ou ridées, qui sont des plantes
buissonnantes a folioles et fleurs relativement petites, a tiges contenant des pigments
d’anthocyane violacés et a fleurs d’un bleu violet, sont cultivées surtout en Asie méridionale
et en Ethiopie, appelé /e Desi ( Figure 4.B, D).

+ l'autre a grosses graines de couleur créme, a croissance érigée et a fleurs blanches

s'appelle /e kabuli (Figure 4.A, C).
Les graines de pois chiche de Kabuli sont cultivées dans les régions tempérées, tandis que

le type desi est cultivé dans les tropiques semi-arides (Naghavi et Jahansouz, 2005 ;

Igbal et al., 2006).
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Figure n°4 : Les types de cultivars de pois chiche

(Maheri Sis et al., 2008)

A : pois chiche de type Kabuli B : pois chiche de type Desi

I1.2.4. [Exigences culturales :

La température exerce une forte influence sur les phases végétatives et reproductrices du
pois chiche (Summerfield et al., 1979). C’est est une plante a climat intermédiaire. La
température optimale exigée par le pois - chiche d’hiver varie entre 18°C et 29°C le jour et

20°C la nuit (Verret et al., 1982 et Girrard et al., 1985).
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Il est considéré, comme étant une plante de jours long (Summerfield et al., 1979).
L'intensité de la lumiére et de la durée d’éclairement sont des facteurs importants pour la
nodulation et la fixation d’azote (Beddar ef al., 1990).

C'est aussi une espece relativement résistante a la sécheresse. Sa consommation en eau a été
estimée entre 110 et 240 mm par an pour produire des rendements en grains allant de 9 a 30
gx /ha en semis d’hiver (Singh et Bhushan, 1979 ; Sexana et al., 1987). IL a été établi aussi
que le pois- chiche consomme la majeure partie de son eau dans les soixante premiers
centimeétres (Keating et Cooper ,1983) ou sa grande capacité d’absorption de I’eau s'effectue
grace a son systéme racinaire trés développé a cette profondeur (Duke et al., 1981).

Comme la plupart des 1égumineuses a graines, le pois -chiche est sensible a la sécheresse a
certaines périodes ; Sa plus grande sensibilité se situe a la floraison (Girrard ef al., 1985), un
déficit hydrique a ce stade 1a, se traduit par une diminution du nombre de gousses, de poids de
100 grains et par une augmentation de gousses vides (Wery et al., 1986).

Le pois chiche est cultivé dans des régions arides et semi-arides. Il est considéré pour étre
une espece sensible au sel (Ashraf et Waheed, 1993). Puisque le genre est indigéne de ces
régions, quelques génotypes peuvent avoir une certaine adaptation aux sels
(Soussi et al., 1999).

La tolérance aux sels se produit non seulement dans une espéce, mais differe également
dans les génotypes de la méme espece (Serraj et al., 2002).

La variabilit¢ génotypique parmi les cultivars desi et kabuli (avec le kabuli montrant une
tolérance plus élevée), a été récemment rapportée (Rao et al., 2002).

Cependant, les études sur les génotypes de desi et kabuli sont limitées a la croissance de
plantes et les détails sur les marqueurs physiologiques et biochimique responsables de la
tolérance au sel manquent. On peut en déduire que les rendements de pois chiche dans les
sols salins peuvent étre améliorés a une grande ampleur en choisissant un couple plante hote-
microsymbiote tolérant a la salinité.

Le pois chiche semble préférer les sols profonds, plus ou moins argileux avec une bonne
capacité de rétention (Saxena et al, 1987), il ne supporte pas les sols mal drainés qui
favorisent le développement de maladies cryptogamiques (Planquart et Wery , 1991). Les sols
trés calcaires sont a exclure, car ils donnent des graines qui cuisent mal. Le pH du sol
favorable a cette culture se situe entre 6 et 9 (Braune et al., 1988).

I1.2.5. Utilisation :
La plupart des pois chiches sont produits pour la consommation humaine puisqu’ils

présentent un véritable stock de protéines et d’énergie (Christodoulou ef al., 2005).
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Consommé seul ou avec des céréales, il constitue un plat d’accompagnement sous forme de
sauce ou de soupe.

Le pois chiche entre ¢galement dans la composition d’aliments de sevrage. Les graines
immatures se mangent crues ou grillées et salées en amuse-gueule. Les jeunes pousses de pois
chiche se mangent comme légume.

Les graines brisées et les résidus provenant de la production de dal (confectionnées en
cassant les graines et en enlevant I’enveloppe) s’emploient en alimentation animale, la paille
sert de fourrage et les tiges séchées ainsi que les racines sont utilisées comme combustible
pour faire la cuisine. L’amidon de pois chiche convient a I’apprét du textile ; il donne aux
vétements de soie, de laine ou de coton une légere touche de finition ; il s’emploie également
dans la fabrication du contreplaqué. Une teinture analogue a 1’indigo s’obtient a partir des
feuilles de pois chiche (Bejiga et Van der Maesen, 2006).

Pendant les dernieéres décennies, Il'intérét pour leur role dans le régime alimentaire chez
l'animal a été grandissant (Dixon et Hosking, 1992). Cela est di a l'interdiction des protéines

d'origine animale et I’utilisation abondante des OGM (Lanza et al., 2003).

11.2.6. Production international :

D’apres les statistiques de la FAO (Tableau 2), la production mondiale annuelle de pois
chiche et la superficie récoltée sont restées relativement stables entre 1961 et 2003, la
premicre avoisinant les 7millions de tonnes et 1’autre les 10 millions d’hectares. Les
principaux pays producteurs sont I’Inde, la Turquie, le Pakistan, le Canada, le Mexique, et

I’ Australie.
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Tableau n°2 : Bilan de production de pois chiche dans le monde durant la période

«2002-2007 » (Skrypetz et al., 2006)

MONDE : BILAN DE POIS CHICHES

2002 2003 2004 2005 2006
-2003 -2004 -2005 -2006ep -2007p

Superficie récoltée (kha) 9900 10925 10545 10710 10800

Rendement moyen (t/ha) 0,72 0,80 0,79 0,82 0,80
__________________ milliers de tonnes._._._.....__...._.
Stocks de report (e) 400 100 400 300 500
Production :
Inde 4240 5720 5470 5650 5700
Turquie 650 600 620 610 610
Pakistan 362 675 611 868 400
Australie 139 186 123 138 304
Iran 300 310 310 310 280
Mexique 235 240 240 240 240
Myanmar 212 228 230 230 230
Canada 156 68 51 104 163
Ethiopie 187 114 136 135 135
Irak 97 104 100 95 100
Etats-Unis 38 20 27 49 67
Syrie 89 87 45 55 55
Espagne 70 51 57 18 40
Maroc 51 43 42 42 40
Autre 259 275 271 288 286
Production totale 7085 8721 8 333 8 832 8 650

Production totale - kabuli (g) 2 103 1885 1871 1914 2005
Production totale - desi (e) 4982 6 866 6462 6918 6645

Offre totale 7 485 8821 8733 9132 9150
Utilisation totale (e) 7385 8421 8433 8 632 8650
Stocks de fin de

campagne (e) 100 400 300 500 500
Rapport stocks/utilisation 1% 5% 4% 6 % 6 %

e : estimation d AAC, septembre 2006; ep : estimation provisoire
p : prévision d” AAC et de Pulse Australia, septembre 2006 : Source: FAO, India
Department of Agriculture. ABARE. Pulse Australia, TUSDA et Statistique Canada

I1.2.7. Production en Algérie :

En Algérie, les especes cultivées de légumineuses alimentaires ont bénéficié de peu
d’intérét dans le domaine des ressources phytogénétiques. Concernant le pois chiche, Les
cultivars, populations ou variétés locaux ne sont pas bien connus actuellement bien qu’ils
aient fait l'objet de plusieurs ¢études de caractérisation dans les années 60
(Laumont et Chevassus ,1956a, 1956b).

Toutes ces especes présentent des intéréts non négligeables. Leur perte, en tant que

ressources génétiques, est due a des facteurs biotiques, abiotiques, mais essentiellement a des
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facteurs anthropiques (perte du savoir, des pratiques traditionnelles, changement de semences,

progres agricoles ...) (Sadiki et Halila, 1997).

L’espéce Cicer arietinum occupe une grande place dans nos habitudes alimentaires ; elle est

de ce fait trés demandée par la population. La production actuelle de pois chiche est tres faible

et les surfaces

occupees

par

cette

(Abdelguerfi Laouar et al., 2001a).(Tableau 3).

espece

sont

cn

diminution

Tableau n°3: Récapitulatif des superficies, des productions, des rendements et les taux

D’accroissement 2005/2006 (Ministére de 1’agriculture)

Taux d’accroissement
2005 2006 %
2005/2006
Sup Prod | Rdt | Sup | Prod | Rdt | Sup | Prod | Rdt
ha qx qx’ha | ha gx | qx/ha
69240 471060 | 6,8 |66866|440690| 6,6 -3 -6 -3
Féves-féveroles 35082 268860 | 7,7 (33537242986 | 7,2 -4 -10 -5
Pois secs 8299 53390 | 6,4 | 9157 | 53810 | 5.9 10 1 -9
Lentilles 1 090 4230 | 3,9 | 1218| 6584 | 54 12 56 39
Pois chiches 23348 137270 | 5,9 (21252127058 | 6,0 -9 -7 2
Haricots secs 1206 6 660 5,5 11496 | 9145 6,1 24 37 11

I1.3. La Symbiose Cicer - Rhizobium :

Les classifications précédentes des bactéries nodulant le pois chiche ont été basées en

grande partie sur la spécificité pour la plante hote (Gaur ef al., 1979), les caractéristiques

sérologiques et antigéniques (Kingsley et al., 1983), les traits culturels et le polymorphisme

du géne nif HD (Cadahia et al., 1986) .

Cependant, sur la base du taux de croissance, ils ont été classés comme R. loti, Rhizobia a

croissance rapide. (Crow et al., 1981, Jarvis

Bradyrhizobium , a croissance lente. (Jordan et al., 1982) .

et al, 1982) ou comme espeéces

de

L'inclusion des Rhizobia de pois chiche dans deux genres différents basés sur I'éventail de

temps de génération a été¢ discutée (Chakrabarti et al., 1986 ; Jordan et al., 1984) . Ensuite,

basées sur une étude polyphasique, deux nouvelles espéces génomiques, ont été identifices,
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Rhizobium ciceri et Rhizobium mediterraneum (Nour et al., 1994a, Nour et al., 1994b, Nour
et al., 1995). Puis, plus tard ont été transférées au genre Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997)
Il s’agit des especes - M.ciceri (Nour et al., 1994) et M.mediterraneum (Nour et al., 1995).

On a également signalé que les bactéries du genre Sinorhizobium peuvent établir une
association symbiotique efficace avec le pois chiche. (Mhadhbi et al., 2004).

La symbiose entre le pois chiche et son rhizobium spécifique a été récemment étudié¢e dans
plusieurs pays, La Tunisie (Aouani ef al, 2001a), le Maroc (Maatallah et al., 2002), le
Canada (Kyei-Boahen et al., 2002), la Turquie (Iggen et al, 2002) et le Portugal
(Laranjo et al., 2001, 2002) , I’Algérie (Ounana et al., 2006 ; Irekti, 1989) en raison de
l'utilit¢ agricole prometteuse de cette récolte comme Ilégumineuse a graines pour
l'alimentation animale et humaine et en raison de la spécificité extréme de son Rhizobium.

La fixation d’azote présente un maximum au début du remplissage des graines
(Wery et al., 1985) ; la baisse qui se produit ensuite est généralement interprétée comme une
conséquence de la compétition exercée par les gousses au cour de leur remplissage
(Hardy et Havelka, 1975 ; Latimore et al., 1977), se traduisant surtout par une diminution

rapide de I’activité des nodosités les plus agées ( Pate et Minchin, 1980).

1.4 Quelque facteurs affectant la fixation symbiotique :

Le Rhizobium, local vivant a I’état libre dans le sol, est le premier a subir les effets négatifs
liés aux facteurs édapho-climatiques tels la température. Ces facteurs ont un effet négatif a
la fois sur le Rhizobium, sur la Iégumineuse hote et sur la relation symbiotique. Parmi eux, on
peut citer :

11.4.1 Effet de la salinité :

La salinité des sols et des eaux d’irrigation sont des facteurs limitant la production végétale
en Algérie (Halitim, 1973). Sous le climat aride et semi-aride, les croutes de sel accumulées
apres I’évaporation de ces eaux donnent naissance a de vastes étendues salées. Cette salinité
peut affecter :

+ La survie et la multiplication du Rhizobium dans le sol et la rhizosphére
(Alexander, 1984), et touche aussi le processus de 1’établissement d’infection du Rhizobia
(Rai, 1983).

+ Les premiers pas de Dinitiation nodulaire sont extrémement sensibles aux basses
concentrations de NaCl, ceci est probablement di a la sensibilité aux sels des sites d’infection

dans la racine (Singleton et Bohlool, 1984).
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+ La réduction du nombre des poils absorbants qui portent les cordons d’infection
(Zahran et Sprent, 1986 ; Lakshmi-Kumari et al.. 1974), en induisant leur contraction en
1981, Tu a montré que la réduction de la nodulation chez le soja sous des conditions de stress
salin étaient attribuée au rétrécissement des poils absorbants.

+ La fonction de la nodosité qui est déterminée comme contenu en léghémoglobine
(Delgado et al., 1994) et activité respiratoire des bactéroides (Delgado et al., 1993).

+ Le contenu azoté de la plante (Yousef et Sprent, 1983) et ’efficience et I’effectivité
symbiotique, due a une diminution de I’activité nitrogénase (Hafeez et aL. 1988) a cause de
la fourniture en carbohydrates des nodosités (Bekki et al., 1987).

La tolérance au sel chez la plante hote, est liée a plusieurs aspects physiologiques du
développement, En effet, la sensibilité saline augmente avec 1’age :

+ Lorsque le sel est fourni immédiatement au moment de I’inoculation durant la
germination et I’apparition des plantules, la fixation d’azote est plus sensible a la salinité qu’a
la croissance des plantes (Cordovilla et aL. 1995).

+ Cependant, si différentes concentrations de sel sont ajoutées quatre semaines apres le
début de croissance, durant la période de développement végétative, la nodulation n’est pas
affectée par le stress salin, en outre la fixation d’azote et la concentration totale de I’azote de
la plante sont moins affectées (Cordovifla et al., 1994).

11.4.2 Effet des nitrates :

Depuis la découverte de ’action inhibitrice de 1’azote combiné sur la formation des
nodosités chez Vicia faba (Rautenberg et Kuhn 1964 in Gonzalez, 1987), de nombreux
travaux portant sur diverses légumineuses ont eu pour objectif d’en expliquer le mode
d’action. Celui-ci est certainement complexe car le nitrate affecte a la fois le processus
d’infection des racines par les bactéries, le développement des nodosités et I’expression de la
nitrogénase.

L’analyse bibliographique montre 1’existence d’une relation complexe mettant en jeu la
plante, le Rhizobium, la forme ou la teneur en azote, la période d’application et
I’environnement (Gordon et al., 2002 ; Fujikake et al., 2003) . Dans 1’état actuel des
connaissances, I'influence des nitrates dans la symbiose Rhizobium-légumineuses reste
encore mal connue surtout sur le plan des mécanismes. Cependant, plusieurs hypothéses ont
été adoptées :

+ Il est admis que le facteur majeur qui induit des changements dans I’activité

nitrogénase est la concentration d’oxygeéne libre a I’intérieur de la nodosité. La présence de
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nitrate peut réduire la disponibilité de cet élément en augmentant la résistance a la diffusion
des gaz dans le cortex nodulaire (Neo et Layzell, 1997).

+ De plus, comme les cellules hotes de la nodosité possédent une nitrate réductase
active ; on observe une accumulation des nitrates dépendante de la pression en oxygeéne dans
les nodosités (Heckmann et Drevon, 1987). Ces nitrates pourraient se combiner avec la
leghémoglobine, le transporteur d’oxygeéne de la nodosité, pour former un composé inactif,
d’ou l’interruption de 1’apport d’oxygeéne, donc de I’ATP nécessaire au fonctionnement de
la nitrogénase (Rigaud et Puppo, 1977 ; Bekki et al., 1987).

+ Une autre hypothése met en évidence un lien indirect entre la fixation de I’azote et le
feed-beck de I’azote soluble des feuilles vers les nodosités (Parson ef al., 1993 ; Hartwig,
1998 ; Serraj et al., 1999). Dans ce cas, 1’absorption des nitrates peut avoir des répercussions
sur le métabolisme général de la plante. Il est possible alors, que la réduction du nitrate dans
les feuilles produise des acides aminés et amides qui seraient exportés au reste de la plante et
qui seraient vraisemblablement impliqués dans la réduction de la fixation de 1’azote.

+ Le métabolisme dans les nodosités de la légumineuse a besoin d’étre régulé pour
assurer une coordination entre la quantité d’azote fixée, la croissance et les exigences en azote
de la plante. Il est maintenant établi qu’il y a généralement des interactions régulatrices entre
photosynthese, accumulation des hydrates de carbone et croissance qui impliquent des besoins
précis en sucre, nitrate ou d’autres composés azotés (Stitt et Krapp, 1999).

11.4.3 Effet du phosphore :

Selon Munns et Mosse (1980), les Iégumineuses, en général, requiérent de grandes quantités
de phosphore et leur capacité a en prélever du sol est souvent moins importante que celle des
céréales.

Les légumineuses disposent d'un systéme racinaire moins développé par rapport aux
graminées ; ce qui limite I’absorption du phosphore qui se diffuse trés lentement a travers la
solution du sol vers la rhizosphére (Munns et Mosse, 1980).

La fertilisation phosphatée augmente significativement les rendements en grains des feves
(Lewis et Hawthorne, 1996 ; Bolland et al., 1999). Le poids du grain ainsi que sa qualité sont
positivement affectée par la fertilisation phosphatée (Farouk et Abdella, 1986).

Une déficience en phosphore chez les 1égumineuses n’affecte pas seulement 1'établissement
de la culture et sa croissance mais aussi la nodulation et la fixation biologique d'azote
(Tang et al., 2001a).

Dans une expérimentation sur différentes Iégumineuses (féve, petit pois et haricot), Koala

Saidou (1986) a trouvé que I’augmentation des apports de P augmente le nombre et le poids
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des nodules parallelement a ’amélioration de la matiére séche des racines et de la partie
aérienne. Ce qui suggere que le phosphore améliore la fixation biologique d’azote par
I’amélioration de la biomasse de la plante et par la suite la mise en place des photoassimilats
pour la fixation biologique d’azote plutot que par I’amélioration directe de I’initiation ou du
fonctionnement des nodules.

