el WA iy Sen WAy e WA e )
République Algérienne Démocratique et Populaire

N PR UL U TP U S £ S

Ministere de L’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
U S R [ { B W T O S PP SV P |

Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie (E.N.S.A) El Harrach - Alger

Mémoire
En vue de I'obtention du Dipldme de Magister en Sciences Agronomiques

Option : Phytopathologie: Biotechnologie appliquée a la protection des végétaux

Theme

Nutrition azotée sous déficience en phosphore chez le Niébé

(Vigna unguiculata sub.sp.unguiculata L.walp.)

Présenté par BENAGGAB - AMAR Radhia

Devant le jury d’examen :

Président M GUEZLANE A Maitre de conférences
Examinateur M BOUZNAD Z Professeur
Examinateur M™OUNANE G Maitre de conférences
Examinateur M™ DJEBARA M Maitre assistante
Directeur M OUNANE S.M Maitre de conférences

Soutenue, le 20 janvier 2011




REM ERCIEMENTS

Avant tout, je remercie Dieu tout puissant qui m’a donné la force et la foi et de m’avoir permis
d’arriver a ce stade la.

Au terme de cette étude, je tiens a adresser ma profonde reconnaissance a toutes les
personnes qui m’ont soutenue, aidée, encouragée toute au long de ce travail.

Je tiens a exprimer m’a profonde reconnaissance a M" Ounane, Professeur et chef de
département de phytotechnie a 'TENSA qui a assuré la direction scientifique du sujet ; comme je le

remercie pour son encadrement et sa disponibilite,

Je remercie vivement et sincérement, M" Guezlane, maitre de conférences a 'lENSA pour

'honneur qu’il me fait en acceptant de présider le jury.

J'exprime ma gratitude a M"Bouznad, professeur et chef de département de botanique a
'ENSA, M™ Ounane G, maitre de conférences a L'ENSA et M™ Djebara M, chargée de cours a
FTUSTHB d’avoir accepté d’examiner ce travail.



DEDICACES

A mes parents
Pour leurs affections et leurs prieres

A mon mari
Pour sa compréhension et son soutien sans faille
A mes beaux parents pour leurs soutiens

A mes sceurs (Malika, chahrazed, Nacima)
Pour l'intérét qu'ils ont toujours porté a mes études

A mes fréres et mes belles sceurs
Ainsi qu’a mes deux filles adorées Kenza et Imene

A m® Dahimene chef de service de 'EHEV
Pour ses conseils et aides morales

A tous mes collegues de 'EHEV

A mes copines (Samira, Assia, Zahira).



Liste des abréviations

MSP Microorganismes solubilisant les phosphates
BSP Bactéries solubilisant les phosphates
PVK Milieu Pikovskaya

NBRIP National Botanical Research Institute’s growth medium Phosphate
CE Conductivité Electrique

C Carbone

N Azote

P Phosphore

PN Phosphate Naturel

ppm Partie par million

pH Potentiel d’hydrogene

MS Matiere seche

YEMA Yeast-Extract Manitol Agar

Hmoles Micromoles

NF Nombre de feuilles

HT Hauteur de la tige

NR Nombre de rameaux

NFL Nombre de fleurs

SF Surface foliaire

PF Poids frais

PS Poids sec

NN Nombre de nodules

NG/P Nombre de gousse par plante

NGr/G Nombre de graines par gousse



NGr/P

PCG

RDT

TPs

TPf

TNf

Nombre de graines par plant

Poids de cent graines

Rendement en grains

Teneur du sol en phosphore assimilable
Teneur des feuilles en phosphore total

Teneur des feuilles en azote total.



LISTE DES TABLEAUX ET FIGURES

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimique du sol

Tableau 2 : Effet des isolats sur la variation du pH du milieu liquide (NBRIP)
Tableau 3 : Liste des isolats rhizobiens

Figure 1 : Transformation biologique du phosphore

Figure 2 : Plant du niébé

Figure 3 : Graines de dolique a ceil noir

Figure 4 : Effet des isolats sur la solubilisation des phosphates en milieu solide (PVK)
Figure 5 : Effet des isolats sur le nombre de feuilles au stade végétatif

Figure 6 : Effet des isolats sur le nombre de feuilles au stade floraison

Figure 7 : Effet des isolats sur la hauteur de la tige principale au stade végétatif
Figure 8 : Effet des isolats sur la hauteur de la tige principale au stade floraison
Figure 9 : Effet des isolats sur le nombre des rameaux primaires au stade floraison
Figure 10 :

Effet des isolats sur le nombre de fleurs par plante

Figure 11 : Effet des isolats sur la surface foliaire au stade végétatif

Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :

Figure 21

Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :

Effet des isolats sur le nombre de nodules par plante
Effet des isolats sur le poids frais de la partie racinaire
Effet des isolats sur le poids sec de la partie racinaire
Effet des isolats sur le poids frais de la partie aérienne
Effet des isolats sur le poids sec de la partie aérienne
Effet des isolats sur le nombre de gousse par plante
Effet des isolats sur le nombre graine par gousse
Effet des isolats sur le nombre de graine par plante

Effet des isolats sur le poids de cent graines

: Effet des isolats sur le rendement en grains

Effet des isolats sur la teneur du sol en phosphore
Effet des isolats sur la teneur des feuilles en phosphore

Effet des isolats sur la teneur de 1’azote des feuilles



Figure 25 : Représentation des couples symbiotiques en deux dimensions

Figure 26 : Dendrogramme des couples symbiotiques en fonction des différents caracteres étudiés

Figure 27 : Arbre de répartition des couples symbiotiques en fonction des caracteres étudiés.



Table des matieres

INTRODUCTION

PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Etat des connaissances sur les formes et la mobilité du phosphore dans le sol

I.1. Les formes du phosphore dans le sol

I1. Le phosphore dans le végétal

II.1. Role physiologique du phosphore

I1.2. Importances du phosphore dans la nutrition des légumineuses alimentaires

I1.3. La biodisponibilité du phosphore

I1.4. Effet de la déficience phosphatée sur la croissance et le développement des plantes

IL.5. Facteurs influencant les prélevements du phosphore par la plante

II1. Transformation microbienne du phosphore
[.3.1. Minéralisation microbienne du phosphore organique
1.3.2. Immobilisation microbienne du phosphore minéral

1.3.3. Solubilisation microbienne des phosphates insolubles

IV. Les phosphates naturels

IV.1. Solubilisation de la roche phosphatée

IV.2. Conclusion
V. Interaction Légumineuse-Rhizobium

V.1. Le macrosymbionte
V.1.1 Importance du niébé€ dans les systemes de production
V.1.2. Les aptitudes physiologiques du niébé