Par contre, Tang et al. (2001b), en étudiant 1’effet de la déficience phosphatée chez la
luzerne, ont conclu que le P joue également un role dans le fonctionnement des nodules. En
effet, 'activité de I’enzyme nitrogénase requiert 21 moles d'ATP pour réduire 1'azote en
ammonium (Barea et al., 1988). Selon les mémes auteurs, c'est pour cette raison que,
généralement, les nodules contiennent deux a trois fois plus de phosphore par unité de matiere
séche que les racines sur lesquelles elles sont fixées.

Almeida et al. (2000) ont montré chez le tréfle blanc (Trifolium repens L.) que sous
déficience phosphatée trés élevée, la nodulation et la fixation biologique d’azote sont régulées
par feed back suite a la réduction de la demande en azote. Chez le pois-chiche
(Cicer arietinum), Kurdali (1996) a montré que la compétition entre les nodules et les gousses
pour le P peut contribuer a la réduction de la fixation biologique d’azote apres la floraison.

Comme pour la déficience phosphatée, I’excés de P peut aussi nuire a la fixation biologique
d’azote. Selon, Barea et al. (1988) cet effet est attribu¢ a 1’antagonisme du phosphore avec le

Zn.
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1 Matériel :

1.1 Matériel végétal :

Quatre variétés de pois chiche (Cicer arietinum.L) ont été choisies : 93.93C, 662.25, 81680 et
81677, elles ont été fournies par I’Unité de Recherche INRAA de Sidi Bel Abbes.

Figure n°5 : Les quatre lignées de pois chiche utilisées pour I’étude.
A) La variété 662.25 B) la variété 93.93C

1.2 Le sol:

Quatre échantillons de sol, originaire de 1’ouest algérien sont testés pour la nodulation du
pois chiche. Il s’agit de : Ain Témouchent, Tessala, Zahana et la station de I'ITGC (Institut
Technique des Grandes Cultures). Les caractéristiques physico-chimiques de ces sols ont été
déterminées par le laboratoire d'analyse des sols de I’Unité de Recherche INRAA de Sidi Bel
Abbes et le laboratoire TECHANAL de Tlemcen et sont présentées dans le Tableau 4.
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Figure n°6 : Localisation des sites de prélevement des quatre sols testés au cours de 1’étude.
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2 Méthodes :
2.1 Analyses physico-chimiques du sol :
2.1.1 Analyses physiques :

a- Analyse granulométrique :

Cette analyse a ét¢ effectuée selon la technique de Rouiller, 1994 :

L’analyse granulométrique du sol ou encore appelée analyse mécanique, ou analyse physique
consiste a classer les ¢léments du sol d’apres leur grosseur et a déterminer le pourcentage de
chaque fraction (sable, limon, argile).

L’analyse granulométrique a pour but de définir la texture d’un sol, c’est a dire le
pourcentage de ces divers constituants, et par 1a d’expliquer les propriétés physiques de ce sol
son comportement vis a vis de 1’eau, de 1’air et des racines et d’évaluer sa stabilité structurale
(c'est-a-dire la solidit¢é de 1’¢tat de la structure du sol et sa résistance aux agents de
dégradation). On utilise pour cette analyse de la terre fine obtenue par tamisage au tamis a
mailles 2mm, on ¢élimine la matiére organique par un oxydant énergique (H»0,), la durée
d’exposition dépend de la teneur en matiére organique (24h a 48h).

Les particules minérales sont ensuite dispersées a 1’aide d’un dispersant alcalin
(hexametaphosphate de sodium). Les particules grossi¢res de diamétre supérieur a 50 mm
sont séparées par tamisage, les particules moyennes et fines sont obtenues par la mesure de la
vitesse de sédimentation. D’apres le triangle des textures, on définit la texture de notre sol.

b- Mesure du pH :

La mesure du pH a été réalisée selon la méthode de Callot-Dupuis, 1980.
A 20g de terre fine (séchée a ’air), on ajoute 50 ml d’eau distillée (pour mesurer le pH ¢yy).
Le contenu est agité pendant quelques minutes, puis laissé¢ a reposer 2h. Le pH est ensuite
mesuré a I’aide d’un pH-meétre apres une breve agitation.
2.1.2 Analyses chimiques :

Sur I’homogénat des quatre échantillons prélevés, on a effectué la mesure de la salinité. Le
dosage du calcaire total et actif ; le dosage de carbone et de la matiere organique et enfin le
dosage du phosphore assimilable et ’azote total.

a) Mesure de la conductivité électrique :

La conductivité électrique a été mesurée selon la méthode Aubert, 1978
Le principe consiste a déterminer la conductivité électrique (C. E.) de I’eau pour déterminer la
salinité de ’extrait du sol. Elle est effectuée en mélangeant 1/5 du sol avec 4/5 d’eau distillée.

Aprées une agitation de quelques minutes, la solution est chauffée a une température T (25°C).
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Une premicre lecture est réalisée a cette température (CT), puis chauffée a une température
T°(35°C). Une deuxieme lecture est réalisée avec le conductivimeétre (CT?).

Le coefficient de température B est calculé comme suit :

f=(Cr-—Cpx100/(T"-T)x Ct

Le conductimetre (EC 215) est réglé a la valeur B et la mesure de la C.E s’exprime en
milli Siemens (mS). On évaluera le degré de la salinité du sol en se référant aux normes
internationales (Annexe 2).

b) Dosage du calcaire total :

Le dosage du calcaire total est réalisé selon la méthode de (Callot-Dupuis, 1980).
Le calcaire n’est pas un constituant toujours présent dans le sol. Par contre pratiquement tous
les sols contiennent du calcium si peu soit-il, cet élément se trouvant en particulier fixé sur
I’argile sous forme d’ion calcique ou en solution sous forme de sels solubles de calcium. Le
calcaire ou carbonate de calcium, CaCOs, est un sel insoluble. Mais 1’eau chargée de gaz
carbonique peut le dissoudre lentement le transformant en un sel soluble, le bicarbonate de
calcium. C’est ainsi que peu a peu le calcaire disparait d’un sol donné. Mais la solution du sol,
et I’argile gardent trés longtemps du calcium provenant de la dissolution du calcaire. On
utilise la propriété du carbonate de calcium qui se décompose sous 1’action d’un acide (HCI)

en eau et gaz carbonique, ce dernier est recueilli dans un tube gradué en ml.

CaCO3% =(px V) x100/(P xv)

p : poids du CaCOs; pure utilisé pour 1’étalonnage.

V: volume du gaz carbonique dégagé par I’échantillon du sol.
P : poids de I’échantillon du sol.

v : volume de gaz carbonique dégagé par le CaCOs.

¢) Dosage du calcaire actif :

Le dosage du calcaire actif est fait selon la méthode de (Drouineau, 1942).

Dans le sol, une partie plus ou moins importante de calcaire total se trouve a I’état de fines
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particules actives pour les végétaux, cette fraction est facilement solubilisée par les eaux
riches en gaz carbonique.

On utilise la propriété du calcium se combinant aux oxalates d’ammonium pour donner de
I’oxalate de calcium insoluble, pour le dosage du calcaire actif. L’excés de solution d’oxalate
d’ammonium est ensuite dosé par une solution de permanganate de potassium en milieu

sulfurique.

2 KMnOy + 5(NH4):Cr04 + 8H2504 mp 2N SOy + Ko SOy + S5(NH4)»804 + 10C0O; + 8H,0

La teneur en calcaire actif exprimée en % est obtenue a partir de la formule suivante:

Calcaire actif % = (N-n) x 1.25

N-n: correspond a la quantité d’oxalate de calcium précipité, donc a la quantité d’oxalate
d’ammonium qui a réagi avec le calcaire actif.

N: nombre de ml KMnOs utilisés pour titrer la solution d’oxalate d’ammonium.

n: nombre de ml KMnOa4 utilisés pour titrer I’extrait du sol

d) Carbone total et matiére organique :

Le carbone total est dosé selon la méthode Anne, 1945
La teneur en mati€re organique totale du sol s’obtient généralement en dosant la teneur en
carbone. On estime que le rapport matiere organique / carbone est a peu prés constant et é¢gal
a MO/C =1.72.

Le carbone de la matiere organique est oxydé par un mélange de bichromate de potassium et
d’acide sulfurique (H2SQy4). On admet que 1’oxygene consommé est proportionnel au carbone
que I’on veut doser. L’exces de bichromate inutilis€¢ dans la réaction est dosé par le sel de
Mohr.

e) Dosage de I’azote total : (John M et al., 2005)

L’azote total a été dosé selon la méthode de Kjeldhal. Cette méthode connue depuis 1883,
repose sur la destruction des matieres organiques par 1’acide sulfurique concentré, a

1’ébullition, avec formation de sulfate d’ammonium. Apres avoir rendu la solution alcaline,
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L’ammoniac déplacé par une base fixe, est entrainé par la vapeur d’eau et le distillat obtenu
doit étre titré par une solution étalon acide.
On admet que, ’acide sulfurique en oxydant les matieres organiques, est partiellement réduit
a I’état de SO,, ce dernier réduit 1’azote qui passe a 1’état de sulfate d’ammonium dissous dans
I’excés d’acide sulfurique. En prenant les quantités et les concentrations indiquées sur le
tableau en (Annexe 1), on obtient le pourcentage d’azote dans 1’échantillon par la formule

suivante :

(b-a)x0.1x14x100

Masse de 1’échantillon (g)

f) Dosage du phosphore assimilable : (Jackson et Peterson, 1964)

Le dosage du phosphore assimilable est réalisé selon la méthode Olsen
La méthode Olsen, au fluorure d’ammonium + bicarbonate de soude (FNH, 0, 5 N + CO;NaH
0, 5 N pH 8, 5) sur des sols artificiellement enrichis en acide phosphorique, permet de
récupérer 65 % du phosphore ajouté, en outre, elle a 1’avantage de conserver la méme
concentration en FNHy (0,5 N).

Le sol est agité a froid, pendant lheure, dans une solution mixte de fluorure d’ammonium +
bicarbonate de soude (FNH4 0,5 N + CO;NaH 0,5 N pH 8,5). Le rapport sol/solution=1/50

La solution d’extraction est centrifugée et une aliquote est prélevée. Cette solution, plus ou
moins fortement colorée par I’humus, est purifiée par acidification a I’acide sulfurique
concentré, I’humus est précipité et séparé par filtration.

La technique de dosage est celle préconisée par DUVAL, c’est-a-dire formation du
complexe Phospho-molybdique et réduction par un exces d’acide ascorbique a chaud; il se
développe une coloration bleue qui est colorimétrée, soit manuellement soit a I’autoanalyseur.
2.2 Stérilisation des sols :

Les sols ont été homogénéisés et humidifiés avec de l'eau et le tout est porté a ébullition
pendant lheure, selon la méthode de Bergerac (Messiaen C.M ., Blancard D., Rouxel F.,
Lafon R, 1993).

Pour confirmer I’efficacité de la stérilisation, un ensemencement d’un milieu nutritif a été

réalisé, puis incubé a 28°c pendant plusieurs jours.
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2.3 Semis et mise en place des cultures de pois-chiche :

Dans cette étude, les sols sont prélevés de quatre localités de I’ouest Algérien, ou le pois
chiche est souvent cultivé ou devrait €tre introduit en rotation avec les céréales. Il s’agit des
sols de : Ain Témouchent, Tessala, Zahana et la station d’ITGC.

Pour chaque localité, le sol préalablement homogénéisé et stérilisé, est répartit dans des
pots de 2 litre de volume, déja lavés et désinfectés a I’eau de Javel.

2.3.1. Désinfection des graines :

Les graines sont désinfectées a I’hypochlorite de sodium (2%) pendant 10 min, puis rincées
6 a 10 fois a I’eau distillée stérile afin d’éliminer les traces du désinfectant.
Elles sont ensuite mises a germer aseptiquement sur de 1’eau gélosée a (0.8%) (Annexe 3)
(Tillard et Drevon, 1988) ; les boites ainsi préparées sont mises a 1’obscurité, a température
ambiante.

2.3.2. Culture des plantules:

Chaque pot est aseptiquement ensemencé avec 8 graines germées, dont la longueur de la
radicelle varie de 2.5 a 3cm, d’une des 4 lignées de pois chiche choisies.

2.3.3. Dispositif expérimental :

Pour répondre aux objectifs signalés a I’introduction, trois traitements ont été retenus :
1. Témoin (-) : sol stérile sans apport d’azote
2. Témoin (+) : sol stérile avec apport d’azote, sous forme d’urée (Super 46), a base
de 20g/m” avec un intervalle de 10 jours.
3. Naturel : sol avec souches autochtones de Rhizobium
Ces trois traitements ont ét¢ implantés sous serre, selon un dispositif factoriel en blocs avec

trois répétitions.
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Figure n°7 : Dispositif expérimental

L’irrigation a été effectuée régulierement. Une seule plante par pot, soit les 8 plantes par
localité, cultivées jusqu’a mi-floraison (42 jours aprés semis), ont survi pour inspecter la
présence ou 1’absence de nodosités, et déterminer la croissance des parties aériennes et
racinaires.

2.3.4. Analyse statistique :

L’effet de la stérilisation et la fertilisation sur les différents paramétres de la culture du pois-
chiche est apprécié par 1’analyse de variance. Les écarts entre les intervalles de récolte, sont
¢valués par le test de NEWMAN et KEULS.

Tous les traitements statistiques sont réalisés a I’aide du logiciel STATITCF.
2.4 Etude microbiologique :

2.4.1 Piégeage des Rhizobia :

Différentes combinaisons de piégeage sont exécutées avec les variétés de pois chiche sur
différents sols a fin d’estimer leur pouvoir d’infectiosité.

Les souches de Rhizobia sont isolées a partir des nodules de jeunes plantes de pois chiche
(Cicer arietinum L.)

Les nodosités sont immergées dans de I’hypochlorite de sodium a 32° pendant 10 minutes,
ensuite rincées a I’eau distillée stérile. A I’aide d’une pince flambée a 1’alcool, elles sont
transférées dans de 1’alcool absolu pendant 5 minutes et rincées 5 a 6 fois dans de I’eau

distillée stérile.
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Les nodosités ainsi traités, sont écrasées sur le milieu YEM gélosé (Yeast Extrait Mannitol)
(Vincent, 1970), et I’extrait de chaque nodule est ensemencé par des stries d’épuisement. Les
boites sont incubées a 28°C pendant 5 jours. (Annexe 4)

2.4.2 Purification des isolats :

De chaque boite incubée, des colonies bien isolées sont repiquées sur le milieu YEM et
incubées a 28°C pendant 48 a 72 h. ’opération est renouvelée jusqu’a 1’obtention de cultures
pures.

2.4.3 Etude macroscopique :

Les cultures bactériennes développées permettent de relever 1’aspect des colonies : le
contour, la forme, la couleur, la surface, le diamétre et la viscosité.

2.4.4 Etude microscopique :

Apres coloration de Gram (Annexe S), les cultures sont examinées au microscope
photonique pour déterminer le Gram, la forme des cellules, le mode d’association et la pureté
de la culture.

2.4.5 Conservation des souches :

Les colonies pures dont les cellules sont des bacilles courts et Gram négatif, sont repiquées
stérilement sur le milieu YEM incliné et incubées a 28°C pendant 48 a 72h. Les tubes sont
placés a 4°C pour une conservation de courte durée.

Pour une conservation de longue durée, les souches sont conservées, dans du milieu YEM
liquide additionné de glycérol a 40% (v /v), a —20°C.
2.4.6 Test de nodulation :

Le test de nodulation est un critére important dans la caractérisation des Rhizobium, les
isolats extraits des nodosités de Cicer arietinum ne peuvent étre identifiés comme Rhizobia
qu’apres avoir prouvé leur capacité a former des nodosités sur leur plante hote en conditions
bactériologiques contrdlées (Graham et al., 1991).

Apres germination des graines, I’ensemble des plantules obtenues dont la longueur des
radicelles ne dépasse pas 2 cm (Figure 8), sont transférées dans des tubes a essai (Longueur
18 cm, diameétre 2 cm, et une capacit¢ de 35 ml) contenant une solution nutritive

(Annexe 6), décrite par Broughton et Dilworth (1971).
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Figure n° 8 : Les graines de Cicer arietinum, variété 93.93C, apres

7 jours de germination a I’obscurité et a température ambiante

Apres leur inoculation par 2 ml de la suspension bactérienne de la souche a identifier d’une
concentration de 10® cellules/ml (cette concentration est obtenue en comparant la turbidité du
milieu ensemencé avec celle de Mac Farland n°l (Annexe 7), les plantules sont transférées
dans une chambre de culture (de type Sanyo Electrobiomedical. Co. LTd. Prints. Japon) a une
température de 25 °C £ 1, une photo périodicité de 16 heures et une intensit¢ lumineuse de
2000 luxes.

Les racines doivent étre maintenues a 1’obscurité dans une boite en carton trouée permettant
I’introduction de la moitié inférieure des tubes.

Une agitation quotidienne est réalisée pour faciliter le contact des bactéries avec les racines

des plantules. Des plantules non inoculées, servent de témoins (Figure 9).
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Figure n° 9 : Test de nodulation en hydroponique

Un test de nodulation sur support sable stérile est aussi réalisé, des pots sont remplis par
100g de sable stérilis¢, les graines germées sont placées et inoculées avec 2ml d’une
suspension bactérienne d’une concentration de 10® cellules/ml de chaque souche testée. Les
pots sont ensuite placés dans une chambre de culture, les plantules sont arrosées chaque deux

jours avec la solution nutritive dépourvue d’azote (Annexe 6). Des pots témoins non inoculés

sont aussi préparés (Figure 10).

e e =
e - =

Témoin Inoculé Témoin
e D 0 o

Figure n°10 : Test de nodulation sur sable
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2.5 Etude physiologique :

Tous les tests suivants sont menés sur des boites de milieu YEM solide divisés en 20 carrés
identiques, chaque carré est inoculé (spot-inoculé¢) avec 10 pL de culture de souches
préalablement cultivées sur un YEM liquide jusqu’a la phase exponentielle (+ 10 * cel/ml).

Les boites inoculées sont incubés a 28°C pendant 7 jours.

2.5.1 Latolérance a la température :

La croissance bactérienne a différentes températures est déterminée sur des boites de milieu
YEM solide inoculées, comme il a été décrit au dessus, et incubées aux températures

suivantes : 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 et 45 °C.

2.5.2 Latolérance a la salinité :

La tolérance au chlore de sodium (Na Cl) est déterminée par la croissance sur milieu YEM

solide additionné avec 0 a 9% (w/v) de Na Cl apres 7 jours d’incubation a 28°C.

2.5.3 Latolérance au pH :

La tolérance au pH est testée sur milieu YEM solide préparé a différents pH : de 4 a 12.

2.5. 4 La résistance intrins€que aux antibiotiques :

Les tests ont été réalisés sur des boites de Pétri contenant du milieu YEM solide. Les boites
ont été subdivisées en 20 carrés. Chaque carré a été ensemencé avec 10 pl d’une préculture
fraichement préparée d’une concentration de 10° cel/ml. Trois répétitions ont été réalisées
pour chaque traitement et pour chaque souche. Pour chaque test, des boites témoins ont été
préparées. Ces témoins ont été réalisés sous des conditions standard avec 0,1% (w/v) NaCl,
pH 7,0 et a 28°C. Les résultats de chaque test ont été évalués apres une semaine d’incubation.
Par comparaison avec les boites témoins, les souches ont été notées sensibles (pas de
croissance) ou résistantes (bonne croissance).

Le milieu a été additionné de différentes quantités d’antibiotiques, selon la méthode décrite
par Somasegaran et Hoben (1985).

Les solutions d’antibiotiques ont été stérilisées par filtration (Annexe 8) puis additionnées
au milieu YEM préalablement autoclavé et maintenu a une température de 55°C.

Les antibiotiques ont été testés en pg/ml a des concentrations variant de 10 a 100 pour :
Kanamycine (10 et 100), Streptomycine (25 et 100), Ampicilline (50), Chloramphénicol(20),
Erythromycine(100) et la Tétracycline(20).
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2.5.5 Larésistance aux métaux lourds :

Ce test a été conduit pour évaluer la capacité des souches a résister a six différents types de
métaux lourds. Les solutions de différents métaux ont été stérilisées par filtration (Millipore
0,22 pm, Sigma) puis additionnées au milieu YEM gélosé pour aboutir a des concentrations
en pg/ml variant de 25 a 500 : AICl;, 6H,O (250), ZnSO,4 (50) et MnCls 4 H,O (500), CoCls,
(25), HgCl,(10) et CuSOy4 (50).

2.5.6 L’utilisation des substrats carbonés:

La capacité des souches a métaboliser différents substrats comme seule source de carbone
est testée en utilisant plusieurs sucres :
Saccharose, maltose, inositol, raffinose, galactose, cellobiose, sorbitol, malt, glucose, lactose,
glycérol, citrate de sodium, acétate de sodium

Le test est réalisé¢ sur milieu YEM dont le mannitol est remplacé par ces différents sucres.
Les boites sont ensemencées comme il a été précédemment décrit, puis incubées a 28°C
pendant une semaine.

2.5.7 Test du bleu de Bromothymol :

La capacité des souches a alcaliniser ou a acidifier le milieu YEM a été évalué par I’addition
de lindicateur coloré¢ bleu de Bromophénol a une concentration de 0.0024% (w/v)
(Annexe 9). Les boites inoculées ont été incubées a 28°C pendant 24h.

Les réactions ont été identifiées par le virage de la coloration du milieu. Une coloration

jaune indique une réaction acide et une coloration bleu foncée indique une réaction basique.

2.5.8 Hydrolyse de I’urée :
Pour chaque souche, 10 pl de la préculture fraichement préparée dans le milieu YEM ont

¢été utilisés pour ensemencer des boites contenant le méme milieu solide additionné de 2%
d’urée et 0,012% de rouge de phénol (Jarvis et al.,, 1977). Les solutions de ces deux produits
ont été stérilisées par filtration. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque souche. Les
boites ont été incubées a 28°C pendant 24 heures. Les résultats ont été évalués par le virage de
la couleur du milieu. Une coloration rouge indigo indique I’hydrolyse de I’urée alors qu’une

coloration jaunatre indique une réaction négative.

2.5.9 Détection de la catalase :

Au cours de la respiration des bactéries, il se produit des réactions qui aboutissent a la

formation de H,O; toxique pour les bactéries.
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Cette bactérie synthétise une enzyme de détoxification = Catalase.

Catalase
H,0O, > H,O+1/2 O,

L’0, libéré est mise en évidence par contact d’une colonie de souches de Rhizobium avec une
goutte d’H,O, a 10V.
Si: formationdebullesd’air — 5  R(+) = catalase (+)

Pas de bulles d’air —— 5 R(-)=catalase (-)
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1. Caractérisation pédologique des sols testés :

Les analyses pédologiques et physico-chimiques d’un sol donné permettent d’apprécier la
fertilité naturelle d’un sol, d’expliquer les déficiences de rendements et d’orienter vers le
choix des cultures (Soltner, 2005). Elles permettent aussi de rechercher d’éventuelles
corrélations entre la présence ou 1’absence des Rhizobia.

Selon le triangle de la texture (Annexe 11 ; Tableau 4), les sols analysés sont classés
comme suit :

Le sol d’Ain Témouchent

Le sol de I'ITGC dans I’aire limono-argileuse
Le sol de Zahana

Le sol de Tessala : dans 1’aire argile limoneuse,

En termes de granulométrie, les sols analysés renferment des €léments grossiers en quantité
parfois ¢levée allant de 11,2% dans le sol de Zahana, a 26% dans le sol d’Ain Témouchent.
La teneur en argile augmente sensiblement au niveau des quatre sols pour atteindre un
maximum de 40 % dans le sol de Tessala.

Les sols qui contiennent une grande quantité¢ d’argile ou d’humus peuvent bénéficier d’un
effet tampon contre le changement de pH a cause de leur capacité d’échange cationique
(CEC). Cet effet tampon signifie que, lorsque le sol devient acide, la capacité tampon permet
au pH de demeurer dans la marge de neutralité pour une plus longue période.

Les résultats obtenus indiquent que : les sols testés sont de pH alcalin variant entre 8,38 et
8,70, ayant une teneur importante en matiére organique de 2,10 a 3,8 %, favorisant toute
activité microbienne.

D’aprés les valeurs du tableau (5), le sol de Tessala, est le sol le plus calcaire avec une
concentration de 42,10%, ce qui explique la dureté de cette terre et sa faible capacité a retenir
I’eau (Aubert, 1978).

La teneur en azote total des sols de Ain Témouchent et I'ITGC est satisfaisante, elle oscille
entre 1.42 et 1.37 %o, contrairement aux sols de Tessala ou la concentration de 1’azote était un
peu forte (1.93%o) et le sol de Zahana ou la teneur la plus élevée a été signalée (5,12%).
Selon les normes, tous les sols testés présentent des concentrations trés faibles en phosphore.
Ces résultats sont conformes avec ceux d’Orphanos, qui a rapporté en 1995, que la plupart des
sols en région méditerranéenne sont déficitaires en P.

Selon les normes (Annexe 2) et les valeurs du rapport C/N des sols étudiés mentionnées
dans le tableau n° 5, nous constatons que les sols de Tessala, Zahana et Ain Témouchent

présentent un rapport C/N faible (< 8) et cela signifie que la matiere organique est orientée
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vers une forte minéralisation due probablement a une bonne activité biologique. Par contre,
le sol de I'ITGC présente un rapport C/N ¢élevé (> 12) indiquant une matieére organique mal
décomposée.

La conductivité électrique comprise entre 0,08 et 0,18 mS, indique des sols non salés.
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Tableau n°4 : Les résultats des analyses physico-chimiques des quatre échantillons de sol prélevés de différentes localités de 1’ouest Algérien

Réalis¢ a 'INRAA de Sidi Bel Abbes et TECHANAL de Tlemcen

N P pH | CE C | MO | Calcaire | Calcaire Granulométrie (%) Texture du sol
Localisation (%0) | ppm (ms) | (%) | (%) Total Actif Ra(lj)/llo\?rt Diagramme de
(%) (%) Argile | Sable | Limon le(.)n GEPPA
fin grossier
Sol
Tessala 193 | 343 838 | 0.18 | 1.3 | 2.6 42.10 5.37 40 35 10 25 6.73 Argile limoneuse
Sol
Zahana 512 | 36- | 8.68 | 0.08 | 1.9 | 3.8 4.76 / 25.5 | 42.6 18.5 11.2 3,71 Limono-argileux
36.5
Sol
ITGC 1.37 | 26.7 | 8.64 | 0.11 | 1.87 | 3.74 | 26.92 7.12 24.18 | 44.52 | 9.55 21.75 13.64 Limono-argileux
Sol
Ain 142 | 3.1- | 870 | 0.15 | 1.05 | 2.10 6.42 2.37 27.18 | 33.27 | 12.93 26.62 7.39 Limono-argileux
Témouchent 3.15

N : Azote total

C : Carbone

P : Phosphore assimilable
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2. Confirmation de la stérilité des sols :
Apres plusieurs jours d’incubation, aucune trace de croissance bactérienne n’a été signalée
dans les boites ensemencées a partir de la suspension de sols stériles comme le montre la

Figure (11).

Sol naturel Sol stérile

Figure n°11 : confirmation de la stérilité des sols testés.

Un autre moyen a pu nous rassurer sur la stérilité totale des sols, est 1’absence de nodules

dans les racines de toutes les plantes cultivées sur ces sols.
3. Caractéristiques symbiotiques :

Cette caractérisation a été effectuée afin d’évaluer la diversité des souches de Rhizobium
autochtones, par leur potentiel infectieux et fixateur et afin de repérer les souches les plus
efficientes.

La capacité symbiotique d’une souche de Rhizobium est évaluée par deux parametres : son
infectivité et son efficience.

L’infectivité de chaque souche est appréciée par le nombre de nodosités formées sur la
racine de chaque plante. (ou le poids des nodules). L’efficience est estimée par la
détermination du pourcentage de gain en mati¢re séche de la partie aérienne des plantes

inoculées par rapport au témoin azoté.
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Les plantes ont été déterrées au méme stade végétatif afin que les performances
symbiotiques puissent étre comparables.

Les résultats obtenus indiquent une plasticité de nodulation chez Cicer arietinum. 11 a pu
étre nodulé par les souches de Rhizobium autochtones des différents sols étudiés.

La localisation des nodosités sur le systéeme racinaire de la plante a montré également une
grande variabilité. Les nodules, qui sont du type indéterminé (Lee et Copeland, 1994), sont
répartits essentiellement sur le pivot au détriment des racines latérales et sur 30 cm de
profondeur. Cette situation explique leur exposition aux variations du milieu, en particulier au
déficit hydrique qui réduit leur taille, leur nombre et I’intensité de leur couleur (réduction de

la concentration en leghémoglobine) (Figure 12).

Figure n°12 : Forme des nodosités obtenues sur les racines de Cicer arietinum.L.

Cultivé sur les sols de Tessala (A), ITGC (B), Zahana (C), Ain Témouchent (D).
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L'efficience symbiotique de la population locale de Rhizobium, est I'un des paramétres
importants pour choisir des souches pour la production d'inoculum. C'est également un facteur
important pour la détermination de l'incidence et l'importance de la réponse de la
légumineuse a 1'inoculation (Singleton et Tavares 1986 ; Thies et al., 1991).

Bien qu’on ne connaisse rien sur les potentialités métaboliques des souches autochtones des
quatre sols testés, il semble qu’elles ont induit une nodulation assez comparable.

Les souches autochtones ont montré une large diversité dans leur capacité d'infecter la plante
hoéte et a fixer 1’azote atmosphérique. Le poids moyen de nodule par plante varie entre 0,1g
pour I’isolat Rch 73 a 3,9 g pour I’isolat Rch 72, étant l'isolat le plus performant (Figure 13).

Le nombre de nodules varie de 10 a 38/plant avec 60-500 mg de poids sec/plant, leur
longueur est de 3-4 mm. Elles deviennent rouges aprés deux semaines grace a la production
de la leghémoglobine. Quelques bactéries non spécifiques comme : Sinorhizobium medicas,
Agrobacterium sp et Ochrobacterium sp, ont été isolées a partir des nodosités de pois chiche,
cependant, S.medicas était ineffective (Aouni ef al., 2001).

Les nodosités du pois chiche portent aussi des bactéries non symbiotiques. Une souche
d’Agrobacterium a été isolée et qui a la capacit¢ de solubiliser le phosphate in vitro
(Hameed et al., 2005). Le role de ces bactéries reste a illucider, mais elles peuvent intervenir

dans le processus de la nodulation (Hameed et al., 2004).
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On peut en conclure que les populations de Rhizobiums autochtones sont trés importantes et
dynamiques. Leur pouvoir d’infectivité, exprimé par la biomasse nodulaire, est différents et
assez important.

Ces résultats semblent en accord avec ceux de Boughalem (1989) et Abadli (1991) qui
rapportent que le pois chiche cultivé sans inoculation nodule facilement. Ils sont ainsi
comparables a ceux trouvées par Tillard et Drevon (1988) dans les sols du Sud de la France et

montre la grande variabilité de 1’infectivité des populations natives.

4. Effet de la variété, la stérilisation et la fertilisation sur le développement des

plantes :

Afin de mettre en évidence d’éventuelles différences entre les traitements, les sols et les
variétés, apres 45 jours de culture en pots sous serre, une analyse de la variance a été utilisée.
Les moyennes sont comparées selon la méthode de la plus petite différence significative a la

probabilité < 0.05. Les résultats ont été exploités et organisés par facteur
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Facteur 1 : Effets de la variété
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Figure n°14 : L’effet de la variété sur la croissance végétale.

La différence de croissance entre les quatre variétés est bien montrée dans la Figure (14).
L’analyse de la variance des poids frais (Poids Total, Poids Aérien, Poids Racinaire), des
poids de la matiére séche (Poids Sec Total, Aérien et Racinaire), des tailles (Taille Totale
Aérienne et Racinaire) et des Volumes Racinaires, montre une différence significative entre
les quatre variétés testées (p<0.05).

Les résultats obtenus ont montré des différences significatives entre les potentiels de
production des variétés testées.

Si ’on compare les résultats des productions aériennes et racinaires au stade floraison,
(Annexe 12), On constate que la variété¢ 93.93C s’est montrée plus performante que les autres

variétés.
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Le maximum des poids frais a ét¢ marqué chez la variété 93.93C avec des moyennes de
4.5, 7 et 12,5 g respectivement. Par conséquent, cette variété a donné les poids secs les plus
¢levés qui varient entre let 3g.

Le méme comportement a été observé concernant les tailles des plants. C’est toujours la
variété 93.93C qui donne les valeurs les plus importants. Le volume racinaire est un autre
parametre mesuré, dont les résultats obtenus confirment la supériorité de la variété 93.93C.

En ce qui concerne les autres variétés, la variété 662.25 a montré une bonne croissance

suivie de la variété 81677.Cependant, la variété 81680 a donné les plus faibles rendements.

Facteur 2 : Effets du Traitement
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Figure n°1S :L’effet du traitement sur la croissance végétale.

L’efficience des populations natives de Rhizobium a été estimée en comparant les plantes

cultivées sur un sol stérile et celles cultivées sur un sol naturel. D’aprés les résultats de

50



Résultats et discussion

I’analyse statistique (Annexe 13), une différence significative a été révélée entre les
traitements appliqués (Figure 16). Ainsi, le gain de rendement obtenu sur le sol Naturel
differe statistiquement du rendement du témoin positif (sol stérile fertilis¢) et de celui du
témoin négatif (sol stérile non fertilisé).
On a remarqué une certaine hétérogénéité des résultats :

La culture des plantes sur un sol naturel a eu un effet positif sur un grand nombre de
parametres étudiés y compris, Poids frais Total, Poids frais Racinaire, Poids Sec Racinaire,

Longueur Totale, Longueur Racinaire, Volume Racinaire.

Figure n°16 : Effet de la stérilisation et la fertilisation sur le développement

végétal.

A. Témoin positif (Sol Stérile + urée).
i +

L’effet positif des Rhizobium a été rapporté par plusieurs auteurs (Lal et Khanna, 1993 ;
Ndoye et al., 1995). Les souches locales de Rhizobium, une fois associées a la plante hote,
ont montré une infectivité et une efficience importante, ce qui a permis I’amélioration de la
nutrition azotée des plantes de pois chiche et par conséquent 1’amélioration de leur
croissance.

A noter qu’au niveau des : Poids frais Végétal, Poids Sec Végétal, Poids Sec Total : c’est
le traitement stérile qui semble donner les moyennes les plus élevées.

Comme il a été signalé dans le chapitre précédent, la stérilisation du sol a été faite par chaleur
humide. Sous I’effet de la température élevée de stérilisation, la minéralisation de la matiére
organique du sol est accélérée, (y compris ’azote combiné) conduisant aussi a la

décomposition des molécules organiques sous des formes simples et solubles (surtout les ions
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NH,') qui servent de nutriments facilement assimilables par les microorganismes et les
plantes.

Certains Rhizobium de pois chiche ont une large distribution, alors que d’autres espéces sont
confinées a une zone géographique. M. ciceri est rencontrée dans la méditerranée, le nord de
I’ Afrique, nord de I’ Amérique, 1’Inde et la Russie (Nour et al., 1995). Les sols sableux ou les
sols hydromorphe, ne contiennes aucune populations de Rhizobium de pois chiche

(Aouni et al., 2001) .

Facteur 3 : Effets du sol
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Figure n°17 : L’effet du sol sur la croissance végétale.
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Le sol est le substrat de la culture des plantes, la variabilité des sols testés est représentée
sur la Figure (17). L’analyse de la variance montre que globalement 1’effet sol est significatif

(p<0.05).

Les variétés étudiées sont bien adaptées sur le sol de Ain Témouchent et montrent une
bonne croissance. Cette adaptation est moins exprimée sur le sol de I'ITGC et le sol de
Tessala. On note que les rendements les plus faibles ont été obtenus sur le sol de Zahana.
Sachant qu’Ain Témouchent, décrite comme zone de référence de culture des légumineuses
alimentaires, ainsi que la station d’ITGC, sont des régions ou le pois chiche est habituellement
cultivé. D’apres Aouni ef al. (2001) et Laranjo et al, (2002), ces sols se caractérisent par la

présence des Mesorhizobium spécifiques du pois chiche.

Dans I’apercu global, la croissance des plantes n‘est pas corrélée uniquement avec la
présence ou I’absence de nodule par plante. Ceci suggere que la fixation de 1’azote n’a pas

¢té le seul facteur limitant de la croissance du pois chiche cultivé.