V.2 Le microsymbionte

V.3. Interaction rhizobium-légumineuses

w

A~ B~ B~ W W

AN WL U W

11

11
12
12
13

13



DEUXIEME PARTIE : MATERIELS ET METHODES

1. Données relatives sur le milieu de culture
2. Matériel végétal et I’inoculum
2.1. Matériel végétal
2.2. Les isolats rhizobiens
2.2.1. Evaluation de I’activité solubilisatrice des isolats
2.3. Préparation des inoculums
2.4 Mise en place de I’essai
2.5 Dispositif expérimental
3. Suivi de ’essai
4. Les parametres étudiés
4.1. Au stade végétatif
4.2. A lafloraison
4.3. A la maturité
4.4. Apres larécolte

5. Traitements statistiques des données

TROIXIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

I. Caractéristiques physico-chimiques du sol
II. Effet des isolats sur la solubilisation des phosphates
III. Effet des isolats sur les parametres de croissance
III.1. Nombre de feuilles par plante au stade végétatif
III.2. Nombre de feuilles par plante au stade floraison
II1.3. Hauteur de la tige principale au stade végétatif
III.4 Hauteur de la tige principale au stade floraison
IIL.5. Nombre de rameaux primaires au stade floraison
[II.6. Nombre de fleurs
II1.7. Surface foliaire
II1.8. Poids frais des racines
II1.9. Poids sec des racines
III.10. Poids frais des tiges et feuilles

III.11. Poids sec des tiges et feuilles

16
16
18
18
19
20
20
20
21
21
21
21
22
22
23

24
25
26
27
28
28
29
30
31
32
33
34
34
35



IV. Réponse a I’inoculation
IV.1. Nombre de nodules

IV .2. Mesure de I’activité réductrice d’acétyleéne

V. Effet des isolats sur le rendement et ses composantes
V.1. Nombre moyen de gousses par plante
V.2. Nombre moyen de graines par gousse
V.3. Nombre moyen de graines par plante
V 4. poids de cent graines

V.5. Rendement en grains

VI. Effet des isolats sur la teneur en éléments minéraux
V.1. Teneur du sol en Phosphore assimilable
V.2. Teneur des feuilles en phosphore total

V.3. Teneur des feuilles en azote total

VII. Regroupement des isolats rhizobiens

4- Conclusion générale
5- Références bibliographiques

6- Annexes

36
36
38

38
38
39
40
40
41

42
42
43
45

45

49
51
62



Introduction



Le phosphore est un des éléments nutritifs essentiels pour la croissance et le développement des
plantes. Bien que, la plupart des sols agricoles contiennent de larges réserves en phosphore, une
grande partie (95-99%) se trouve sous forme insoluble inaccessible aux végétaux (Khan et al., 2009).
De plus la majorité du phosphore soluble ajouté au sol est, soit adsorbé (immobilisé) par le calcium,
soit précipité par les formes libres de fer ou d’aluminium et ce selon le type du sol (Choudhury et al.,
2007).

En Algérie une grande partie des terres cultivées situées dans les zones céréalieres se caractérise par
des pH alcalins, avec des risques importants d’insolubilisation du phosphore (Zemoura, 2005).
Toutefois, I’insolubilisation n’est pas irréversible (Brhada, 2006). En effet, la modification du pH,
I’action de la matiere organique, I’activité microbienne, peuvent créer des conditions favorables a sa
solubilisation notamment en milieu calcaire (Schvartz et al., 2005).

L’utilisation des bactéries solubilisatrices des phosphates (BSP) s’avere un moyen tres prometteur
(Chang et Yang, 2009). Les BSP colonisent la rhizosphere, contribuant ainsi a la mobilisation des
phosphates (Souchie et al., 2006).

L’utilisation des BSP comme inoculum, en plus de leur capacité a fixer 1’azote, augmenterait
simultanément 1’absorption du phosphore et le rendement des cultures (Yazdani et al., 2009).
Plusieurs especes de bactéries, sont capables de solubiliser les phosphates in vitro et la plus part
vivent dans la rhizosphere des plantes. Les BSP sont souvent utilis€és comme des rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Marchner, 2008 ), par la production des acides amines,
de vitamines et de phytohormones comme I’acide gibbérellique (AG), et I’acide indole acétique
(AIA) (Ponmurugan et Gopi, 2006).

L’acidification de la rhizosphere des légumineuses, résultant de la fixation symbiotique de I’azote, a
pour conséquence une augmentation significative de la biodisponibilité de P dans le sol (Behi, 2003).
Cette réaction s’explique par le rdle majeur que joue 1’azote dans le bilan des cations et anions
prélevés par la plante et, "in fine”, dans la modification du pH de la rhizosphere a la suite de
I’excrétion de protons compensant un excédent de cations dans le bilan (Hinsinger et al., 2003). En
utilisant N, au lieu NOj, les légumineuses peuvent acidifier davantage leur rhizosphere, qui se

traduit par une augmentation de la biodisponibilité de p (Alkama et al., 2009).

D’autres études ont montré que la solubilisation des phosphates dans le milieu est due a la production
des acides organiques (Vega, 2007). L’acide citrique et oxalique sont les deux acides organiques

produits en grande quantités (Xie, 2008). L’acide citrique est le principal acide car c’est le plus



efficace dans la solubilisation (Babana, 2003 ; Akhtar et Siddiqui, 2009). La quantité et la nature des
acides organiques produits dépendent des souches, de la composition du milieu, et des conditions de
croissances (Chen et al., 2006).

De nombreux chercheurs ont travaille sur la variabilité génétique vis-a-vis de 1’efficacité d’utilisation
de phosphore (EUP) chez les 1égumineuses, efficience qu’ils ont attribue a

I’origine géographique des cultivars testes. Ils ont suggéré que les génotypes ayant un bon rendement
en conditions militantes en P seraient les plus efficients pour 1’utilisation de cet élément (Lie et al.,
2003 ; Tang et al., 2009).

Les BSP sont des biofertilisants qui minimisent les colits de production en préservant
I’environnement (Afzal et Bano, 2008). Par ailleurs, la mise en place d’une agriculture durable, la
protection des ressources naturelles et I’exploitation des ressources minérales peuvent aussi
contribuer a la restauration du contenu en phosphore du sol. Les roches phosphatées sont reconnues
pour leur utilisation potentielle comme une alternative a la fertilisation phosphatée (Ivanova et al .,
2006 ; Sabannavar et Lakshman, 2009). Elles peuvent étre utilisées en tant que matiere premiere pour
la fabrication industrielle des engrais phosphatés solubles, ou pour 1’application directe en agriculture
(FAO, 2001).

Le présent travail a pour objectif d’évaluer I’activité solubilisatrice vis-a-vis des phosphates
naturels chez quelques isolats rhizobiens nodulant le niébé (Vigna unguiculata L.walp.). Dans ce
contexte nous nous sommes proposé€ de sélectionner des inoculums de BSP capables d’assurer une
bonne nutrition phosphatée des plantes et de bons rendements, réduisant par la méme occasion les

cofits de production.