Ce sont les sols d’Ain Témouchent et I'ITGC qui sont les plus favorables a la nodulation.
En revanche, sur le sol de Tessala et Zahana, la nodulation des plantes semble étre inhibée
puisque 1’on observe une réduction du poids des nodules par rapport aux deux premiers sols.
Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour expliquer la mauvaise croissance des plantes

dans ces sols :

1. Soit, il s’agit d’un probléme lié aux sols plus riches en argile et en limon, donc
plus compact que les autres sols : en effet, dans un sol compact, la diffusion de 1’oxygene est
limitée, ce qui porte préjudice a la nodulation, sachant que le sol de Tessala est tres riche en
argile 40% et en limon 35% ainsi que le sol de Zahana dont les fractions d’argile et de
limon sont 25.5% et 29.7% respectivement.

2. Soit, les teneurs élevées en azote dans les sols de Tessala (1,93g/kg) et Zahana
(5,12g/kg) par rapport aux sols d’Ain Témouchent (1,42 g/kg) et 'ITGC (1,37 g/kg) dont la
teneur en azote est satisfaisante, sont responsables d’une inhibition partielle de la nodulation
du pois chiche par les souches natives de Rhizobium.

. L’effet des nitrates du sol se manifeste d’abord par une stimulation de la
nodulation & une concentration satisfaisante, suivi par une réduction, puis, une forte

inhibition de la nodulation a des concentrations importantes.
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e En effet, les 1égumineuses, y compris le pois chiche, ne fixent 1’azote qu’apres la
formation des nodosités ; le fonctionnement optimum de la nitrogénase correspond en
général au stade début floraison. Entre temps, la légumineuse puise la majorité de ses
besoins en azote sous forme combinée du sol (Dommergues et Mangenot, 1970).
Cet azote contribue directement a la croissance et au bon développement de la plante, et
indirectement, a la mise en place du systéme fixateur (racines+ nodosités). En 1984, Jessop
et al ont pu montrer que des concentrations entre 1.5 et 3 meq stimulent la nodulation chez
le pois chiche. De méme, Rawsthorne et al. (1985) confirment cette tendance sur la méme

espeéce mais avec une concentration légerement supérieure (3.5 mM).

3. La limitation de nodules peut étre due aussi au déficit du phosphore. Des
recherches ont montré que 1’azote réduit la nodulation tandis que le phosphore I’augmente
(Jebara et al., 2005).

o Le Phosphore est indispensable pour les plantes surtout au stade jeune. Il intervient
dans la plus part des réactions fondamentales de la cellule. Les molécules H2PO4-, HPO4-
sont les formes assimilables méme si on estime le phosphore sous forme de P20s5. Les
quantités du phosphore peuvent étre insuffisantes soit parce que le sol en est naturellement
mal pourvu, soit parce que ses réserves ont été progressivement épuisées par des cultures
successives.

e En réponse au manque de P, les plantes développent plus leur enracinement,
augmentent le taux de prélévement via le sol, mobilisent plus de P a partir des feuilles agées,
et mobilisent celui stocké dans les vacuoles (Schachtman et al, 1998). En plus, les

mycorhizes peuvent coloniser davantage les racines.
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Les interactions :

1. Interaction « Variété —Traitement » :

[
=]

o
=2}

o
[

[
e

o
ra

—
—]

Poids moyenen g

=T R N -]

P.R PS.T PSSV PSR

HV:93,93C
HV:662,25
MV:81677
HV:81680

Longueur meyenne en cm
Volume moyen en ml

V.Racinaire

Figure n°18 : I’effet de I’interaction « Variété —traitement Naturel »

La supériorité de la variété 93.93C tend a se confirmer au niveau de tous les traitements.
La variét¢ 93.93C, cultivée sur sol naturel, en présence des populations natives de
Rhizobium, a produit les plus grandes quantités : poids frais (en moyenne 19 g) et sec (en
moyenne 3,9g), volume racinaire (6,5 ml) ainsi qu’une longueur racinaire atteignant 29cm

de moyenne.
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Concernant la variété 662.25, elle est toujours classée en deuxiéme position au niveau de
tous les parametres mesurés, sauf le cas du poids racinaire ou elle a donné une moyenne plus
faible de 4,1g.

Quand aux longueurs totales et longueurs des parties aériennes des plantes, 57 cm et 34 cm
ont été respectivement signalées chez la variété 81677. Les rendements les plus faibles ont

été observés chez la variété 81680.
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Figure n°19 : I’effet de I’interaction « Variété —traitement stérile »

Sur la croissance végétale.

L’interaction des quatre variétés sur le sol stérile semble étre moins productive en
comparaison avec leur rendement sur le sol naturel. Il parait que la stérilisation a un effet

négatif sur le développement des plantes
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Un maximum de poids frais égal a 10g, a été¢ donné par les deux variétés 93.93C et 662.25
A nouveau, la variété 93.93C a produit les Poids frais Racinaire, Poids Sec Total, Poids Sec
Végétal, Longueur Totale et Longueur Racinaire les plus élevés. Un Poids frais Végétal ainsi
qu’un Volume Racinaire maximal de 7g et 3,6 ml ont été signalé chez la variété 662.25.
La meilleure Longueur Végétale a été¢ donnée par la variété 81677 ; a ’opposé de la variété

81680 a montré la plus mauvaise interaction sur le sol stérile.
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Figure n°20 : Effet de I’interaction « Variété —traitement stérile fertilisé »

Sur la croissance végétale

Il s’avere que la fertilisation a un effet inverse sur la production de la matiére verte, chez le
pois chiche. L’analyse statistique a révélé une diminution significative qui a touché les

différents parametres mesurés.
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Contrairement aux deux premiers traitements, les meilleures productions en Poids frais
Racinaire, Poids Sec Total, Poids Sec Végétal, Poids Sec Racinaire, Volume Racinaire,
Longueur Totale et Longueur Racinaire étaient fournies par la variété 662.25.

Quand au Poids frais Végétal, c’est la variété 93.93C qui a donné le poids le plus élevé. La
variété 81677 a donné la meilleure Longueur Végétale. Concernant la variété 81680, elle n’a

montré aucune amélioration, elle est caractérisée par les plus faibles rendements.

2. Interaction « Variété — Sol » :
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Figure n°21 : Effet de I’interaction « Variété —Sol de Ain Témouchent »

Sur la croissance végétale

Une augmentation prononcée des rendements a €té remarquée chez les plantes cultivées sur

le sol de Ain Témouchent.
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Les quatre variétés ont montré une adaptation élevée et hétérogéne au sol de Ain
Témouchent. La variét¢ 93.93C a donné le poids total le plus élevé atteignant 19g de
moyenne. Ainsi les meilleurs Longueur Totale, Poids Sec Total et Poids Sec Racinaire sont

donnés par cette variété. La variété 662.25 a donné le Volume Racinaire le plus élevé.

=1

=

-¥]

§ HV:93,93C
g' HV:662,25
= M V:81677
=

g 4V:581680

PSV PSR

Longueur en cm
Volume moyen en ml

V. Racinaire

Figure n°22 : Effet de I’interaction « Variété - Sol de I’'ITGC »

Sur la croissance végétale.

Quoique la production végétale flit un peu moins que celle constatée sur le sol de Ain
Témouchent, les meilleures masses sont notés chez le couple variété 93.93C, sol ITGC,

avec on poids total de 14g, et un volume racinaire de Sml.
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On a remarqué les plus importantes Longueur Totale chez les variétés 81677, 662.25 et

93.93C. La variété 81680 semble étre la moins adapté au sol de I'ITGC.
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Figure n°23: Effet de I’interaction « Variété - Sol de Tessala »

Sur la croissance végétale.

L’adaptation des variétés au sol de Tessala est plus ou moins diminuée. Un poids frais de
8,9¢ et un Volume Racinaire de 2,7ml sont donnés par la variété 93.93C.
Une Longueur Totale de 52em a été signalée chez la variété 662.25 suivi de la 93.93C, la
81677¢t en fin la 81680.
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Figure n°24: Effet de I’interaction « Variété

Sur la croissance végétale.

- Sol de Zahana »

Le sol de Zahana parait le moins favorable pour la croissance des quatre variétés. Le poids

frais maximal est de 7,5g, donné par la variété 93.93C, ainsi qu’un volume racinaire de 3,7g.

Les meilleures longueurs sont données par la variété 81677 suivi par la 662.25 et 1a 81680.

La variété 81680, a donné la plus faible production.
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3. Interaction « Sol — Traitement » :
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Les analyses statistiques montrent que le traitement naturel stimule significativement la
production végétale.
Un poids total de 13,5 g a été noté chez le sol naturel de Ain Témouchent, suivi du sol
naturel de ’ITGC ou on a marqué une moyenne de poids frais de 12,5 g.
Quand au poids racinaire, c’est le sol naturel de Tessala qui a donné le meilleur rendement
5,7 g.

Concernant la Longueur Totale des plantes, une moyenne de 55 cm a été notée aussi bien

sur le sol naturel de Ain Témouchent que le sol de I'ITGC. Une amélioration remarquable
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du rendement sur le sol naturel de Zahana a été constatée, avec une moyenne longueur de
53cm.

La symbiose, est soumise a de nombreux facteurs: Telles les caractéristiques physico-
chimiques du sol qui semblent influencer le plus nettement les processus de la fixation de

I’azote (O'hara et al., 1988 ; Peoples and Craswell, 1992).
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Figure n°26: Effet de I’interaction « Sol — Traitement Stérile »

L’analyse de I’interaction sol- traitement stérile, confirme I’effet négatif de la stérilisation
du sol (¢limination des Rhizobium) sur la culture de pois chiche.
Le sol stérile de Ain Témouchent a dominé la production de matiére fraiche totale, 10,8g,
végétale, 5g et racinaires, 3,9g, de matiere séche totale 4g, aérienne, 3g et racinaire 1,7g.
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On constate aussi, le volume racinaire le plus élevé au niveau du sol stérile de Ain
Témouchent. Suivi du sol stérile de I’ITGC ; le sol stérile de Tessala est classé cette fois ci,
en deuxiéme position avec un Poids frais Total de 7,9g, un Poids Végétal de 6g, et une
longueur végétale et racinaire de 29 et 19 ¢cm respectivement.

Quand au sol stérile de Zahana, il était favorable pour ’augmentation de la taille des
plantes, ou on a noté une Longueur Totale de 48 cm en moyenne, une Longueur Végétale de

28 c¢m ainsi qu’une Longueur Racinaire de 20cm.
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Figure n°27: Effet de I’interaction « Sol — Traitement Stérile Fertilisé »
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L’application de fertilisants azotés (comme 1’urée), en absence totale d’autres sources
d’azote (sauf 1’azote contenu dans le sol) a marqué une légere amélioration de la production
végétale au niveau des différents sols testés.

Le couple le plus productif c’est le sol fertilis¢ de Ain Témouchent, avec un Poids frais
maximal de 11,8g , une moyenne de Poids Végétal égale a 9g, Poids Racinaire de 3,8¢g ainsi
que des masses se¢ches totales, végétales et racinaires de 3, 2.5 et 0.5 g respectivement.

En ce qui concerne les longueurs des plantes, des Longueur Totale, Végétale et Racinaire de
48, 30 et 29 cm sont obtenues sur le sol fertilis¢ de Ain Témouchent qui a donné aussi le
Volume Racinaire le plus élevé.

En deuxiéme position est classé :

Le sol fertilisé de I’ITGC, avec un Poids frais Total de 6g et un Poids frais Racinaire de 1g,
une Longueur Racinaire de 15c¢m, ainsi qu’un Volume Racinaire de 1.1ml en moyenne.

Le sol fertilis¢ de Tessala, avec un Poids Végétal de 4.3g, un PST de 2.2 g, un PSV de 2g en
moyenne.

Le sol fertilis¢ de Zahana, avec une Longueur Totale de 43 ecm, Longueur Végétale de
26cm et une Longueur Racinaire de 16cm en moyenne.

Au stade de floraison, le témoin négatif (sol stérile) a produit une masse de matiére séche
racinaire, statistiquement supérieure par rapport au traitement stérile fertilisé, ceci peut étre
expliqué par la réaction de la plante a combler le déficit en azote par le développement de son

systéme racinaire a la recherche d’éventuelle source d’azote.

5. Vérification de la pureté des isolats :
5.1. Caractéristiques morphologiques et microscopiques des isolats:

Les 15 isolats purifiés, isolés des nodosités de Cicer arietinum, présentent 3 aspects
macroscopiques :
L’isolat Rch 72: les colonies obtenues sont circulaires, beiges, translucides, a contour
régulier de surface lisse et visqueuse.
Les isolats : Rch 96, Rch 4, Rch 45, Rch 48, Rch 49 : sont de couleur blanche, bombées,
translucides a contour régulier.
Les isolats : Rchl10, Rchl8, Rch21, Rch28, Rch31, Rch34, Rch39, Rch25, Rch55 :
sont bombées, blanchatres, compactes a contour régulier et se caractérisent par une forte

viscosité due a une production excessive d’exopolysaccharides (Zahran, 1994).
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Figure n°28 : Aspect morphologique des isolats apres 72h d’incubation a 28°C.

A : Aspect de I’isolat Rch 18  B: Aspect de I’isolat Rch 72
C: Aspect de I’isolat Rch 45
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L’observation microscopique des isolats aprés coloration de Gram indique des formes de

bacille a coccobacilles, Gram négatif de couleur rose.

Figure n°29: Observation microscopique de 1’isolat Rch 72

apres coloration de Gram.

5.2. Test de nodulation :
La formation de nodules sur les racines de la plante hote aprés 48 jours d’incubation

confirme I’appartenance des souches isolées au groupe des BNL (Figure n°30).
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Figure n°30 : Aspect et couleur des nodosités formées sur les racines d’une plante de

Cicer arietinum L. inoculée avec la souche Rch 39, sur sable

apres 43 jours de croissance a une température ambiante.
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Certaines bactéries isolées a partir des nodosités racinaires du pois chiche sont incapables de
renoduler leur plante hote lors d’un test de nodulation (Mrabet ef al., 2004) ce qui est du :
1) Soit a un dysfonctionnement du dispositif,
2) Soit aux conditions défavorables a 1’établissement de la symbiose,
3) Soit a la perte de la capacité a noduler aucours des repiquages successifs. Une de ces
raisons peut justifier 1’absence de nodules dans les plantes de pois chiche inoculées avec

les souches : Rch 18, Rch 21, Rch 28, Rch 31, Rch 49, Rch 55.

6. Effet des différents facteurs sur la croissance des souches :

Plusieurs étapes importantes dans les processus de la symbiose, comme la formation des
nodules et la fixation d’azote, proprement dite, sont affectés par différents stress, pouvant
étre des facteurs limitant (Zahran et al., 1999).

6.1 Effet de la température :

Comme c’est prévu pour les Rhizobium, les isolats se sont bien développés a 28°C
(Somasegaran et al., 1994).

Les isolats testés ont montré une bonne croissance a 30, 35 jusqu’a 40°C. Nos résultats
sont en accord avec ceux de Nour et al (1994 ; 1995), qui ont décrit une température
maximale de croissance de 40°C pour les Rhizobium isolés du pois chiche, aussi bien pour
M.ciceri que M.mediterraneum. A noter que les isolats Rch 55, Rch72, Rch96 ont montré
une faible croissance a 45°C.

Aucune croissance n’a été signalée a la température 4°C, puisque c’est la température de

conservation.
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Figure n° 31 : Effet de la température sur la croissance des isolats testés.

A: croissance des souches testées a 10°C

B: croissance des souches testées a 42°C

L’incubation a des températures élevées, conduit assez souvent a la perte des propriétés de
nodulation et celle de D’aptitude a fixer I’azote chez Sinorhizobium meliloti et Rhizobium
trifolii (Toro et al., 1986, Zurkowski ef al., 1982).

Des travaux réalisés sur les nodosités du niébé montrent que I’activité de la nitrogénase
n’est pas affectée sous des températures élevées allant de 15 a 35°C, mais elle est sévérement
touchée a des températures au dessus de 38°C (Rainbird ef al., 1983).

Au niveau des cellules, la réponse au choc thermique se caractérise par une surproduction
de certaines protéines applées HSPs : heat shock proteins (Nocker et al., 2001).

Plusieurs études étaient réalisées sur les HSPS des Rhizobium (Zahran et al., 1999), mais
aucune n’a été rapporté sur le Rhizobium du pois chiche.

6.2 Effet de la salinité :

L’étude est réalisée afin de déterminer le seuil de tolérance des souches isolées vis-a-vis du
NaCl, sel dominant dans les régions de 1’ouest Algérien (Dellel et Bouchnafa, 2005).

Les données sur la (Figure 32), montrent que les Rhizobium isolés du pois chiche ont
exhibé une large diversité dans leur tolérance au sel. La concentration inhibitrice de sel varie
en fonction des souches ainsi que la nature du sel. (Bekki et al., 1987 ).

En effet, la tolérance au chlorure de sodium (NaCl), a ét¢ marquée puisque 100% des

souches testés se sont développées a une concentration de 1% et allant jusqu’a 7% de NaCl.
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L’isolat Rch 72 a montré une tolérance a 9% de NaCl. Des résultats similaires étaient
rapportés par Maatallah et al. (2002) qui ont pu identifier des souches nodulant le pois chiche
tolérant 850 mM (5%) NaCl.

Une telle résistance a été signalée chez des Rhizobia nodulant le fenugrec, qui sont capables
de croitre a wune concentration en NaCl pouvant atteindre 2380 mM (14%)

(Abdelmoumen et al., 1999).

/ Figure n°32 : Effet du NaCl sur la croissance des isolats testés. \

A : croissance des isolats a 28°C pendant 72h d’incubation (Témoin).

=

: croissance des isolats testés a 1% de NaCl

C : croissance des isolats testés a 7% de NaCl
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Les limites de tolérance des souches de Rhizobium varient généralement (de 50 a 400 mM
de NaCl; Wilson et Norris, 1970; Rai, 1983). R. meliloti est particulierement résistant
(Subba Rao et al., 1972 ; Le Rudulier et al., 1983 ; Sauvage ef al., 1983).

Généralement, cette gamme de concentration est plus étendue que celle des plantes-hotes.
Drailleurs plusieurs travaux soulignent 1’intérét de la sélection simultanée des deux
partenaires de I’association, pour une meilleure fixation symbiotique ; toutefois, la tolérance
de la plante hote est le facteur le plus déterminant dans [’efficience de 1’association
Rhizobium - légumineuse (Rai et al., 1985 ; Bekki et al., 1987 ; Craig et aL. 1991).

6.3 Effet du pH :

Le pH a un effet sur la nodulation et la fixation d’azote (Graham et al., 1992). L’acidité du
sol menace la survie des Rhizobiums et affecte les signaux moléculaires entre les deux
partenaires et par conséquent limite la nodulation (Graham et al., 1994, Hungria et al., 2000) .

La fixation d’azote dépend en premier lieu de [’état physiologique de la plante
(Zahran et al., 1999). En second lieu, de I’efficience des microsymbiotes (Somasegaran et al.,
1994) et, en dernier de la réaction entre les deux partenaires.

Par exemple: La culture du pois chiche est tres réussie sur les sols alcalins
(Priefer et al., 2001) . Cependant, la symbiose Cicer-Rhizobium est mieux adaptée a I’acidité
(Howieson et al., 2000, Siddique et al., 1999), ce qui justifie 1’adaptation de nos isolats aux
pH acides et basiques. Par contre, Priefer ef al. (2001), ont cit¢ 1’absence de corrélation
entre la tolérance des Rhizobium du a différents pH et le pH du sol d’origine.

Le pH optimal décrit pour les Rhizobium est 6-7 (Somasegaran et al., 1994) . Tous les
souches ont montré une bonne croissance sur des pH allant de 4 jusqu’a 12. Nos résultats sont
conformes avec ceux de Nour (Nour ef al, 1994), qui a rapporté que les souches de pois
chiche sont plus tolérantes que les Rhizobium en général. Cependant, d’autres auteurs ont

rapporté un spectre de pH compris entre 5-8 (Maatalah et al., 2002).
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Figure n°33: Effet du pH sur la croissance des isolés testés.

A : Croissance des isolats testés a pH 7 (Témoin).

B : Croissance des souches testées a pH 12.
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6.4 Résistance aux antibiotiques :
Les marges de résistance des souches aux différents antibiotiques testés sont représentées

dans (Tableau n°5). Les résultats indiquent que les souches montrent des réponses variables

aux différents antibiotiques.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

% des souches tolérantes

Antibiotiques en pg/ml

Figure n°34 : Effet de differents antibiotiques sur la croissance

des isolats testés a 28°C pendant une semaine d’incubation.
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Tableau n°5 : Résistance intrinséque des isolats testés a différents antibiotiques.

ATB Strep Kana
(ng/ml) Tetr (20) Ery (100) Amp (50) Chl (10) 25) 100) 10 100)
Souches
Rch 4 - + - + + + + +
Rch 10 + + + + - - + -
Rch 18 + + + + + - + +
Rch 21 + + + + - - + +
Rch 28 + + + + + + + +
Rch 31 - + - + + + + -
Rch 34 - + + + + + + +
Rch 25 + + + + + - + +
Rch 39 + + + + + + + +
Rch 45 - + + + - - + -
Rch 48 - + + + + - + +
Rch 49 - + + + + - + +
Rch 55 + + + + + + + +
Rch 72 - - + - + - - -
Rch 96 - + + + - - + -

Tetr : tétracycline, Strep: streptomycine, Kana: kanamycine, Amp : ampicilline, Ery: erythromycine, Chl: chloramphénicol.
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L’¢évaluation de la résistance intrinséque des Rhizobia nodulant le pois chiche montre que
90% des 1isolats testés présentent une résistance élevée a la Chloramphénicol (10pg/ml), a
I’ Ampicilline (50pg/ml), a ’Erythromycine (100pg/ml), et a la Kanamycine a 10pg/ml
(Figure 34).

Les antibiotiques inhibiteurs de la synthése des protéines et de membrane plasmique tels
que la kanamycine, la tétracycline et la streptomycine se sont révélés les plus néfastes sur la
croissance des souches (Annexel0).

En effet, en présence de la Tétracycline, la Streptomycine (100pg/ml) et la Kanamycine
(100pg/ml), les souches se sont montrées moins sensibles. Des pourcentages de résistance de
45%, 40% et 65% ont été respectivement notés pour les trois antibiotiques.

Graham et al. (1991) ont rapporté que I’effet inhibiteur d’un antibiotique dépend de sa
nature et de sa concentration dans le milieu et que le degré d’inhibition est variable d’une
espece a une autre et d’une souche a ’autre.

La sélection de souches présentant une résistance multiple aux différents antibiotiques est
trés intéressante du fait que cette résistance peut €tre utilisée comme un important marqueur
pour I’identification des souches et I’étude de leur diversité (Josey ef al., 1979 ; Shishido et
Pepper, 1990 ; Sawada et al, 1990).

Jordan (1984) a montré que les souches a croissance rapide sont plus sensibles a la
tétracycline et a la streptomycine alors que les Bradyrhizobia sont plus résistants aux
antibiotiques. Le méme résultat a été rapporté par Elkan (1992) et Mpepereki et al. (1997).

Cependant, des souches de Rhizobium hautement tolérantes aux antibiotiques ont été isolées
de différents sols de Malaisie (Roughley et al., 1992). Parallelement, Odee et al. (1997) ont
montré que les Bradyrhizobia sont plus sensibles que les souches a croissance rapide vis-a-vis

des différents antibiotiques testés.
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K Figure n°35 : Effet des antibiotiques sur la croissance des isolats testés a 28°C \
pendant une semaine d’incubation.
A: croissance des isolats en présence de 1I’Ampicilline (S0ug/ml).

B: croissance des isolats en présence de la Chloramphénicol (10pg/ml).

C: croissance des isolats en présence de la Tétracycline (20pg/ml).

\ 4
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6.5 Résistance aux métaux lourds :

L’effet de six différents métaux lourds sur le développement des 15 souches a été évalué.
Une forte résistance a ¢€té enregistrée pour les six métaux lourds testés a 1’exception
remarquable de la souche Rch 72 qui a été inhibée par le cuivre.

Les métaux lourds présents dans le sol peuvent entrainer un disfonctionnement du
métabolisme cellulaire des Rhizobia (Gusmao-lima et al., 2005). Le nombre et la survie de
ces bactéries dans les sols contaminés peut étre séverement affecté (Reddy et al., 1983 ;
Obbard et al., 1994).

Il a été rapporté que I’aluminium agit au niveau de I’ADN des souches de Rhizobium
(Johnson et Wood, 1990). L’exposition de ces bactéries aux fortes concentrations en
aluminium affecte également leur mobilit¢ dans le sol et leur capacité infective
(Octive et al., 1994).

L’exposition a un exceés de manganese affecte la composition de la membrane externe chez
les Rhizobia. En fait, en 1988, Appana a montré que les fortes concentrations en manganese
peuvent altérer la composition ainsi que le role des exopolysaccharides chez des souches de
Sinorhizobium meliloti.

Wilson et Reisensauer (1970) ont rapporté que le zinc affecte négativement la croissance
des Rhizobia. Un exces de zinc exerce un effet inhibiteur non seulement sur la croissance des
Rhizobia mais aussi sur leur efficience a travers la perte des plasmides symbiotiques (Casella
et al., 1988 ; Giller et al., 1998).

Actuellement, le cadmium est reconnu comme étant néfaste aussi bien pour les
microorganismes symbiotiques que pour I’établissement de la symbiose (Tiller ef al., 1994 ;
Purchase et al., 1997 ; Gusmao-lima et al., 2005).

les concentrations efficaces disponibles a ces isolats seront inférieures a ceux ajoutées
puisque les ions du meétal forment un complexe avec l'agar et les composants du milieu
(Chaudri et al, 1992). De ce fait, les Rhizobiums testés peuvent étre sensible a des
concentrations beaucoup plus basses dans le sol.

Angle et al. (1993) ainsi que Tong et Sadowsky (1994) ont rapporté que les souches de
Bradyrhizobium sont plus résistantes aux métaux lourds puisqu’ils ont la capacité
d’alcaliniser le milieu et rendre ainsi les métaux moins disponibles dans leur environnement.
Cependant, une grande variabilité¢ de résistance a différents métaux lourds a été observée entre
les souches appartenant a la méme espéce Bradyrhizobium japonicum (Kinkle et al., 1987).

On a montré que la nature du sol et son pH peuvent influencer la précipitation ou la

solubilité des minéraux. Sous forme ionique, un métal devient plus mobile et donc plus
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toxique. L’effet combiné du pH et des métaux lourds sur une population de Rhizobium
leguminosarum et sur son potentiel fixateur d’azote s’est révélé plus néfaste sous les
conditions d’acidit¢ (Ibekwe et al., 1997).

Certaines associations rhizobium — légumineuse sont capables de se maintenir sur des sols a
haut contenu en métaux lourds. En effet, I’inoculation des graines de tréfle cultivées sous
stress métallique par des souches de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii efficientes et
résistantes aux métaux lourds a pu augmenter le taux de la fixation d’azote
(Giller et al., 1989).

La sélection de souches résistantes aux métaux lourds présente un grand intérét pratique.
Plusieurs recherches se penchent actuellement sur 1’utilisation de la symbiose entre des
Rhizobia et des légumineuses résistantes comme un moyen efficace de “bio-remédiation”
contre la contamination des sols par les métaux lourds. En outre, 1’utilisation du Rhizobium
comme un agent de prévention dans les sols contaminés a été récemment rapportée par

Abbes et Kamel (2004).

ol
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Figure n°36 : Effet des métaux lourds sur la croissance des isolats testés.

A : la croissance des souches testées en présence du Al clj,

B : la croissance des souches testées en présence du Hgel,.
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6.6 Dégradation des substrats carbonés :

La plupart des souches de Rhizobia de pois chiche sont capables de métaboliser une grande
variété de substrats carbonés.

Tous les isolats testés se sont développées sur le glycérol, le sorbitol, le mannitol, le maltose,
le cellobiose, le saccharose, I’inositol, le raffinose, le galactose, le lactose, le malt, le glucose,
I’acétate de sodium et le citrate de sodium, a 1’exception de trois souches :

Rch 21, Rch28, qui n’ont pas pu assimiler le galactose et I’acétate de sodium et Rch39, qui
n’a pas pu assimiler le galactose et le maltose.

I1 a été rapporté, que les Rhizobia a croissance rapide sont capables de se développer sur une
grande variété de substrats carbonés, contrairement aux Rhizobia a croissance lente dont
I’habilité a assimiler diverses sources de carbone est limitée.

Dans notre étude, les résultats montrent que la majorité des Rhizobia de pois chiche testés
pouvent métaboliser une large gamme des hydrates de carbone. De tels résultats sont en
accord avec ceux de Stowers et al. (1985) ; Van Rossum et al. (1995).

L’incapacité de différentes souches de Rhizobia a assimiler les polysaccharides complexes
de type hexanes (Amidon) est rapportée par Nour et al. (1994) pour des souches de
Mesorhizobium nodulant Cicer arietinum. Alors que Maatallah (2002) a pu caractériser

quelques souches nodulant Cicer arietinum pouvant toutefois assimiler 1’amidon.

Figure n°37 : Assimilation des substrats carbonés par les isolats testés.
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6.7 Test du bleu de bromothymol (BTB) :

Les résultats de ce test sont indiqués dans le (Tableau n°7). En fait, le bleu de bromothymol
est un indicateur coloré qui permet de mettre en évidence une réaction acide ou basique dans
une gamme de pH qui s’étend de 6 a 7,6. Une réaction acide se traduit par le changement de la
coloration du bleu vers le jaune. Par contre une réaction alcaline se traduit par le renforcement
de la coloration bleue.

Parmi les différences qui caractérisent les Rhizobium des Bradyrhizobium, on admet que la
vitesse de croissance in vitro des premiers est beaucoup plus rapide (temps de génération de
3-4 heures) que celle des seconds (temps de génération de 6 a 8 heures). Mais il existe d'autres
caractéristiques qui permettent de les distinguer comme l'acidification ou l'alcalinisation du
milieu de culture, qui sont décrites en détail par Jordan en 1984 et Prin ef al .en 1993.

Les souches a croissance rapide sont considérées généralement comme des bactéries
acidifiantes. Par conséquent, elles devraient changer la coloration du BTB vers le jaune
contrairement aux souches a croissance lente qui sont considérées comme des bactéries qui
alcalinisent le milieu de culture (Jordan, 1984). Dans notre étude, les isolats Rch10 Rch2l,
Rch28, Rch31l, Rch39, Rch45, Rch72, ont produit des réactions acides sur le
YEM solide + BTB alors que les isolats : Rch4, Rch55, Rchl8, Rch31, Rch34 Rch25,
Rch48, Rch96 ont produit une forte alcalinisation.

Xu et al. (1995) ont rapporté que 80% des souches testées de Rhizobium et d’Agrobacterium
ont pu donner des réactions positives avec le YEM + BTB, alors que les souches de
Bradyrhizobium ont toutes donné des réactions négatives.

Toutefois, des souches de Bradyrhizobium a réaction acide ont été rapportées par
Moreira et al. (1993). De méme, des souches a croissance rapide alcalinisant le milieu ont été

mises en évidence (Hernandez et Focht, 1984).
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Figure n°38 : Réaction des isolats testés sur le milieu YEM+BTB

6.8 Hydrolyse de I’urée et réduction du nitrate :

La mise en évidence de la capacité des Rhizobia a hydrolyser 1'urée a été initialement
décrite par (Jarvis et al. 1977) en utilisant le rouge de phénol comme un indicateur de pH.
L’augmentation du pH du milieu par les souches suite a une réaction hydrolytique de 1’urée se
traduit par un changement de la coloration du milieu vers le rouge foncé ou le rouge indigo.

En général, 100% des souches ont pu hydrolyser I'urée.

| Figure n°39 : Dégradation de 1’urée par les isolats testés. |
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Dans le sol, ’azote est présent principalement sous forme d’ions ammonium (NH,") et sous
Forme d’oxydes d’azote, les ions nitrates (NO3') ou nitrites (NO;").

Les nitrates sont la source préférentielle d’azote pour la plupart des microorganismes et de
leur plantes hote.

L’aptitude a hydrolyser 1’urée et a réduire le nitrate est une caractéristique écologiquement
importante dont il faut tenir compte pour la sélection d’une souche particuliére. En fait, un
exces de nitrate dans le sol peut exercer un effet inhibiteur sur 1’adsorption des Rhizobia sur la
surface des racines (Sherwood et al., 1984) ainsi que sur leur capacité infective et effective

(Davidson et Robson, 1986 ; Arreseigor et al., 1997).

6.9 Détection de la catalase :

On a remarqué la formation de bulles de gaz immédiatement aprés 1’ajout de 1’eau
oxygénée, ce qui suggere que tous les isolats testés possedent I’enzyme « Catalase ».

Durant toute la durée de la symbiose, de son établissement a sa fin avec la degenerescence
des nodules, S. meliloti (modele des études réalisées sur le stress oxydatif) subi un stress
oxydatif important, néanmoins indispensable a 1’établissement optimal d’une symbiose
(Jamet et al., 2003 ).

Ce stress oxydatif semble avoir un role signalétique pour I’expression des geénes de la
plante impliqués dans la symbiose. En effet, Ramu et al. (2002) ont rapportés que
I’expression d’une peroxydase indispensable a l'organogénese du nodule était régulée par les
ROS et par les facteurs Nod produits par la bacterie. Le H,0O, et cette peroxidase pourraient
etre impliqués dans la régulation de I’infection, par exemple en facilitant la dissolution de la
matrice glycoprotéique durant la progression du cordon d’infection, comme suggéré par
Jamet et al (2007).

L’enzyme qui permet la fixation de I’azote est la nitrogenase. Cette enzyme peut etre
inactivée de facon rapide et irréversible par 1’oxygeéne ou ses éspeces réactives, c’est pourquoi
il existe une barriére de diffusion de I’oxygene dans le cortex du nodule ; de plus, la plante
synthétise la leghemoglobine, une molécule capable de séquestrer 1’oxygéne pour empécher
sa diffusion sous forme libre et délivrer 1’oxygéne nécessaire aux bactéroides
(Jones et al., 2007).

Cependant, ’activite nitrogénase nécessite une grande quantité d’énergie , impliquant une

réspiration aérobie intensive, ce qui produit une grande quantité de ROS, comme les radicaux
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superoxydes (O;°) et le peroxyde d’hydrogeéne ou eau oxygénée (H,O,). La leghemoglobine
est également capable de s’auto-oxyder, produisant ainsi de grandes quantite de ROS.

Ces ROS ont été détectés dans les nodules ; ’accumulation de H,O, tout autour des
bactéries a été observé dans certains cordons d’infection mais jamais a D’intérieur des
bactéries ou des bactéroides, ce qui indique qu’elles possédent un systéme de détoxification
de I’H,0, efficace (Santos et al, 2001).

La bactérie Sinorhizobium meliloti, possede 3génes codant pour 3 catalases : Kat A, Kat B
et Kat C. Différentes expressions des génes Kat ont été observées lors du développement
nodulaire. En effet, une forte expression du gene Kat A a été détectée dans les bactéroides
suggérant que le processus de la fixation de 1’azote induit un stress oxydatif important. Par
contre, au moment de I’infection, dans la bactérie ; seules les génes Kat B et Kat C sont
exprimés. Ces données montrent que ces deux génes sont indispensables lors de la symbiose

(Alexandre et al., 2003).

84



Résultats et discussion

Tableau n®6 : Les résultats du test de nodulation, tests biochimiques et I’effet de différents facteurs sur les isolats testés.

Isolats Origine : Sol naturel Nodulation | Nombre | Réaction sur | Catalase | Dégradation pH | Salinité | T°C
(+ souches autochtones de Rhizobium) YEM+BTB de ’urée
Rch 4 Tessala Nod + 1 Alcaline + + 4-12 | 1-7% | 6-40
Rch 10 Tessala Nod + 1 Acide + + 4-12 | 1-7% | 6-40
Rch 18 Ain Témouchent Nod - - Alcaline + + 4-12 | 1-7% | 6-40
Rch 21 Ain Témouchent Nod - - Acide + + 4-12 | 1-7% | 6-40
Rch 28 Zahana Nod - - Acide + + 4-12 [ 1-7% | 6-40
Rch 31 Zahana Nod - - Alcaline + + 4-12 | 1-7% | 6-40
Rch 34 Zahana Nod + 6 Alcaline + + 4-12 | 1-7% | 6-40
Rch 25 Zahana Nod + 1 Alcaline + + 4-12 ([ 1-7% | 6-40
Rch 39 ITGC Nod + 5 Acide + + 4-12 | 1-2% | 10-40
Rch 45 ITGC Nod + 1 Acide + + 4-12 | 1-7% | 6-40
Rch 48 ITGC Nod + 3 Alcaline + + 4-12 [ 1-7% | 6-40
Rch 49 Tessala Nod - - Acide + + 4-12 [ 1-7% | 6-40
Rch 55 Tessala Nod - - Alcaline + + 4-12 | 1-7% | 6-45
Rch 72 Ain Témouchent Nod + 1 Acide + + 4-12 | 1-9% | 6-45
Rch 96 ITGC Nod + 1 Alcaline + + 4-12 | 1-7% | 6-45
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

La nodulation du pois chiche s’avére étre, en absence de fertilisation azotée, un facteur
limitant de la croissance végétale. Une adéquation entre les populations natives et les cultivars
¢tudiés est montrée par une corrélation positive obtenue sur I’ensemble des résultats obtenus.