SYNTHESE BIBIOGRAPHIQUE



I. Etat des connaissances sur les formes et la mobilité du phosphore dans le sol

I.1. Les formes du phosphore dans le sol

Le phosphore dans le sol existe sous deux formes principales: inorganique et organique (Rodriguez et
al., 2006 ; Xie, 2008 ; Joseph et Jisha, 2009). Le phosphore organique provient des débris de
végétaux ou animaux et des microorganismes. Les principales formes sont: la phytine, les
nucléoprotéines et les acides nucléiques, les phospholipides et les sucres phosphorilés (Dommergues
et Mangenot, 1970). Les phytates sont les plus dominants dans la fraction organique du sol
(Marchner, 2008). Les résidus de récoltes peuvent libérer dans le sol des teneurs importantes de
phosphore.

Le phosphore inorganique constitue la fraction minérale du phosphore totale (Gros, 1979). 1l peut
étre libre dans la solution du sol ou associé a d’autres minéraux ou encore intégré dans des
combinaisons minérales (phosphore insolubles) (Rodriguez et al., 2006) .

I1. Le phosphore dans le végétal

I1.1. Role physiologique du phosphore

Le phosphore est un des éléments essentiels entrant dans la constitution de toutes les cellules
vivantes, ou il est impliqué dans 1’édification des molécules organiques, la synthese du matériel
génétique, et dans le déroulement des processus d’accumulation et de transfert d’énergie. Il constitue
un des éléments majeurs dans les fumures (Schvartz et al., 2005).

Selon Daoui (2007), environ 50% de P total est absorbé avant que la plante n’est atteint 20% de sa
croissance. Le développement racinaire est également favorisé par une bonne nutrition phosphorique,
c’est un facteur de précocité (Gros, 1979). Il accroit la résistance de la plante au froid et aux maladies
(Khan et al., 2009). Le phosphore est un facteur de qualité, c’est un élément régulateur de la
végétation, il favorise la phase de végétation, fécondation, maturité et migration des réserves (Gros,
1979 ; Khan et al., 2009).

I1.2. Importances du phosphore dans la nutrition des légumineuses alimentaires

Les Iégumineuses disposent d'un systéme racinaire moins développé par apport aux graminées, ce qui
limite 1'absorption du phosphore qui diffuse treés lentement a travers la solution du sol vers la
rhizosphere (Munns et Mosse, 1980).

Le phosphore augmente la croissance des plantes, le poids sec de la plante, la surface foliaire, le
nombre et le poids sec de nodules, 1’activité nitrogénasique (A.R.A), et le contenu en phosphore dans
les racines et les feuilles (Olivera et al., 2003). Dans une expérimentation sur différentes
légumineuses (pois, haricot et feve), Koala (1986), a trouvé que l'augmentation des apports de P

augmente le nombre et le poids des nodules parallelement a I'amélioration de la matiere seéche des



racines et de la plante entiere. Ce qui suggere que le phosphore améliore la fixation biologique
d'azote par I'amélioration de la biomasse de la plante par la suite la mise en place des photoassimilats
pour la fixation biologique d'azote (Daoui, 2007). La disponibilité du phosphore dans le sol et surtout
sa mobilisation par la plante ont un effet direct sur sa capacité a fixer I’azote atmosphérique (Ben
Khaled, 2003 ; Khan et al., 2009).Tang et al. (2001), en étudiant I'effet de la déficience phosphatée
chez la luzerne, ont conclu que le phosphore joue également un rdle dans le fonctionnement des
nodules. En effet, l'activité de I'enzyme nitrogénase requiert 21moles d'ATP pour réduire une mole
d'azote en ammonium (Khan et al., 2009). Selon les mémes auteurs, généralement, les nodules
contiennent deux a trois fois de phosphore par unité de matiere seche que les racines sur lesquelles
elles sont fixées.

I1.3. La biodisponibilité du phosphore

La biodisponibilité du P est la fraction du P susceptible d'étre prélevée par la plante (Morel et al.,
2002 ; Maire, 2005). D’apres Zamoura (2005), la fraction biodisponible du P est la somme du P
dissous et de la fraction du P minéral susceptible de passer en solution sous I'effet d'un gradient de
concentration.

I1.4. Effet de la déficience phosphatée sur la croissance et le développement des plantes

Une déficience en phosphore chez les 1égumineuses n'affecte pas seulement I'établissement de la
culture et sa croissance mais aussi la nodulation et la fixation biologique d'azote (Olivera et al.,
2003) ; une carence de P diminué la masse et la taille des nodosités (Tang et al., 2001).

La déficience phosphatée entraine également la réduction de la biomasse racinaire et aérienne de la
plante (Olivera et al., 2003 ; Daoui, 2007). En réponse a la déficience en phosphore, les plantes
établissent des mécanismes avec lesquelles elles peuvent acquérir le phosphore tel que 1’acidification
de la rhizosphere, I’exsudation des anions organiques et la sécrétion des phosphatases par les racines
(Hinsinger et al., 2005 ; Richardson et al., 2005). Comme pour la déficience phosphatée, 1'exces de P
peut aussi nuire a la fixation biologique d'azote (Daoui, 2007).

IL.5. Facteurs influencant les prélevements du phosphore par la plante

Le prélevement de phosphore par les plantes se fait essentiellement sous forme ionique a partir de la
solution du sol (Xie, 2008 ; Khan et al., 2009). L’alimentation phosphatée des végétaux dépend donc
étroitement des facteurs qui influent sur la libération du phosphore assimilable a partir des formes

inorganiques et organiques (Daoui, 2007).

eEffet de 1'état hydrique du sol
L'amélioration des performances des cultures en réponse a 1'apport de P en conditions de limitation

hydrique s'expliquerait par les points suivants:



* le phosphore améliorant 1'enracinement prédispose la plante a une meilleure exploration du sol lui

conférant la possibilité d'utilisation de I'eau des horizons profonds (Daoui, 2007).

* J'augmentation de la concentration en P soluble au niveau de la rhizosphere. Ce qui améliore la

disponibilité de cet élément pour la culture (Daoui, 2007).

oEffet des exsudats racinaires
Dans les conditions de déficience phosphatée, notamment dans les sols riches en calcaire ou le
phosphore serait trés lié aux ions Ca* il a été démontré que les plantes sécrétent au niveau de la
rhizosphere des acides organiques pour mobiliser le phosphore fixé (Chen et al., 2006 ; Khan et al.,
2009). Chez le pois chiche (Cicer arietinum), comparativement a d’autres cultures par exemple, on a
observé une grande capacité d'acidification du sol. Cette acidification, qui permet un meilleur
prélevement de P, est induite par sécrétion des acides organiques par les racines, principalement
l'acide citrique (Sharma et al., 2007). La quantité des acides organiques varie selon les especes, les
cultivars ou méme entre les différents tissus de la plante (Khan et al., 2009).

eInteraction avec d'autres éléments minéraux
Les prélevements en P peuvent €tre soit améliorés soit réduits selon les éléments minéraux en jeu
(Daoui, 2007). Le type de source azotée joue sur la quantité de P absorbée par les plantes. Chez le
haricot, Chaillou et al. (1986), en comparant l'effet de la forme d'azote nitrique ou ammoniacale sur,
les prélevements du phosphore, ont trouvé que les plantes ayant recqu NH4" avaient des teneurs

relativement plus élevées en P que les plantes ayant recu NO3'.

III. Transformation microbienne du phosphore
La nutrition phosphatée des végétaux se fait a partir des ions de la solution du sol (Dommergues et
Mangenot, 1970 ; Xie, 2008). Ces ions proviennent en définitive de la solubilisation des formes

minérales insolubles et de la minéralisation des formes organiques (Khan et al., 2009) (Figurel).

I11.1. Minéralisation microbienne du phosphore organique

Pour étre utilisé par les végétaux, le phosphore organique doit au préalable étre minéralisé (Schvartz
et al., 2005); les microorganismes responsables de la minéralisation du phosphore organique
appartiennent a de nombreuses especes de bactéries et champignons (Dommergues et Mangenot,
1970 ; Xie, 2008 ; Khan et al., 2009). Le principal mécanisme de la minéralisation du phosphore
organique dans le sol est la production des phosphatases (Rodriguez et al., 2006 ; Khan et al., 2009),
et des phytases (Rodriguez et al., 2006).



L’inoculation du sol avec des microorganismes augmente les prélevements du phosphore des
phytates, suggérant que les microorganismes jouent un role important dans la mobilisation du

phosphore des phytates (Richardson et al., 2001).

I11.2. Immobilisation microbienne du phosphore minéral

Lorsque les microorganismes se multiplient, ils immobilisent dans leurs cellules une partie du
phosphore assimilable du sol. A la suite de I’incorporation au sol d’un substrat a rapport C/P tres
élevé, une prolifération importante des microorganismes telluriques, peut provoquer une baisse de la
teneur du phosphore assimilable, donc 1’apparition de carences phosphatées ayant pour origine
I’immobilisation microbienne du phosphore inorganique (Dommergues et Mangenot, 1970).
Cependant 1’assimilation du phosphore soluble dans la biomasse microbienne empéche les risques
d’adsorption et fixation du phosphore (Khan et al., 2009).

IT1.3. Solubilisation microbienne des phosphates insolubles

Un faible pourcentage de phosphore appliqué est utilis€ par les plantes, ce qui nécessite des
applications continuelles d’engrais chimiques (Rajankar et al., 2007 ; Xie, 2008 ; Yazdani et al.,
2009). La solubilisation microbienne peut cependant améliorer I’efficacité des fertilisants minéraux
(Khan et al., 2009). Mikanova et al. (2002) ont montré que 1’activité solubilisatrice des phosphates
minérales est génétiquement codée par un gene situé dans le plasmide des microorganismes
possédant cette activité.

Plusieurs champignons et bactéries sont connus pour leur capacité a solubiliser les phosphates
inorganiques, rendant ainsi cet élément disponible pour les plantes (Gynesshwar et al., 2002 ; Xie,
2008 ; Khan et al., 2009). Le nombre des microorganismes solubilisant les phosphates (MSP) est
toujours important dans le sol rhizosphérique que dans un sol non rhizosphérique (Akhtar et Siddiqui,
2009), et le nombre d’especes bactérienne solubilisant les phosphates (BSP) est plus important que
les champignons (Chen et al., 2006 ; Xie, 2008 ; Khan et al., 2009).

Tiwari et al. (1989), ont trouvé un effet plus marqué de 1’inoculation des plantes avec des MSP dans
les sols déficients en phosphore. L’inoculation des graines ou du sol avec les MSP est bénéfique pour
la plante par 1’augmentation de la disponibilit¢ du phosphore des sources insolubles (Akhtar et
Siddiqui, 2009).

Des chercheurs ont montré que 1’association des racines des plantes et les MSP peut jouer un rdle
important dans la nutrition phosphatée dans la plus part des agrosystemes naturels (Khan et al.,

2009 ; Akhtar et Siddiqui, 2009).



De nombreuses recherches ont été menées impliquant 1’isolement et la caractérisation des MSP dans
le but de développer des biofertilisants du phosphore qui peuvent accomplir les mémes fonctions
que la fixation biologique d’azote (Goldstein et Krishnaraj, 2003 ; Rodriguez et al., 2006).
@ Microorganismes responsables

La rhizosphere des plantes est le siege le plus propice pour rechercher les effets bénéfiques des
microorganismes (Akhtar et Siddiqui, 2009). Les rhizobacteries du genre Pseudomonas, Bacillus, et
Rhizobium, sont parmi les bactéries les plus puissantes dans la solubilisation du phosphate
(Rodriguez et Fraga, 1999 ; Igual et al., 2001). 1l a été démontré que certaines souches de rhizobium

peuvent solubiliser méme les phosphates organiques (Rashid et al., 2004).

@ Mécanismes de la solubilisation microbienne
Le principal mécanisme de la solubilisation du phosphate minéral est la production des acides
organiques (Babana, 2003 ; Chen et al., 2006 ; Khan et al., 2009 ).
Les phosphates de calcium sont solubilisés a différents degrés en présence d’une large gamme
d’acides organiques produits par les microorganismes (Goldstein, 2000 ; Xie, 2008). L’association
entre les racines des plantes et la solubilisation microbienne des phosphates minérales joue un role
important dans la nutrition phosphatée des plantes (Akhtar et Siddiqui, 2009 ; Khan et al., 2009).
Nautiyal et al. (1999) confirment que la production des acides organiques est un mécanisme
important dans la solubilisation du P. Cependant d’autres mécanismes tel que la chélation des ions, la
production des acides inorganiques et les réactions d’échanges jouent un role dans la solubilisation
des phosphates par les MSP (Halder et al, 1991 ; Khan et al., 2009), mais ils sont moins efficaces
que les acides organiques (Rashid et al., 2004).
L’acidification artificielle du milieu de culture par ajout d’acide minéral industriel, a provoqué une
dissolution inférieure a celle obtenue en utilisant les microorganismes (Babana, 2003).