D’aprés les résultats obtenus, il parait qu’une corrélation remarquable existe entre la variété
93.93C et le sol naturel de Ain Témouchent. De par son potentiel important de croissance, la
variété 93.93C est une variété de choix pour évaluer les effets de l'inoculation avec le
Rhizobium sur la croissance de la plante-hdte et voir si les caractéristiques édaphiques
peuvent significativement affecter cette croissance

Il semble que les nodosités formées par les souches locales des sols de Ain Témouchent,
ITGC, Tessala et méme dans le sol de Zahana ou le poids des nodosités était le plus faible,
ont une masse non négligeable et un bon potentiel de fixation d’azote.

L’analyse des caractéristiques biochimique, la tolérance a la salinité, aux températures
¢levées, aux pH acides et alcalins, aux antibiotiques, aux métaux lourds, ainsi que les
propriétés symbiotiques de 15 isolats, ont permis de mettre en évidence une certaine diversité
physiologique au sein de ces populations Rhizobiennes .

Certains isolats , tels que Rch 72 , ont présenté des caractéristiques intéressantes, elles sont
efficientes et capables d’assimiler une multitude de substrats carbonés, de tolérer des pHs
allant de 4 a 12 , des concentrations en NaCl de 1 a 9 %, des températures maximales
comprises entre 30 a 42 °C et elles se sont méme révélées trés résistantes aux métaux lourds
et aux antibiotiques.

Pour les sols ayant donné une nodulation, I’amélioration de la fixation azotée pourrait étre
basée sur ces mémes populations natives. Des études devraient étre conduites pour améliorer
la nodulation de ces bactéries et une meilleure expression de leur potentiel de fixation azotée.

Enfin, lorsqu’il est matériellement impossible de modifier le milieu (sécheresse,
température élevée du sol, carence en phosphore, excés temporaire de N,.....), on peut
envisager la sélection de Rhizobium et de 1égumineuses adaptés a ces conditions défavorables,
ou identifier de nouvelles especes capables de se développer et de fixer 1’azote atmosphérique
dans de telles conditions.

La diversit¢ phénotypique obtenue suggeére qu’il pourrait exister plusieurs espéces

génomiques dans les sols de 1’ouest algérien. Pour vérifier cette suggestion, nous devons
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achever cette étude en utilisant des techniques moléculaires telles que REP/PCR ou
RFLP/PCR, ou le séquencage des génes ADNr 16S et I'Hybridation de ADN/ADN.

La fixation de I’azote chez le pois chiche peut donc étre améliorée par un travail concerté
entre microbiologistes, agronomes et sélectionneurs des légumineuses par la mise en ceuvre
d’ un projet pilote de réhabilitation des légumineuses alimentaires, au niveau d’une zone
déterminée de 1’ouest Algérien, en intégrant des études sur la trilogie sol-Rhizobium-
légumineuses et, en se basant sur 1’idée d’obtenir des souches adaptées aux conditions agro-

climatiques et pédologiques qui caractérisent ces régions.
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Annexe 1 : Analyses physicochimiques du sol
a. Analyse granulométrique :
La granulométrie a été déterminée par la méthode internationale a la pipette de Robinson.

e Dans un bécher de 600 ml, mettre 15g de terre fine séchée et tamisée.

e Ajouter 50 ml de I’eau oxygénée (H,0,) a 20 volumes.

e Recouvrir le bécher afin d’éviter les projections pendant la période de I’effervescence.

e Mettre le bécher sur un bain de sable dont la température ne dépasse pas 85°C

Si une ¢bullition trop forte se manifestait, I’eau oxygénée se décompose tres rapidement. Si la
terre est humifere 1’effervescence peut produire une mousse abondante risquant de déborder,
ce phénomene peut étre €vité en ajoutant quelques gouttes d’alcool éthylique.

A la fin d’effervescence, faucher pendant 2 h pour ¢éliminer ’H,O; en exces et terminer par 10
min d’ébullition (on peut accélérer I’¢élimination de I’excés d’eau oxygénée en ajoutant
quelques gouttes d’ammoniaque).

e S’assurer que toute 1’eau oxygénée a disparu en versant quelques gouttes du liquide
chaud 60°C dans une solution de permanganate de potassium, en présence d’eau oxygénée
le permanganate de potassium se décolore.

e Laisser refroidir puis transvaser a I’aide d’un jet de pissette dans un flacon de
sédimentation a large ouverture et jaugé de 750 ml.

e Ajouter 15 ml d’hexaméthaphosphate de sodium 50 g/l. Cette solution alcaline a pour
role de disperser les particules qui ont tendance a s’agglomérer.

e Compléter avec de I’eau déminéralisée jusqu’au trait de jauge 750 ml.

o Agiter le flacon durant une heure sur un agitateur magnétique.

e Porter le flacon a proximité de la pipette de Robinson qui doit étre placée dans une

piece a température constante.

Pour le mélange des argiles, des limons fins et des limons grossiers :
e Maintenir la température a 20°C, agiter immédiatement par retournement répété de
manicre a mettre en suspension toute la terre.
e Laisser décompter pendant 20 secondes.
e Prélever au bout de 46 secondes, a 10 cm de profondeur 10 ml de liquide.
e Porter la capsule dans une étuve a dessiccation a température 105°C.
e Aprés évaporation totale, peser la capsule et son contenu sec.

e Par différence avec le poids de la capsule vide, déterminer le poids P1 de sédiment.
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(Argile + limons fins + limons grossiers + hexaméthaphosphate de sodium) contenu dans
10 ml de suspension.
Pour le mélange des argiles et des limons fins :
e Apres agitation et retournement du liquide, laisser déposer durant 4 min.
e Effectuer le prélévement de 10 ml a une profondeur de 10 cm apres la sédimentation.
e Transvaser le prélévement dans une capsule en verre pyrex.
e Faire évaporer puis peser la capsule.
e Par différence avec le poids de la capsule vide, déterminer le poids P2 du sédiment
(Argile + limon fin + hexaméthaphosphate de sodium) contenu dans 10 ml de suspension.
Pour I’argile :
e Agiter et laisser sédimenter 8 h.
e Effectuer le prélevement de 10 ml.
e Peser comme précédemment P3 (Argile + hexaméthaphosphate de sodium) dans 10 ml
de suspension.

e Verser 15 ml d” hexaméthaphosphate de sodium dans un flacon gaugé de 750 ml.

Agiter puis faire un prélévement a la pipette Robinson comme précédemment.

e Transvaser le prélévement dans une capsule en verre pyrex.

e Faire évaporer puis peser la capsule et son contenu sec.

e Déterminer comme précédemment le poids correspondant a la surcharge en
hexaméthaphosphate de sodium contenu dans 10 ml de suspension.

e Dr’aprés les pesées P1, P2, P3, calculer les taux des Argiles, limons fins et limons
grossiers.

e Tamiser et peser les sables fins et sables grossiers, pour les sables grossiers utiliser un

tamis de 200 um et pour les sables fins un tamis de 50 pm.

b. Dosage du calcaire total :

e Déposer 1 g de sol séché a I’air, dans un flacon puis remplir I’appendice latérale du
flacon avec 5 ml de HCI 0.5N, apres avoir lier le flacon au calcimétre de Bernard amener
au zéro les niveaux de l’eau dans la colonne et dans ’ampoule, verser ’acide sur
I’échantillon, ensuite a ’aide de I’ampoule, rétablir le niveau et lire le volume de CO,
dégagé (en cm’), une fois le dégagement du CO, terminé, baisser I"ampoule du calcimétre

jusqu’a ce que le niveau de cette dernicre soit dans un méme plan horizontal que celui dans
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la colonne, enfin déposer 1 g de CaCOs; pur pour I’étalonnage de I’appareil tel qu’il
provoque un dégagement gazeux.
c. Dosage du calcaire actif :

e Peser 10 g de sol séché a I’air, les introduire dans un flacon de 500 ml et y ajouter
250 ml de la solution d’oxalate d’ammonium (NH4),C,04 a 0.2N, agiter durant 2 h, ensuite
filtrer la solution en rejetant les premier ml du filtrat.

e Prélever 10 ml du filtrat qui sera versé dans un bécher de 100 ml, ajouter a ce dernier
10 ml de H,SO4au 1/10, ensuite porter le contenu du bécher a une température de 60°C, puis
placer le bécher sur un agitateur magnétique surmonter d’une burette graduée contenant le
permanganate de potassium KMnQO, en solution décimale, le titrage par le permanganate se
fait jusqu’a 1’obtention d’une couleur rose persistante, soit n le nombre de ml de
KMnOg4versé.

e Titrer de la méme facon 10 ml de la solution d’oxalate d’ammonium utilisée, soit N le
nombre de KMnQO, versé pour le témoin.

d. Dosage du carbone total et de la matiére organique :
e Utiliser un sol finement broy¢ et passé au tamis (0.2 mm).
e Peser 0.25 g de sol, introduire la prise dans un ballon pyrex avec réfrigérant ascendant,
e ajouter 10 ml de solution de bichromate a 8% et 15 ml d’acide sulfurique H>SO, pure.
e Porter 5 min a I’ébullition douce.
e Laisser refroidir puis transvaser dans une fiole jaugée de 200 ml, laver trois fois a
I’eau distillée, verser dans un bécher de 250 ml.
e Diluer a 200 ml.
e Ajouter 1.5g de fluorure de sodium (FNa) en poudre par ml d’acide sulfurique H,SO4
plus 3 a 4 gouttes de diphénylamine puis titrer I’exces de bichromate avec une solution de

Mohr a 0.2N (la couleur passe du bleu foncé¢ au bleu-vert).

Les calculs :

1g de bichromate 0.2N oxyde 0.615 mg de carbone (C)

Effectuer un témoin avec du sable stérile calciné, soit :

n : la quantité de sel de Mohr versée.

n’ : la quantité de sel de Mohr correspondant a I’échantillon.
C% =(n-n") x 0.615 x 100/ 1000

Pour obtenir le taux de la matiere organique, multiplier C% par 1.72.
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e. Dosage de I’azote total par la méthode de Kjeldhal :

Echantillon examiné
Teneur en Ordre de la Solution
grandeur de .
Azote prise d’essai titrante
Mac.rorpéthode ................................... 5420 mg 500 mg 0.1 N
Semimicrométhode.........cccovvvnnnnn... 0,544 mg 100mg 0.02 N
Microméthode.......ooovveeiiieee .. 503 50ug <10 mg 001 N

e Peser avec précision une partie du sol suffisante pour contenir environ 0.04 g d’azote
et I’introduire dans une fiole de digestion de Kjeldhal a long col.

e Ajouter 0.7 g d’oxyde de mercure, 15 g de sulfate de potassium et 40 ml d’acide
sulfurique concentré. Chauffer doucement la fiole en position légérement inclinée. Il est
probable que le contenu du récipient se mette a mousser, ce que I’on pourra empécher en
ajoutant un agent anti mousse. Quand la mousse a disparu, faire bouillir le mélange pendant
2 h. Aprés refroidissement, ajouter 200 ml d’eau et 25 ml d’une solution de thiosulfate de
sodium a 0.5 mol/L.

e Bien mélanger, ajouter quelques granulés de pierre ponce (ou équivalent) et introduire
doucement, au fond de la fiole, une quantité suffisante d’hydroxyde de sodium a 11 mol/L
pour rendre le mélange fortement alcalin. (Environ 115 ml).

e Avant de mélanger les réactifs, relier la fiole & un appareil de distillation dont le tube
de sortie plonge dans un volume connu d’acide chlorhydrique a 0.1 mol/L, juste au dessous de
la surface. S’assurer que le contenu de la fiole s’est bien mélangé et porter a €bullition jusqu’a
ce qu’au moins 150 ml du liquide aient été distillée. Ajouter I’indicateur rouge de méthyle a
la solution d’acide chlorhydrique et titrer avec de I’hydroxyde de sodium a 0.1 mol/L
(Volume d’agent titrant : @ ml) .Effectuer un titrage a blanc sur un méme volume d’acide
chlorhydrique a 0.1 mol/l (Volume d’agent titrant : b ml)

e En prenant les quantités et les concentrations indiquées ci-dessus, on obtient le

pourcentage d’azote dans I’échantillon par la formule suivante :

(b-a)x0.1x14x100

Masse de I’échantillon (g)
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On obtient un net changement de couleur en utilisant le mélange rouge de méthyle-vert de
bromocrésol (préparé en mélangeant le rouge de méthyle a 0.2% dans 1’éthanol et le vert de
bromocrésol a 0.1% dans 1’éthanol dans le rapport 1:3 en volume.

f. Dosage du phosphore assimilable :

Réactifs :

Réactif d’extraction
Bicarbonate de sodium 0, 5 N
pH 8,5

Fluorure d’ammonium 0,5 N

Bicarbonate de sodium HCOs;Na : PM 84, 02 - Pas d’eau de cristallisation — Perd CO, a
270°C : 0, 5 N =42,01 g/l.

e Sécher une nuit a I’étuve (a basse température, sinon il y a risque de décomposition),

e Peser 42,01 g. de sel sec pour un litre de solution.

e Les introduire dans un bécher jaugé et dissoudre dans 900-950 ml d’eau distillée,
Fluorure d’ammonium FNHy4 : PM 37, 04. Sel plus ou moins déliquescent, mais ne pouvant
étre séché al’étuve, car il se sublime. 0, 5 N =37,04/2 =18, 52 g/I.

e Peser 18, 52 g. Les ajouter a la solution contenant déja HCO3Na.

e Porter le mélange sous pH metre réglé a 8,5 au moyen d’un tampon de valeur la plus
voisine possible.

e Ajuster le pH du mélange a pH 8, 5 par addition de NaOH (2 N) ou par insufflation de
gaz carbonique (environ 62 ml de soude pour un litre).

e Ajuster le volume a un litre.

Note : Solution a utiliser de préférence immédiatement apres préparation. Ne pas stocker plus
d’un mois, et alors toujours en flacon plastique, avec nouveau contrdle du pH au moment de
I’emploi.

Extraction et purification de I’extrait :

1) Extraction
e Opérer sur 1 g. de sol broyé a 0,5 mm environ dans un mortier de porcelaine
Note : Etant donnée la “petitesse” de la prise, il y aura lieu, lors de la pesée :
1 - de bien homogénéiser le contenu de la boite d’échantillon,
2 - de partir de 10 g. environ et de prélever en effectuant de nombreuses petites prises dans

I’ensemble de 1’échantillon ; broyer ces 10 g. avant la pesée de 1 g,
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e Introduire la prise dans un tube de centrifugeuse en nylon de 100 ml.

e Ajouter (jaugeur HERON ou pipette 1 trait) 50 ml de réactif d’extraction (mélange
bicarbonate+ fluorure d’ammonium HCO;Na et FNH, a pH 8, 5 a (0, 5 N) pour
chaque sol).

e Boucher (bouchon caoutchouc).

e Agiter une heure sur agitateur va et vient.

e Déboucher (ne pas rincer le bouchon)

e Centrifuger énergiquement - 5 minutes a 4 500 tours/minute.

e Poser les tubes de centrifugeuse, sans les perturber, sur des petits valets ou dans des
béchers.

e Prélever, avec une pipette de précision préalablement rincée avec du liquide
centrifugé, 20 ml de 1’extrait.

e Introduire la prise dans un tube de centrifugeuse en nylon de 50 ml (bien sec a
’origine).

2) Purification de D’extrait - Ajustage de ’acidité

e Ajouter 23 gouttes d’acide sulfurique (SO4H;) pur a I’aliquote (pH final#2).

e Opérer goutte a goutte en agitant a la main; laisser bien dégager le CO,.

e Poser le tube sur un support, et laisser floculer la matiére organique pendant une nuit
au moins.

e Apres une nuit de repos, filtrer sur un petit filtre plat (diamétre = 90 mm) sans cendres,
lent (Paquet bleu), posé sec dans 1’entonnoir.

e Recueillir le filtrat dans une petite fiole en polyéthyléne bien séche.

e Ne pas laver le filtre.

e Boucher et stocker en attendant d’avoir une série suffisante pour passer en
colorimétrie manuelle.

3) Préparation de la gamme

Réactif de “fond” : identique au réactif d’extraction.

Solution étalon de P,Os, a 50 gamma P,0s /ml

Sel étalon - PO,H,K P.M.=136,09 - tF” : 252,6” C sans décomposition
(Phosphate monopotassique) P =30. 98
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P,0s= 141,96, P,0s/2 =141,96/2 =70,98

e Sécher PO4H,K une nuit a 1’étuve 105° C.

e Refroidir en dessiccateur.

Solution mére a 5 000 gamma P,0s/ml (ou 5 mg/ml ou 5 g. /Litre)

(136,09 x 5) / 70,98 =9,586 g de PO4H,K/L

e Peser les 9, 5865 g. de phosphate monopotassique (PO4H;K) sec et les introduire dans
une fiole jaugée de un litre.

e Dissoudre avec 800 ml d’eau distillée (retournements - brassage).

e Ajuster a un litre, Bien mélanger (au moins 10 retournements).

Solution étalon proprement dite (50 gamma P,05s).

e Avec une pipette de précision de 10 ml préalablement rincée avec la solution mére,
prélever 10 ml de cette solution mére.

e Les introduire dans une fiole jaugée bien propre de un litre (rincée avec de 1’acide
nitrique (HNOj3) concentré, puis plusieurs fois a 1’eau distillée).

e Ajuster a un litre avec de 1’eau distillée.

¢ Bien mélanger (au moins 20 retournements).