@ Facteurs affectant la solubilisation des phosphates inorganiques
Tous les facteurs agissant sur les microorganismes rhizosphérique occasionnent des variations de la
solubilisation des phosphates inorganiques, ces facteurs relevent a la fois du sol et des facteurs
extérieurs au sol et sont de trois ordres : physiques, chimiques et biologiques (Morel, 1996).

eFacteurs physiques

L’activité microbienne, croit avec la teneur en eau, avec un maximum se situant au voisinage de
60% ; et un optimum d’activité entre 25°C et 40°C. Cependant, on a démontré que l’activité
microbienne d’une saison donnée est principalement orientée par la combinaison humidité et

température du sol (Morel, 1996).



eFacteurs chimiques
Le pH du sol et principalement de la rhizosphere joue un rdle important dans [’activité¢ des
microorganismes dissolvant les phosphates inorganiques ; un pH relativement faible favorise
I’activité de ces microorganismes (Hedley, 1982).
Le contenu en calcium du sol joue un rdle important dans la dissolution des phosphates inorganiques
(Babana, 2003). En plus, les microorganismes du sol requierent pour leur croissance un ensemble
d’éléments chimiques (Morel, 1996). Nahas (2003), a constaté qu'un niveau élevé de source de
carbone et un niveau bas d’azote et de phosphore sont des exigences pour la production d’acide
citrique impliqué dans la solubilisation des phosphates.

eEffet des especes de plantes
Certaines especes de plante montrent des mécanismes localisés dans la rhizospheére qui permettent
I’utilisation efficace du phosphore a travers la dissolution de la roche phosphatée (Arcand et
Schneider, 2006). Selon Chien et Menon (1995), étudiant l'effet de différentes plantes sur la
solubilisation des phosphates inorganiques, certaines plantes favorisent la solubilisation des
phosphates naturels par une forte absorption du calcium. Les racines des plantes excretent également
des acides organiques, tel 1’acide citrique, qui favorise la solubilisation du phosphore (Djadjaglo et
Richter, 2008). En utilisant I’'N, au lieu NO3" les légumineuse peuvent acidifier davantage leur
rhizosphere, entrainant ainsi une dissolution accrue du phosphate naturel et par conséquence une
augmentation de la biodisponibilité du phosphore (Behi, 2003).

@ Isolement des microorganismes solubilisant les phosphates

Les microorganismes de la rhizosphere sont isolés par épuisement sur gélose en boite de Pétri, avec
comme milieu de base le milieu Pikovskaya (PVK) (1948) in Babana (2003). Le test d’efficacité des
isolats a solubiliser les phosphates permet de sélectionner des microorganismes capables de produire
des zones claires autour de leurs colonies (Babana, 2003 ; Xie, 2008). Ces zones claires sont dues a la
production des acides organiques dans le milieu (Chen et al., 2006 ; Khan et al., 2009).
La solubilisation du précipité du phosphate tricalcique dans le milieu solide a été largement utilisée
comme un critere initial pour I’isolement des MSP (Ramachandran et al., 2003).
Malgré I’obtention de bons résultats par cette méthode, d’autres chercheurs ont montré que, plusieurs
microorganismes incapables de produire des zones claires autour de leurs colonies, peuvent solubiliser
les phosphates inorganiques en milieu liquide (Xie, 2008).
Nautiyal (1999), a mis au point un milieu de culture tres efficace pour étudier la solubilisation des
phosphates naturels. Ce milieu est connu sous le nom (NBRIP): National Botanical Reseach

Institutes’s growth medium phosphate (Babana, 2003).



Fankem et al. (2006) ; Xie (2008), confirment que le critere pour isoler les MSP efficients basé sur la
formation d’un visible halo de solubilisation dans I’agar n’est pas le seul critere de sélection,
d’ailleurs ils ont observé que les meilleures souches qui solubilisent le phosphate dans le milieu
liquide n’ont pas pu montrer la zone claire dans le milieu solide.

@ Contribution des microorganismes solubilisant le P a la croissance des plantes
L’application des MSP peut augmenter le nombre de nodules, le poids sec de nodules, les
composantes du rendement, le rendement en grains, et les éléments du sol (Son et al., 2006).
Elles produisent aussi de 1’acide indole acétique et des phytohormones impliqués dans 1’initiation
racinaire et la division cellulaire (Ponmurugan et Gopi, 2006 ; Marschner, 2008).
Plusieurs expériences réalis€ées en serre et au champ, ont montré une forte croissance et une
augmentation intéressante de la production des plantes inoculées avec les MSP (Babana, 2003 ; Khan
et al., 2009).
L’inoculation par les MSP stimule 1’activité de la nitrogénase, favorise la fixation de 1’azote
atmosphérique et la solubilisation des phosphates naturels (Antoun, 1996). La plus grande activité
solubilisatrice du phosphate est obtenue avec des souches de Rhizobium leguminosarum bv.phaseoli.
L’effet de la solubilisation des phosphates apparait le plus important mécanisme favorisant la
croissance des plantes dans les sols moyennement fertiles (Babana et Antoun, 2006 ; Sharma et al.,

2007 ; Afzal et Bano., 2008).

IV. Les phosphates naturels

Plusieurs facteurs peuvent affecter la disponibilité du phosphore contenu dans la roche phosphatée.
Une premiere série de facteurs se rapportent au phosphate de roche lui-méme. Il s'agit des
caractéristiques chimiques et physiques de la roche (sa composition minérale, sa surface active). Une
deuxieme série de facteurs se rapportent aux conditions dans lesquelles on 1'utilise. Il s'agit du type de
sol (sa texture, son contenu en certains minéraux, son pH, son niveau d'activité biologique) et des

especes végétales que 1'on veut produire (Duval, 1993).

IV.1. Solubilisation de la roche phosphatée

Le phosphore exporté par les cultures peut significativement réduire le phosphore soluble labile dans
le sol et diminuer ainsi le phosphore total du sol sans alimentation externe, 1’application de la roche
phosphatée augmenterait le phosphore total avec un potentiel de réapprovisionnement du phosphore
labile et la disponibilit¢ du phosphore pour les plantes (Arcand et Schneider, 2006). De plus
I’addition de la roche phosphatée avec des cultures microbienne améliore beaucoup la croissance des

plantes, la symbiose et les prélevements des nutriments.



En conjugaison avec les microorganismes solubilisant les phosphates, la roche phosphatée procure
une source moins chere de fertilisant phosphaté pour la production des cultures (Zaidi et Khan,
2005), sa solubilisation fournie plus de phosphore et d’une facon continuelle pour la croissance
optimale des plantes (Supanjani et al., 2006).
La capacité de la solubilisation des phosphates in vitro n’est pas souvent corrélée avec la mobilisation
du phosphore pour les plantes (Srivastava et al., 2003). Le phosphate de roche est riche en complexe
de (Ca-P) qui va étre solubilisé dans des sols acides, leur dissolution entraine une libération lente de
P dans le sol. Cependant I’utilisation de la roche reste limitée a cause de nombreux facteurs
controlant sa dissolution dans le sol et sa disponibilité pour les plantes (Srivastava et al., 2003).
Anderson et al. (1985), ont trouvé que 75% du phosphore disponible aux plantes provenant de la
dissolution de la roche dépend des caractéristiques du sol: le pH, le Ca ** la concentration du H" et le
contenu en matiere organique. De méme Ivanova et al., (2006), rapportent que la solubilisation de la
roche dépend de : la concentration du phosphate dans le milieu nutritif, de la taille granulométrique
du phosphate tricalcique , de la diminution du pH, de la production des acides et de 1’isolat utilisé.
Pour les plantes et les microorganismes, les deux mécanismes primaires attribués a la solubilisation
de la roche sont: I’excrétion des protons (H") et la production d’acide organique (Arcand et
Schneider, 2006).

e Excrétion de protons (H) et dissolution de la roche phosphatée
Les légumineuses qui fixent ’azote atmosphérique prélevent plus de cations que d’anions
contribuant a la libération de protons (Hinsinger et al., 2003), qui favorisent la solubilisation de la
roche, et par conséquent la libération du P dans le sol (Arcand et Schneider, 2006).
L’excrétion de H' due a I’assimilation de NH," est une alternative métabolique pour la solubilisation
du P insoluble (Goldstein et Krishnaraj, 2003).
Durant 1’assimilation de I’NH,", les racines des plantes libérent des protons ce qui entraine une
diminution du pH (Arcand et Shneider, 2006). Gahoonia et al. (1992), ont trouvé que le pH de la
rhizosphére de ray gras diminue de 1,6 unité quand il est fertilisé avec NH4", alors qu’il diminue de
0,6 unité avec NO; ; comme les plantes I’excrétion de H" par les microorganismes est le résultat
d’une assimilation de cations. On utilisant le milieu de culture au laboratoire il a été observé que la
roche est plus solubilisée quand on utilise I’ammonium (NH4") au lieu du NO3; comme source
d’azote (Nahas, 2003). Pour quelques microorganismes, la libération de H" due a 1’assimilation de
NH4" parait le seul mécanisme favorisant la dissolution de la roche (Arcand et Schneider, 2006).

e Production d’acides organiques et dissolution de la roche phosphatée
Plusieurs MSP solubilisent le complexe de phosphate de calcium par la sécrétion des acides

organiques (Srivastava et al., 2003 ; Rashid et al., 2004; Vassilev et al.,2006 ; Khan et al., 2009).



Les acides organiques produits par les microorganismes sont les acides gluconique, oxalique et
citrique (Richardson, 2001) ; par contre les plantes produisent les acides ; citrique, oxalique et
malique (Djadjaglo et Richter, 2008).

La capacité des acides organiques a solubiliser la roche phosphatée est attribuée aux mécanismes
suivants : acidification et chélation (Omar, 1998).

o Acidification

Dans la plupart des sols, les réactions de substitution des protons est conduite par la production
microbienne des acides organiques (Goldstein et al., 2000 ; Pradhan et Sukla, 2005) représentée par

I’équation suivante :

(Ca*" , (PO*,) m + HA = H" (PO™,) + (Ca*") A-

Les acides organiques contribuent a la diminution du pH de la solution du sol (Arcand et Schneider,
2006). L’acide gluconique et citrique sont impliqués dans la solubilisation des roches phosphatées
(Reyes et al., 2001). Certaines souches bactériennes a gram négatif dissolvent les phosphates de
calcium par la production des acides gluconiques et 2-ketogluconiques, et par des enzymes localisées
dans I’espace périplasmique (Goldstein et al, 1999); de ce fait leur production entraine la
solubilisation de la roche phosphatée (Gyneshwar et al., 2002).
o Chélation

En plus de la réduction du pH, les anions des acides organiques peuvent solubiliser les roches a
travers des réactions de chélations; les anions des acides organiques ont la capacité de former des

complexes stables avec les cations tel que : Ca*?, Fe*2, Al*® (Khan et al., 2009 ).

IV.2. Conclusion

A travers la production des ions (H") et les acides organiques, les plantes et les microorganismes sont
les deux capables de solubiliser la roche phosphatée. Les plantes qui peuvent mobiliser le phosphore
des roches peuvent étre utilisées comme engrais vert par 1’incorporation de leur biomasse dans le sol,
la minéralisation subséquente des résidus de plantes peut aider a réapprovisionner le phosphore labile
et le phosphore de la solution du sol, et améliorer la fertilité des sols (Arcand et Schneider, 2006).

Le principal avantage de la roche phosphatée est son cofit peu élevé, il devrait surtout étre utilisé
pour batir les réserves en phosphore du sol a long terme et non pas pour satisfaire les besoins
immédiats des cultures. Si on veut I’utiliser comme source de phosphore a court terme, il faut se

disposer d’un sol relativement acide avec une bonne activité biologique (Behi, 2003).



V. Interaction Rhizobium-légumineuse

V.1. Le macrosymbionte

Parmi les principales cultures devant conduire a la sécurité alimentaire figure le niébé (cornille,
dolique a ceil noir), est 1'une des légumineuses a graines la plus cultivée en Afrique occidentale. Son
taux €levé de protéine et son importance dans le régime alimentaire des populations, font de cette
culture un élément important de la sécurité alimentaire (Allogni et al., 2004).

Le niébé occupe une place importante dans les zones soudano-sahélienne et guinéenne, il contient
3400 calories et 230 g de protéines par kg, soit deux fois plus que le mil et le sorgho, (FAO, 2000).
En plus de ses qualités nutritionnelles, le ni€bé est peu exigeant en engrais et tolérant a la sécheresse.
Il améliore la fertilité des sols par sa capacité a fixer I’azote atmosphérique (Allogni et al., 2004).

Au cours de ces deux dernieres décennies, le ni€bé est passé dans plusieurs pays d’une culture de
subsistance a une culture de rente assez importante. La production a atteint 100.000T, 300.000 et
200.000T dans la plupart des pays africains notamment au Bénin, au Burkina Faso et au Ghana
respectivement (FAO, 2000).

Le niébé est originaire de 1’ Afrique du Sud-Est. Il est cultivé et consommé extensivement en Asie, en
Amérique du Sud et du Centre, dans les Caraibes, aux Etats Unis, dans le Moyen Orient et en Europe
centrale. Le niébé est un aliment de base apprécié en Afrique car ses feuilles, gousses vertes et
graines seches peuvent étre consommeées et commercialisées (FAO, 2000).

La superficie totale mondiale de production est estimée a 10,13 millions d’hectares avec une
production annuelle de 3,9 millions de tonnes (FAO, 2005). Les principaux pays producteurs en
Afrique de 1’Ouest sont le Nigeria, le Niger, le Mali, le Burkina Faso, le Sénégal et le Ghana (FAO,
2000). Le Nigéria est le premier producteur mondial avec 2,3 millions de tonnes et une superficie
cultivée de 5,3 millions d’hectares (FAQO, 2005).