Distribution de la solution étalon : (Préparation et stockage de la gamme)

e Au moyen d’une burette de précision (50 ml); distribuer dans des béchers de 100 ml
bien propres et numérotés de 1 a X, les quantités de solution étalon indiquées au tableau,
(Remplir et réajuster au zéro chaque fois).

e Amener les béchers a sec sur plaque chauffante, sans aller au-dela de 1 a sec.

e Laisser refroidir.

e Redissoudre le contenu de chaque bécher au moyen de réactif de “fond” (4 ou 5
portions) en décantant dans une fiole jaugée de 200 ml, de numéro identique a celui du bécher
(utiliser un agitateur pour guider la décantation) - Veiller a ce que la premiere portion de
réactif de fond dissolve entiérement les sels amenés a sec dans le bécher, les autres portions
ne constituent que des ringages).

e Amener au trait de jauge.

e Agiter et retourner énergiquement plusieurs fois de suite.
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e Transvaser en fiole polyéthyléne propre et séche immédiatement (1’acide
fluorhydrique FH libre en solution risquerait d’attaquer le verre). (Donc opérer fiole par fiole
en allant le plus vite possible).

e Une fois versés dans les fioles en polyéthyléne, les 200 ml de solution étalon sont
acidifiés dans les mémes conditions que les échantillons, en rajoutant 230 gouttes exactement
d’acide sulfurique (H,SO,) pour (le pH final étant voisin de 2).

e La solution est vigoureusement agitée pour dégager tout le gaz carbonique (CO,)
dissous. (On peut acidifier par fractions de 20 ml, en méme temps que les extraits de sol).

GAMME P,0s OLSEN modifiée N° 3.

I I I v \4 VI vl vil | IX X

P,Os en ppm du
sol (ou
gamma/lg. sol
ou dans les 50
ml d’extrait

0 20 50 90 140 200 270 (340 | 420 |500

P,05 =
gamma/ml de
solution de
gamme

0 0,40 | 1,00 1,80 (2,80 |4,00 |540 |6,80 |840 | 10,00

P,Osgamma
pour 200 ml

) 0 80 200 | 360 | 560 800 1.080 | 1.360 | 1.680 | 2.000
d’étalon

ml de PO,H,K
a 50 gamma de
P,0s

(pour 200 ml)

0 1,60 | 4,00 | 7,20 | 11,00 | 16,00 | 21,60 | 27,20 | 33,60 | 40,00

. Acidifier chaque flacon de 200 ml par 230 gouttes de H,SO, pur (ou par fractions de
20 ml). pH final #2. Laisser reposer 3 ou 4 jours.

Méthode de dosage calorimétrique manuelle

Réactifs :
M¢lange sulfomolybdique :
25 g. de molybdate d’ammonium
280 ml d’acide sulfurique pur, pour 2 litres d’eau.
e Dissoudre : 25 g. de molybdate dans 100 ml d’eau.
e 280 ml d’acide sulfurique dans 300 ml d’eau.

e Refroidir.
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e Verser le molybdate dans 1’acide.
e Compléter a 2 litres.
Acide borique 0,8 M :
50 g. d’acide borique dissout dans I’eau en chauffant, amen¢ a 1 litre.
Acide ascorbique
10 g. par litre. Opérer dans des tubes a essai de 20 ml en pyrex suivant la richesse du sol en
P,0s.
e Prélever 2 a 4 ml de solution.
e Ajouter : 5 ml d’acide borique.
1 ml de mélange sulfomolybique
e Compléter a 13 ml avec 1’acide ascorbique.
e  Chauffer pendant 10 mn au bain marie a 80°C.
e Boucher les tubes, laisser refroidir.
Opérer dans les mémes conditions avec la gamme Etalon. 4 ml de chacune des solutions
Etalon permettent de doser 0, 16 a 40 gamma de P,Os dans la prise (calculer ensuite pour

50 ml correspondant a 1 g. de sol) - Colorimétrie a 660 nm

Phosphore assimilable
OLSEN modifiée

Courbe de titration

. /
/

- /

"/
/ e

T T T T T T T
0,40 1,00 1,80 2,80 4,00 5,40 6,50 8,40 10,00 ¥ mi
020% W 140 200 e M0 420 500 ppm

", e trangmision

100 -
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Annexe 2: Les normes d’interprétation de 1’azote total, le phosphore assimilable,

le rapport C/N et La conductivité électrique.

Eléments Normes Références
0 .
N total (%o) <0.5 05-1 1-1.5 1505 > 95 Calvet et Vellemin,
Kjeldhal Tres Tres 1986
Pauvre Moyen Riche riche
pauvre
P <50 50 - 80 > 80
assimilable / Sol Teneur Sol / Lebreton J.C,
(ppm) pauvre satisfaisante riche 2004
<8 8-12 > 12
Rapport / Faible Normale Fort / Gagnard et al.,
C/N 1988

Normes de salinité du sol (ISS, htpp//www.iges stb.org/pdf/dico_donesol2.pdf)

Salinité (ECe : mS/cm) Salinité du sol Réponse des plantes
. Pas d’impact sur la croissance des
0az2 Non salé
plantes
La croissance des plantes sensibles
2a4 Légérement salé _
peut étre réduite
La croissance de plusieurs plantes
4a8 Moyennement salé .
est réduite
_ Bonne croissance des plantes
g8alo6 Salé
tolérantes au sel.
Bonne croissance des plantes trés
=16 Trés salé
tolérantes au sel.
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Annexe 3 : Eau gélosée (0.8%)
Agar-agar................ 08¢g

Eau distillée.............100 ml
Autoclavage pendant 20 min a 120°C.

Annexe 4 : Composition du milieu YEM (Yeast Extract Mannitol) g/L :

Extraitde levure ............cooeiiiiiiiiiiiii lg
Agar-Agar ... 15¢
Mannitol ........oooiiiiiii 10g
KCI
FGC13
Solution minérale de Bergersen 10 M.............. 100ml : CaCl,, 2H,O
Bergersen (1961) Na,HPO,, 12H,0
MgSO4, 7H20
H,O distillée
HoOdistill€e. ..o gsp 1000ml
pH (6.9-7)

Annexe 5 : Coloration de Gram

1- Déposer une goutte d’eau sur une lame bien propre

Ig
0.02g
0.53¢g
4.5¢

Ig
1000ml

2- Prélever un échantillon de colonie a 1’aide d’un pique en bois et mélanger avec la goutte

d’eau, strier et sécher par passage rapide sur la flamme d’un bec benzeéne
3- Couvrir le frottis par du violet de gentiane pendant 60 secondes

4- Laver I’excés du colorant avec de 1’eau distillée

5- Couvrir avec de Lugol pendant 30 secondes

6- Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes

7

Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone ou avec de 1’éthanol en

inclinant la lame et par goutte a goutte jusqu’a disparition complete de la coloration violette

8- Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes

9- Couvrir avec de la fuschine (ou safranine) pendant 60 secondes

10- Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes et mettre la lame inclinée sur du papier

absorbant

11- Déposer une goutte d’huile & immersion sur le frottis et observer au microscope a un fort

grossissement.

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du violet de gentiane et demeurent bleues violettes

en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.
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Annexe 6:

(Broughton et Dilworth, 1971)

Solution nutritive pour la nodulation « in vitro » du pois chiche

Volume de la solution
Solutions stock | Formule chimique Concentration stock/volume finale
g/l ml/l
1 CaCl; 2H,0 294 0.5 ml
2 KH,PO, 196 0.5 ml
3 MgSO4 7TH,0O 126 0.5 ml
K>S0y 87
4 H;BO; 0.247 0.5 ml
ZnS0O,4 7H,0 0.288
CuS0O, 5H,0 0.100
CoS0, 7TH,0 0.056
Na Mo O; 2H,0 0.048
5 Na Fe EDTA 0.734 0.5 ml

Annexe7: Le tube de MC Farland n° O.5 (1x108) (UFC/ml)

Composition des standards de turbidité de Mc Farland

Standard de Dihydrate de Acide sulfurique Densité
turbidité numéro chlorure de baryum (1 %), en ml approximative
(1,175 %), en ml correspondante des
bactéries/ml
0.5 0.5 99.5 1x 10°
1 0.1 9.9 3x 10°
2 0.2 9.8 6x 10°
3 0.3 9.7 9x 10°
4 0.4 9.6 12x 10°
5 0.5 9.5 15x 10°
6 0.6 9.4 18 x 10°
7 0.7 9.3 21x10°
8 0.8 9.2 24 x 10°
9 0.9 9.1 27x 10°
10 1.0 9.0 30x 10°
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Annexe 8 : préparation des solutions d’antibiotiques et leur mode d’action

1° Tétracycline a 20pg/ml :

e Solution mere : faire dissoudre 1gélule (500 mg) dans 2 ml d’éthanol (70%).

e Prélever 32 pl et I’ajouter a 200 ml de milieu YEM préalablement autoclavé.
2° Streptomycine :

e Solution mere : faire dissoudre une ampoule de 1g dans 2 ml d’H,0, distillée stérile
Pour une concentration de 25 pg/ml : prélever 10 pl et I’ajouter a 200 ml de milieu YEM
préalablement autoclavé.

Pour une concentration de 100 pg/ml : prélever 40 pl et I’ajouter a 200 ml de milieu YEM
préalablement autoclavé.
3° Chloramphénicol a 10 pg/ml:

e Solution mere : faire dissoudre une ampoule de 1g dans 5 ml de méthanol.

e Prélever 13,3 pul et I’ajouter a 200 ml de milieu YEM préalablement autoclavé.
4° Kanamycine :

e Solution mere : faire dissoudre une ampoule de 1g dans 2ml d’H,0, distillée stérile.
Pour une concentration de 10png/ml : prélever 4ul et ’ajouter a 200ml de milieu YEM
préalablement autoclave.

Pour une concentration de 100ug/ml : prélever 40ul et I’ajouter a 200ml de milieu YEM
préalablement autoclavé.
5° Erythromycine a 100pg/ml :

e Solution mere : faire dissoudre 1comprimé (500mg) dans Sml d’éthanol.

e Prélever 200ul et I’ajouter a 200ml de milieu YEM préalablement autoclavé.
6° Ampicilline a S0pg/ml :

e Solution mere : faire dissoudre lampoule de 1g dans S5ml d’H,0, distillée stérile.

e Prélever 40pul et ’ajouter a 200ml de milieu YEM préalablement autoclavé.

Annexe 9: Préparation de la solution du Bleu de Bromothymol

e Me¢élanger 0.5 g de BTB dans 100 ml d’éthanol, puis stériliser le mélange par filtration.
e Conserver cette solution a 4°C.
e Ajouter Sml de la solution dans 1litre de YEM préalablement stérilisé.

e La concentration finale du BTB dans le milieu est de 25 ppm.
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Annexe 10 : Composition du milieu Mannitol mobilité en g/L

Hydrolysat trypsique de la caséine ......... 10g
Mannitol...........coooiiiiiiiii 7,5g
Nitrate de potassium........................ lg
AT, 3.5¢
Rouge de phénol (solution mére 1%) ....... 4ml
pH=7.6

Le milieu est réparti en tubes a vises a base de 10 ml chacun, puis autoclaver a 120°C pendant

20 minutes.

Annexe 11 : Triangle de la texture du GEPPA

En % de terre fine
— 100

Triangle de texture du GEPPA
20 L {cité: par HENIN, GRAS, MONNIER)
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Annexe 12 : Classement de I’effet de la variété

Nom Poids | Poids | Poids | Poids | Poids | Poids | Longueur | Hauteur | longueur | Volume
des Total | dela | des sec Sec | Sec Totale De la des des
variétés M.V | racines | total | de la | des De la| tige racines | racines
Mg) | Mg) | Mg) | (Mg) | M.V | racines | plante (cm) (cm) (ml)
93.93C | 1244 | 6.76 | 4.28 3.10 (243 |0.81 51.55 31.41 23.41 3.92
662.25 [9.07 |5.84 |3.45 2.55 | 1.95 10.76 50.26 28.50 23.25 3.54
81611 | 638 448 |2.24 226 | 1.56 |0.63 49.30 26.24 18.46 2.19
81620 |4.17 |3.23 | 1.16 1.58 | 1.28 |0.37 39.85 24.17 16.92 1.11
Annexe 13 : Classement de I’effet du traitement
Poids | Poids | Poids | Poids | Poids | Poids | Longueur | Hauteur | longueur | Volume
Total | dela | des sec Sec | Sec Totale Dela des des
Traitements M.V | racines | total | de la | des De la | tige racines | racines
Mg) | Mg) | Mg) | (Mg) | M.V | racines | plante (cm) (cm) (ml)
Naturel 10.30 | 491 | 4.50 2.18 | 1.58 |0.76 53.11 28.39 25.98 4.07
Stérile 7.63 |5.39 |243 2.80 |2.15 |0.68 48.19 28.03 19.62 2.68
Stérile 6.12 (493 |1.42 2.14 | 1.69 |0.50 41.93 26.32 18.93 1.33
fertilisé
Annexe 14 : Classement de I’effet du sol
Poids | Poids | Poids | Poids | Poids | Poids | Longueur | Hauteur | longueur | Volume
Total | dela | des sec Sec | Sec Totale De la des des
Sites M.V | racines | total | de la | des De la| tige racines | racines
Mg) | Mg) | Mg) | Mg) | M.V | racines | plante (cm) (cm) (ml)
AIT 11.7 | 6.74 |3.56 343 |2.66 |0.88 51.37 31.25 / 3.36
ITGC |8.76 |5.85 |2.80 242 | 1.87 |0.74 48.18 27.14 / 2.77
TES 6.70 | 4.83 |2.78 228 | 1.76 |0.55 47.27 26.81 / 2.43
ZAH 490 1290 |1.99 1.36 | 0.93 | 0.41 44.16 25.13 / 2.21
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Annexe 15 : Analyse de variance du poids total

DDL CARRES TEST F PROBA ET CvV
MOYENS
VAR TOT 47 59.14
S-BLOC
VAR.VAR 3 457.84 104.32 0.0000
VAR.SOL 3 306.77 69.90 0.0000
VAR.INTER 9 36.47 8.31 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 13.04 2.97 0.0651
VAR.RESIDUELLE | 30 4.39 2.09 26.1%
1
VAR.TOTALE 143 35.67
VAR.TRAITEMENT | 2 215.63 39.13 0.0000
VAR.INTER 6 81.00 14.70 0.0000
VAR.TRAIT
VAR .INTER 6 33.02 5.99 0.0001
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 47.04 8.60 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR.TOT.S-BLOC | 47 59.14 10.73 0.0000
VAR.RESIDUELLE | 64 5.51 2.35 29.3%
2

Annexe 16 : Classement de ’effet de I’interaction « Variété —Sol »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI-AIT 19.36 A

VI-ITG 14.10 B

V2-ANT 13.64 B

V2-ITG 9.33 C

VI-TESS 8.75 CD

V2-TESS 7.90 C D E
V3-AIT 7.82 C D E
VI1-ZAH 7.56 CDEF
V3-ITG 7.27 CDEFG
V4-AIT 6.01 D EFG
V3-TESS 5.60 EFG
V2-ZAH 541 EFG
V3-ZAH 4.85 EFG
V4-TESS 4.56 FG
V4-1TG 4.32 G
V4-ZAH 1.78 H
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Annexe 17 : Classement de I’effet de ’interaction « Sol-Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
ITG-NAT 13.29 A

AIT-NAT 12.83 A B

AIT-STF 11.54 A B

AIT-ST 10.74 B

TES-NAT 7.85 C

TES-ST 7.73 C
ZAH-NAT 7.25 CD
ITG-ST 6.96 CD E
ITG-STF 6.02 CD E
ZAH-ST 5.09 D E
TES-STF 4.53 E
ZAH-STF 2.37 F

Annexe 18: Classement de I’effet de I’interaction « Variété -Traitement »

VI-NAT 19.04 A

VI-ST 10.03 B

V2-ST 9.99 B

V2-NAT 9.56 B

VI1-STF 8.26 B

V3-NAT 8.03 B

V2-STF 7.65 B C

V3-STF 5.62 C D
V3-ST 5.49 C D
V4-ST 5.00 D E
V4-NAT 4.57 D E
V4-STF 2.93 E
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Annexe 19 : Analyse de variance du poids végétal des plantes
DDL CARRES TEST F PROBA ET Cv
MOYENS
VAR TOT 47 14.73
S-BLOC
VAR.VAR 3 86.43 85.58 0.0000
VAR.SOL 3 97.86 96.89 0.0000
VAR.INTER 9 11.88 11.76 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 1.21 1.20 0.3154
VAR.RESIDUELLE | 30 1.01 1.00 19.8%
1
VAR.TOTALE 143 11.05
VAR.TRAITEMENT | 2 3.58 4.43 0.0156
VAR.INTER 6 10.77 13.35 0.0000
VAR.TRAIT
VAR .INTER 6 39.84 49.34 0.0000
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 29.14 36.09 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR.TOT.S-BLOC | 47 14.73 18.25 0.0000
VAR.RESIDUELLE | 64 0.81 0.90 17.7%
2
Annexe 20 : Classement de I’effet de I’interaction « Variété —Sol »
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI-ITG 9.26 A
V2-AIT 8.71 A
VI1-AIT 8.53 A
V2-TES 5.88 B
V2-ITG 5.81 B
VI1-TES 5.53 B
V3-AIT 5.51 B
V3-ITG 5.14 B C
V4-AIT 4.19 C D
V4-TES 4.10 C D
V3-TES 3.81 D
V1-ZAH 3.74 D
V3-ZAH 3.48 D
V4-ITG 3.19 D
V2-ZAH 2.95 D
V4-ZAH 1.42
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Annexe 21 : Classement de I’effet de ’interaction « Variété —Traitement »
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI1-NAT 8.03 A

V2-ST 7.10 B

V1-ST 6.26 C

V1-STF 6.00 C

V2-STF 5.75 C

V2-NAT 4.66 D

V3-STF 4.64 D

V3-ST 4.58 D

V3-NAT 4.23 D E
V4-ST 3.62 D E F
V4-STF 3.35 E F
V4-NAT 2.70 F
Annexe 22 : Classement de I’effet de I’interaction « Sol —Traitement»

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
AIT-STF 8.83 A

ITG-NAT 7.95 B

AIT-ST 6.96 C

TES-ST 6.01 D

ITG-ST 5.18 E

TES-STF 4.59 E F
AIT-NAT 4.43 E F G
ITG-STF 441 E F G
TES-NAT 3.89 F G
ZAH-ST 342 G
ZAH-NAT 3.36 G
ZAH-STF 1.91 H
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Annexe 23 : Analyse de variance du poids des racines