En Algérie, cette espece communément appelé niébé (nom vernaculaire : loubia Kabyle en
Kabylie, Tadelaght dans les oasis du sud ou loubia arebi dans la région d’EL Kala) est cultivée et
consommée traditionnellement dans certaines région telles la Kabylie, la zone Est de la wilaya d’EL
Taref et les oasis du sud. Cette espece qui semble liée aux vieilles cultures berberes, n’est plus
cultivée que sur des superficies tres restreintes ; ce qui peut causer a long terme son extinction et par

conséquent sa disparition totale (Ghalmi et al., 2004).



eImportance du niébé dans les systemes de production

Dans les systemes de culture utilisant les rotations, 1’azote fixé par les légumineuses peut étre
utilisé d’abord par les Iégumineuses, puis par les cultures suivantes (Allogni et al., 2004). Utilisées en
rotation ou en association dans les systemes de culture, les 1égumineuses apportent une certaine
contribution en azote en fixant et en intégrant une partie de 1’azote atmosphérique dans le systeme.
Les cultures succédant aux légumineuses peuvent bénéficier indirectement de 1’azote fixé par

I’entremise des résidus laissés par la Iégumineuse (Allogni et al., 2004).

eLes aptitudes agronomiques du niébé

Du point de vue agronomique, le niébé est bien adapté aux conditions climatiques, édaphiques, et
socioéconomiques de 1’ Afrique Sub-saharienne. Son intérét particulier en Afrique réside dans : (i)
une adaptation a la sécheresse ; (i1) un haut potentiel de fixation biologique de 1’azote dans les aires
de cultures traditionnelles dont les sols sont pauvres (faible teneur en matiere organique <0,2 %),
haute composante de sable (>85 %), et une adaptation a une gamme large de pH (4,5 - 9,0) ; (1ii)
une tolérance aux hautes températures durant son stade végétatif ; (iv) un bon comportement sous
I’ombrage ; (v) une croissance végétative rapide ; (vi) de multiples usages comme légume vert,

graines seches et fourrage (Allogni et al., 2004).

V.2. Le microsymbionte

Les microorganismes peuvent former des associations intimes avec les racines soit a I'intérieur du
tissu racinaire, a la surface des racines, ou bien dans le sol collé immédiatement sur les racines
(Andriankaja, 2001).

Les bactéries qui établissent une symbiose fixatrice d’azote avec les légumineuses, sont appelées
collectivement rhizobium (Raven et al., 2000). Du point de vue phylogénétique, ces bactéries
appartiennent aux protéobactéries, de type Gram négatif, aérobies et en forme de batonnet. Ils
forment des colonies incolores, blanches ou de couleur créeme, sur le milieu de culture contenant du
mannitol et extrait de levure (Duhoux et Nicole, 2004).

Les souches de rhizobium associées a vigna appartiennent au genre Bradyrhizobium dans lequel
plusieurs especes sont actuellement reconnues, Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii
(Duhoux et Nicole, 2004).

V.3. Interaction rhizobium-légumineuses

La rhizosphere est généralement définie comme étant le sol qui est sous I’influence direct des

racines (Seddiki, 1999 ; Akhtar et Siddiqui, 2009). Elle est le siege d’échanges intenses entre les



racines et le sol. Ces échanges sont d’ordre physique, chimique et biologique (Seddiki, 1999).
Dans la réaction symbiotique Rhizobium/ plante-hdte, deux criteres sont a prendre en compte :
L’aptitude a noduler ou infectivité, et 1’aptitude a fixer I’azote atmosphérique ou effectivité.
Ces deux criteres peuvent étre appréciés du point de vue bactéries ou de la plante-hdte et sous
I’'influence des conditions environnementales (Duhoux et Nicole, 2004).
Au sein de I’association symbiotique entre les bactéries et les Iégumineuses, les bactéries procurent
aux plantes une forme d’azote utilisable pour la synthese de leurs protéines. De son coté, la plante
procure aux bactéries d’une part 1’énergie indispensable a la fixation de 1’azote et, d’autre part
les molécules carbonées nécessaires a la production de leurs propres molécules azotées (Raven et al.,
2000).

eImportance de la fixation biologique de 1'azote atmosphérique
La fixation biologique de 1'azote marque un point déterminant dans le domaine de la production
agricole. Elle est envisagée pour procurer des économies dans la pratique de la fertilisation. Elle
semble correspondre a une alternative aux producteurs des pays en voie de développement souffrant
d'un acces limité aux intrants (Andriankaja, 2001). Les bactéries symbiotiques sont de loin les plus

importantes si I’on tient compte des quantités totales d’azote fixé (Duhoux et Nicole, 2004).

eMeécanisme de la fixation biologique de 1'azote
La fixation biologique de 1'azote est I'ccuvre de bactéries. Elle constitue 1'une des voies biologique de
restitution de 1'azote atmosphérique au niveau de la terre (Andriankaja, 2001).
L'azote est un des éléments les plus importants pour la vie des plantes. Toutefois, la plupart d'entres
elles n'utilisent que 1'azote combiné avec d'autres atomes (tels ammonium, nitrates). Pourtant, la plus
grande concentration d'azote sur terre est celle de 1'atmosphere (environ 80%) (Gros, 1979).
Le mécanisme biologique de cette restitution est la réduction de 1'azote moléculaire par les bactéries
(symbiotique associative ou libre) par l'action d'une enzyme qui catalyse la fixation: la nitrogénase
qui utilise de grandes quantités d’ATP comme source d’énergie, ce qui fait de la fixation de 1’azote
un processus métabolique onéreux (Duhoux et Nicole, 2004).
L’azote est d'abord réduit en ammoniac (Raven et al., 2000 ; Duhoux et Nicole, 2004), qui sera
incorporé dans les squelettes carbonés pour former des acides aminés.

e Nodulation
L’apparition de nodules au niveau des racines est le critere de détermination de l'activité des agents
fixateurs (Andriankaja, 2001). Les nodules racinaires des légumineuses sont composés d’un cortex
mince entourant une zone centrale contenant des cellules infectées et des cellules indemnes de

bactéroides (Duhoux et Nicole, 2004).



- Les premiers signaux
Les racines rejettent par leur métabolisme normal, des substances qui ont des effets attracteurs sur
certains microorganismes du sol (Raven et al., 2000). Certaines d'entres elles appartiennent aux
groupes des flavonoides tels les flavones, isoflavones, flavonones (Andriankaja, 2001 ; Duhoux et
Nicole, 2004).
A la suite de leur sécrétion, il y a accumulation de bactéries autour des poils absorbants. Ce
phénomene correspond a un effet rhizosphérique exercé par les racines des plantes, ensuite les poils
se recourbent sous l'infection des bactéries. Par hydrolyse de la paroi cellulaire, celles-ci pénétrent a
l'intérieur des racines, au niveau des poils absorbants (Andriankaja, 2001).