DDL CARRES TESTF PROBA ET CV
MOYENS
VAR TOT 47 8.23
S-BLOC
VAR.VAR 3 67.28 57.69 0.0000
VAR.SOL 3 14.84 12.72 0.0000
VAR.INTER 9 11.31 9.70 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 1.84 1.58 0.2211
VAR.RESIDUELLE 30 1.17 1.08 38.8%
1
VAR.TOTALE 143 6.87
VAR.TRAITEMENT 2 118.23 89.27 0.0000
VAR.INTER 6 10.69 8.08 0.0000
VAR. TRAIT
VAR .INTER 6 14.97 11.30 0.0000
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 6.65 5.02 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR. TOT.S-BLOC 47 8.23 6.21 0.0000
VAR.RESIDUELLE 64 1.32 1.15 41.3%
2
Annexe 24 : Classement de ’effet de ’interaction « Variété — Sol »
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
V2-AIT 6.03 A
V1-AIT 5.05 A B
VI1-ITG 5.00 A B
V1-ZAH 3.82 B C
V2-ITG 3.49 C D
V3-TES 341 C D
V1-TES 3.26 C D
V2-TES 2.75 CD E
V3-ZAH 2.2 D EF
V3-ITG 1.72 EFG
V4-TES 1.71 EFG
V3-AIT 1.64 EFG
V4-AIT 1.53 EFG
V2-ZAH 1.52 EFG
V4-ITG 0.99 F G
V4-ZAH 0.42 G
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Annexe 25 : Classement de I’effet de I’interaction « Sol —Traitement»
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
TES-NAT 5.69 A
ITG-NAT 5.22 A
AIT-ST 3.79 B
AIT-NAT 3.60 B
ZAH-NAT 3.49 B
AIT-STF 3.30 B

ZAH-ST 2.02 C
ITG-ST 1.99 C
TES-ST 1.93 C
ITG-STF 1.19 C D
TES-STF 0.73 CcC D
ZAH-STF 0.47 D

Annexe 26 : Classement de I’effet de ’interaction « Variété —Traitement»

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI-NAT 6.60 A

V3-NAT 5.13 B

V2-NA 4.33 B C

V1-ST 3.98 C

V2-ST 3.36 C D

V2-STF 2.66 D E
VI-STF 2.26 D E F
V4-NAT 1.94 E F
V4-ST 1.23 F G
V3-ST 1.15 F G
V3-STF 0.45 G
V4-STF 0.32 G
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Annexe 27 : Analyse de variance du poids sec total des plantes

DDL CARRES TEST F PROBA ET CvV
MOYENS
VAR TOT 47 3.12
S-BLOC
VAR.VAR 3 14.40 107.77 0.0000
VAR.SOL 3 25.93 194.03 0.0000
VAR.INTER 9 2.25 16.81 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 0.73 5.49 0.0093
VAR.RESIDUELLE | 30 0.13 0.37 15.4%
1
VAR.TOTALE 143 1.75
VAR.TRAITEMENT | 2 6.52 43.07 0.0000
VAR.INTER 6 3.65 24.15 0.0000
VAR.TRAIT
VAR .INTER 6 1.27 8.38 0.0000
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 2.81 18.60 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR.TOT.S-BLOC 47 3.12 20.63 0.0000
VAR.RESIDUELLE | 64 0.15 0.39 16.4%
2

Annexe 28: Classement de I’effet de ’interaction « Variété — Sol »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI-AIT 4.88 A

V2-AIT 3.49 B

V3-ANT 3.47 B

VI-ITG 3.37 B

V2-TES 2.68 C

V2-ITG 2.66 C

VI-TES 2.54 C

V3-TES 2.02 D

V3-ITG 1.93 D

V4-TES 1.89 D E
V4-AIT 1.88 D E
V4-ITG 1.71 D E
V3-ZAH 1.63 D E
VI-ZAH 1.61 D E
V2-ZAH 1.36 E
V4-ZAH 0.83 F
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Annexe 29 : Classement de I’effet de ’interaction « Variété — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI-NAT 3.69 A

V1-ST 3.36 B

V3-ST 3.09 B C

V2-STF 2.88 C

V2-ST 2.81 C

VI-STF 2.25 D

V3-STF 1.97 D E
V2-NAT 1.96 D E

V4-ST 1.92 D E
V3-NAT 1.72 E F
V4-STF 1.47 F G
V4-NAT 1.35 G

Annexe 30: Classement de I’effet de I’interaction « Sol - Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
AIT-ST 4.08 A

AIT-STF 3.14 B

AIT-NAT 3.07 B C

TES-ST 2.76 C D
ITG-NAT 2.61 D

ITG-ST 2.59 D
TES-STF 2.39 D
ITG-STF 2.06 E
ZAH-ST 1.76 E
TES-NAT 1.70 E
ZAH-NAT 1.34 F
ZAH-STF 0.98 G




Annexes

Annexe 31 : Analyse de variance du poids sec végétal des plantes

DDL CARRES | TESTF | PROBA ET CV
MOYENS
VAR TOT 47 2.11
S-BLOC
VAR.VAR 3 8.93 84.83 0.0000
VAR.SOL 3 17.93 170.38 0.0000
VAR.INTER 9 1.60 15.22 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 0.57 5.44 0.0097
VAR.RESIDUELLE | 30 0.11 0.32 18%
1

VAR.TOTALE 143 1.13
VAR.TRAITEMENT | 2 4.42 21.07 0.0000
VAR.INTER 6 1.62 7.73 0.0000
VAR.TRAIT
VAR .INTER 6 1.48 7.06 0.0000
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 1.22 5.80 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR.TOT.S-BLOC 47 2.11 10.08 0.0000
VAR.RESIDUELLE | 64 0.21 0.46 25.4%

2
Annexe 32: Classement de I’effet de I’interaction « Variété — Sol »
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI1-AIT 3.71 A
V2-AIT 3.07 B
VI-ITG 2.63 C
V3-AIT 2.38 C D
VI1-TES 2.29 C D
V2-TES 2.10 D
V4-ITG 1.71 E
V2-ITG 1.67 E
V3-ITG 1.48 E F
V4-AIT 1.47 E F
V4-TES 1.41 E F
V3-TES 1.23 F G
V3-ZAH 1.16 F G
V1-ZAH 1.09 F G
V2-ZAH 0.95 G
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Annexe 33: Classement de I’effet de I’interaction « Variété — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
V1-ST 3.03 A

VI-NAT 2.55 B

V2-STF 2.10 C

V2-ST 2.06 C

V3-ST 1.98 C D

VI-STF 1.71 C D E
V2-NAT 1.68 C D E
V4-ST 1.54 D E F
V3-STF 1.53 D E F
V4-STF 1.40 E F
V3-NAT 1.17 F G
V4-NAT 0.90 G

Annexe 34: Classement de I’effet de I’interaction « Sol - Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
AIT-ST 2.94 A

AIT-STF 2.64 A B

AIT-NAT 2.39 B C

TES-ST 2.38 B C

ITG-ST 2.05 C D

ITG-NAT 2.04 C D

TES-STF 1.90 D

ITG-STF 1.53 E
ZAH-ST 1.23 E F
TES-NAT 0.99 F G
ZAH-NAT 0.89 F G
ZAH-STF 0.68 G
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Annexe 35 : Analyse de variance du poids sec racinaire des plantes

DDL CARRES TEST F PROBA ET CcvV
MOYENS
VAR TOT 47 0.30
S-BLOC
VAR.VAR 3 1.43 30.58 0.0000
VAR.SOL 3 1.53 32.89 0.0000
VAR.INTER 9 0.41 8.80 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 0.07 1.41 0.2588
VAR.RESIDUELLE | 30 0.05 0.22 33.6%
1
VAR.TOTALE 143 0.23
VAR.TRAITEMENT | 2 0.87 16.79 0.0000
VAR.INTER 6 0.50 9.71 0.0000
VAR. TRAIT
VAR .INTER 6 0.40 7.65 0.0001
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 0.44 8.47 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR.TOT.S-BLOC 47 0.30 5.59 0.0000
VAR.RESIDUELLE 64 0.05 0.23 35.4%
2
Annexe 36: Classement de I’effet de ’interaction « Variété — Sol »
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
V2-ITG 1.17 A
V3-AIT 1.15 A
VI1-AIT 1.08 A
VI1-ITG 0.99 A
V2-AIT 0.80 C
V1-TES 0.70 C D
V2-TES 0.65 C D
V3-ITG 0.49 D E
V1-ZAH 0.48 D E
V4-AIT 0.48 D E
V4-TES 0.46 D E
V3-ZAH 0.46 D E
V2-ZAH 0.44 D E
V3-TESS 0.41 D E
V4-1TG 0.29 E
V4-ZAH 0.25 E
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Annexe 37: Classement de I’effet de ’interaction « Variété — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI-NAT 1.14 A

V3-ST 0.92 B

V2-STF 0.85 B

V2-NAT 0.79 B C

V1-ST 0.76 B C

V2-ST 0.66 B C

V3-NAT 0.59 C D
VI1-STF 0.54 C D
V4-NAT 0.53 C D
V3-STF 0.38 D E
V4-ST 0.37 D E
V4-STF 0.22 E

Annexe 38: Classement de I’effet de I’interaction « Sol — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
AIT-ST 1.21 A

AIT-NAT 0.90 B

ITG-NAT 0.83 B

TES-NAT 0.73 B C

ITG-STF 0.73 B C

ITG-ST 0.64 B C D
ZAH-NAT 0.57 C D E
AIT-STF 0.53 C D E F
TES-ST 0.51 C D E F
TES-STF 0.42 D E F
ZAH-ST 0.35 E F
ZAH-STF 0.30 F
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Annexe 39: Analyse de variance de la longueur totale des plantes

DDL CARRES TEST F PROBA ET Cv
MOYENS
VAR TOT 47 124.57
S-BLOC
VAR.VAR 3 1026.39 68.12 0.0000
VAR.SOL 3 317.03 21.04 0.0000
VAR.INTER 9 145.73 9.67 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 30.47 2.02 0.1481
VAR.RESIDUELLE 30 15.07 3.88 8.1%
1

VAR.TOTALE 143 83.00
VAR.TRAITEMENT 2 1507.22 143.73 0.0000

6 53.87 5.14 0.0003
VAR.INTER
VAR.TRAIT
VAR .INTER 6 55.28 5.27 0.0002
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 92.99 8.87 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR.TOT.S-BLOC 47 124.57 11.88 0.0000
VAR.RESIDUELLE 64 10.49 3.24 6.8%

2

Annexe 40: Classement de I’effet de I’interaction « Variété — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
V3-NAT 57.01 A

V2-NAT 55.10 A B

VI-NAT 54.77 A B

VI-ST 51.86 B C

V2-ST 50.83 C

V3-ST 49.49 C

V2-STF 48.73 C

V4-NAT 45.56 D
V3-STF 44.27 D
VI-STF 41.28 E
V4-ST 40.57 E
V4-STF 33.43 F
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Annexe 41: Classement de I’effet de I’interaction « Sol — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
AIT-NAT 55.57 A

TES-NAT 55.36 A

ZAH-NAT 53.90 A

AIT-ST 50.72 B

ZAH-ST 48.39 B

AIT-STF 47.82 B

ITG-NAT 47.61 B

TES-ST 47.05 B

ITG-ST 46.59 B

ZAH-STF 42.24 C

TES-STF 39.39 D
ITG-STF 38.27 D

Annexe 42: Classement de ’effet de ’interaction « Variété — Sol »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
V3-ZAH 57.95 A

VI-AIT 56.38 A

V2-AIT 56.09 A

V2-TES 51.85 B

V2-ZAH 50.93 B

V3-AIT 49.38 B C

V1-TES 49.19 B C

V3-ITG 48.56 B C D
V2-ITG 47.34 B C D
V1-ZAH 46.84 B C D
V3-TES 45.14 C D
VI-ITG 44.80 C D
V4-Ait 43.62 C D
V4-TES 42.89 D
V4-ZAH 36.98 E
V4-1TG 35.93 E
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Annexe 43: Analyse de variance de la longueur végétale des plantes

DDL CARRES TEST F PROBA ET CvV
MOYENS
VAR TOT 47 47.06
S-BLOC
VAR.VAR 3 347.35 93.83 0.0000
VAR.SOL 3 243.19 65.69 0.0000
VAR.INTER 9 36.20 9.78 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 1.67 0.45 0.6467
VAR.RESIDUELLE | 30 3.70 1.92 7%
1
VAR.TOTALE 143 20.95
VAR.TRAITEMENT | 2 58.54 28.10 0.0000
VAR.INTER 6 13.05 6.26 0.0000
VAR. TRAIT
VAR .INTER 6 13.60 6.53 0.0001
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 20.74 9.96 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR.TOT.S-BLOC 47 47.06 22.59 0.0000
VAR.RESIDUELLE 64 2.08 1.44 5.2%
2
Annexe 44: Classement de ’effet de I’interaction « Variété — Sol »
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
V3-ZAH 34.21 A
V3-AIT 33.76 A
V2-ANT 32.46 A
V1-AIT 31.84 A
V3-TES 29.44 B
V2-ZAH 28.28 B C
V3-ITG 28.24 B C
V2-TES 27.93 B C
V4-AIT 26.95 B C D
V1-TES 26 C D E
V2-ITG 25.34 D E
V4-TES 25.18 D E
V1-ZAH 23.58 E F
VI1-ITG 23.55 E F
V4-ITG 23.38 E F
V4-ZAH 21.18 F
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Annexe 45: Classement de ’effet de ’interaction « Variété — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
V3-NAT 32.67 A

V3-ST 32.05 A

V3-STF 29.52 B

V2-STF 28.92 B C

V2-ST 28.66 B C

V2-NAT 27.93 B C D

VI-NAT 27.56 C D

V1-ST 26.55 D E
V4-NAT 25.40 E F
V4-ST 24.86 F
VI-STF 24.61 F
V4-STF 22.25 G

Annexe 46: Classement de P’effet de I’interaction « Sol — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
AIT-NAT 32.69 A

AIT-STF 30.63 B

AIT-ST 30.43 B

TES-ST 28.69 C

TES-NAT 27.67 C D

ZAH-ST 27.35 C D E
ZAH-NAT 26.68 D E F
ITG-NAT 26.52 D E F
ZAH-STF 26.40 D E F
ITG-ST 25.66 E F
TES-STF 25.05 F
ITG-STF 23.21 G
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Annexe 47: Analyse de variance de la longueur racinaire des plantes

DDL CARRES TEST F PROBA ET (\Y
MOYENS
VAR TOT 47 36.14
S-BLOC
VAR.VAR 3 395.78 105.86 0.0000
VAR.SOL 3 5.27 1.41 0.2583
VAR.INTER 9 42.43 11.35 0.0000
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 0.75 0.20 0.8218
VAR.RESIDUELLE | 30 3.74 1.93 9.4%
1
VAR.TOTALE 143 39.37
VAR.TRAITEMENT | 2 1241.33 567.39 0.0000
VAR.INTER 6 35.21 16.10 0.0000
VAR. TRAIT
VAR .INTER 6 39.46 18.04 0.0001
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 4781 21.85 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
VAR.TOT.S-BLOC 47 36.14 16.52 0.0000
VAR.RESIDUELLE 64 2.19 1.48 7.2%
2
Annexe 48: Classement de I’effet de ’interaction « Variété — Sol »
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
V1-AIT 26.31 A
V2-ZAH 24.03 B
V1-TES 23.20 B C
V2-ITG 23.17 B C
V1-ZAH 23.07 B C
V2-AIT 22.98 B C
V2-TES 22.81 B C
VI-ITG 21.05 C D
V3-ZAH 20.57 C D
V4-ITG 19.74 D E
V3-ITG 19.00 D E F
V3-AIT 17.86 E F
V4-TES 17.85 E F
V4-AIT 16.46 F
V3-TES 16.41 F
V4-ZAH 13.63 G
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Annexe 49: Classement de I’effet de I’interaction « Variété — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

V1-NAT 29.28 A

V2-NAT 27.16 B

V3-NAT 24.40 C

V1-ST 24.33 C

V4-NAT 23.07 C D

V2-ST 22.46 D

V2-STF 20.11 E

V1-STF 16.62 F

V3-ST 15.97 F

V4-ST 15.72 F

V3-STF 15.01 F

V4-STF 11.97 G
Annexe 50: Classement de I’effet de ’interaction « Sol — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES

TES-NAT 28.04 A

AIT-NAT 25.93 B

ITG-NAT 25.68 B

ZAH-NAT 24.26 C

ITG-ST 20.55 D

ZAH-ST 20.29 D

TES-ST 18.84 D E

AIT-ST 18.82 D E

AIT-STF 17.96 E

ZAH-STF 16.42 F

ITG-STF 16.00 F

TES-STF 13.32 G
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Annexe S1: Analyse de variance du volume racinaire des plantes

DDL CARRES TEST F PROBA ET (\Y
MOYENS
VAR TOT 47 5.76
S-BLOC
VAR.VAR 3 59.51 68.58 0.0000
VAR.SOL 3 9.10 10.49 0.0001
VAR.INTER 9 3.56 4.10 0.0017
VAR.SOL
VAR.BLOCS 2 3.30 3.81 0.0330
VAR.RESIDUELLE | 30 0.87 0.93 34.6%
1
VAR.TOTALE 143 4.88
VAR.TRAITEMENT | 2 90.31 167.57 0.0000
VAR.INTER 6 5.87 10.89 0.0000
VAR.TRAIT
VAR .INTER 6 11.22 20.83 0.0000
SOL.TRAIT
VAR.INTER 18 11.25 0.0000
VAR.SOL.TRAIT
6.06
VAR.TOT.S-BLOC 47 5.76 10.68 0.0000
VAR.RESIDUELLE 64 0.54 0.73 273 %
2

Annexe 52 : Classement de I’effet de ’interaction « Variété — Sol »
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI1-ITG 5.05 A
V2-AIT 4.90 A
V1-AIT 4.10 A B
V1-ZAH 3.66 B
V2-ZAH 341 B C
V2-ITG 3.14 B C D
V1-TES 2.87 B C D E
V3-AIT 2.81 B C D E
V2-TES 2.71 B C D E
V3-ZAH 2.21 C DEF
V3-TES 1.93 D E F
V3-ITG 1.82 D E F
V4-AIT 1.65 E F
V4-TES 1.33 F G
V4-1TG 1.05 F G
V4-ZAH 0.43 G
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Annexe 53: Classement de I’effet de ’interaction « Variété — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
VI-NAT 6.22 A

V2-NAT 4.67 B

VI-ST 3.86 C

V3-NAT 3.70 C

V2-ST 3.58 C

V2-STF 2.37 D

V3-ST 2.09 D

V4-NAT 1.69 D E
VI-STF 1.68 D E
V4-ST 1.17 E F
V3-STF 0.79 F
V4-STF 0.48 F

Annexe 54: Classement de P’effet de ’interaction « Sol — Traitement »

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
ITG-NAT 5.13 A

AIT-ST 4.55 A B

TES-NAT 4.11 B C

ZAH-NAT 3.61 C

AIT-NAT 3.44 C

ZAH-ST 2.63 D
AIT-STF 2.10 D E
ITG-ST 2.04 D E
TES-ST 1.48 E F
ITG-STF 1.13 F
TES-STF 1.04 F
ZAH-STF 1.04 F