- La production des facteurs de nodulation
Les flavonoides sont en fait des mélanges d'inhibiteur ou d'inducteurs du géne de la nodulation
(Raven et al., 2001). En réponse a ces flavonoides, les bactéries sécretent des facteurs de nodulation.
Ces facteurs sont codés par les génes des bactéries. Comme il s’agit également d’un mélange de
facteurs, leur composition va déterminer la reconnaissance du Rhizobium par la plante (Duhoux et
Nicole, 2004).Certains facteurs peuvent &tre actifs positivement alors que d’autres antagonistes.
L’équilibre entre ces facteurs détermine la reconnaissance du Rhizobium par la plante. Cette
reconnaissance est essentielle pour la plante. En effet, puisque la symbiose représente une dépense
énergétique pour la plante, il lui faut déterminer avec certitude le partenaire idéal, capable de lui
fournir I’azote nécessaire (Andriankaja, 2001).

eSpécificité souche-plante

Certaines souches sont capables de s’associer a un large spectre de plante alors que d’autres ne le
sont pas. Cela dépend de leur affinité respective. Ainsi, la connaissance de cette spécificité pour
chaque plante et pour chaque souche bactérienne capable de former avec elle un complexe de
fixation, s’avere donc nécessaire. Etant donné le nombre élevé de microorganismes dans le sol,
I’établissement du complexe de fixation est le résultat d’une compétition entre les agents fixateurs et
les autres microorganismes. Il faut donc que les bactéries fixatrices spécifiques de la plante soient
présentes et capables de s’exprimer face a cette masse microbienne. Pour cela, un mécanisme sélectif
est exercé par la plante, afin de déterminer la bactérie susceptible de se constituer en un complexe
symbiotique avec elle. Cette sélection s’effectue par 1’intermédiaire des facteurs de nodulation émis

par la bactérie (Andriankaja, 2001).



MATERIELS ET METHODES



1. Données relatives sur le milieu de culture

1.1. Localisation de I’essai

L’essai est mené dans des pots en matiere plastique contenant 10 kg d’un mélange de terre, sable de
riviere et fumier, ce mélange est stérilis€ 3 fois a I'autoclave a 150°C pendant 20 mn avec un
intervalle de temps de 24 heures.

L’expérimentation est réalisée au niveau du département phytotéchnie (ENSA).

1.2. Caractéristiques édaphiques du milieu

Les pots sont remplis d’une terre provenant d’une parcelle située a Staouéli, ayant comme précédant
cultural une jachere. Les échantillons sont prélevés sur une profondeur de 20cm. Les échantillons
recueillis, sont séchés a I’air et passés au tamis a mailles Smm pour éliminer les cailloux, puis sur
tamis a mailles 2mm.

Pour définir les caractéristiques physico-chimiques du sol, un échantillon moyen est prélevé apres un
mélange de terre, sable et fumier afin de déterminer les caractéristiques suivantes : Granulométrie,
pH eau, la conductivité électrique, le calcaire total, le carbone organique, 1’azote total, et le

phosphore assimilable.

* L’analyse granulométrique
Elle s’effectue par la méthode Internationale a la pipette de ROBINSON. Elle consiste a :

- Détruire la matiere organique, en éliminant les éléments en agrégats par de I’eau
oxygénée ;

- Disperser D’argile enrobant les particules, et en les sondant en agrégats par
I’hexamétaphosphate de sodium et par agitation mécanique ;

- Faire des prélevements au cours de la sédimentation, a une profondeur et a des moments
précis pour isoler les éléments non tamisables: argile, limons fins et grossiers, puis séparer par
tamisage les sables grossiers et fins.

* pH eau
La mesure du pH s’effectue a I’aide d’un pH-metre sur une solution contenant 20g de terre
fine (2mm) et de 50ml d’eau distillée, avec agitation mécanique pendant Smn.

* La conductivité électrique de I’extrait aqueux 1/5
- Peser 20g de terre tamisée (2mm) dans un bécher de 250ml, et ajouter 100ml d’eau
distillée ;

- Agiter 2mn sur 1’agitateur magnétique ;



- Passer les solutions d’étalonnage de la cellule en notant la température ;

- Calculer la conductivité électrique a 25C°

Calcaire total

Le dosage est réalisé par la méthode volumétrique au calcimetre de BERNARD

- Décomposer le carbonate de calcium par 1’acide chlorhydrique, et mesurer le volume de
CO, obtenu.

Le carbone organique

Elle s’effectue par la méthode (ANNE)

- Le carbone organique est oxyde par du bichromate de potassium en exces, en milieu
sulfurique. L’exces de bichromate non réduit par le carbone organique est alors titre par une
solution de sel de MOHR (qui réduit le bichromate), en présence de diphénylamine dont la

couleur passe du bleu foncé au bleu vert.

Matiere organique = Carbone organique x 1, 72.

L’azote total
L’attaque de la matiere organique par H,SO4 concentré, qui agit comme oxydant en présence
d’un catalyseur qui abaisse la température d’action de 1’acide sulfurique. L’ammoniac formé

est déplacé par la soude, distillée, retenu dans 1’acide borique et titré par HySOy,

Le phosphore assimilable

Cette méthode utilise une solution 0,2 N d’oxalate d’ammonium, avec une agitation rotative

de 02 heures, puis filtré la solution par un filtre plissé. Puis on prépare :

La gamme étalon :

- Peser 1,917 g de KH,PO, et I’'introduire dans un ballon jaugé de 11, le faire dissoudre dans
de I’eau chaude, puis complété avec de 1’eau distillée, et homogénéiser.

- Dans un ballon jaugé de 200ml, prélever 10ml de la solution de KH,POj,, et complété a
200ml avec de I’eau distillée et homogénéiser (cette solution fille sera utilisée dans la
gamme).

- Mettre 14,2g d’oxalate d’ammonium dans 11 d’eau distillée chaude, et vérifier le pH= 6,5-
7.

- On prépare la solution : 0,5g d’acide ascorbique avec 500ml d’eau distillée.



KH,PO4 0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7

Oxalate d’NHy 1,5 L5 L5 1,5 L5 1,5 L5 1,5

Réactif 2 2 2 2 2 2 2 2
sulfomolybdique
Acide 6,5 6,4 6,3 6,2 6,1 6,0 5.9 5.8
ascorbique

L’échantillon du sol

Solution 1,5 1

d’extraction

Réactif 2 2
sulfomolybdique
Acide ascorbique 6,5 7

- On fait passer la gamme étalon et 1’échantillon du sol au bain marie pendant 10mn 2 85C°.

- La lecture se fait par le spectrophotometre a 430nm.

2. Matériel végétal et I’inoculum

2.1. Matériel végétal

Notre étude a porté sur une population locale de Vigna unguiculata cultivée au niveau de la région
d’EL Kala. La dénomination de cette population correspond au nom de 1’agriculteur qui I’a fournie.
La population de Boussaha Nadji a graines blanches, et hile marron est utilisée dans cet essai.

Le choix de cette espece de vigna est basé sur le faite, qu’elle est cultivée sur des superficies tres
restreintes; ce qui peut causer a long terme son extinction et par conséquent sa disparition totale.

2.2. Isolats rhizobiens

Quatre isolats rhizobiens sont retenus au cours de cette étude, dont deux a croissance rapide et deux a
croissance lente. Ces isolats sont isolés a partir de nodules d’arachide.

Le choix des isolats est basé sur le faite, que les isolats R3 et R6 ont entrainé la solubilisation des

phosphates dans le milieu solide, et que les isolats R1 et RS sont capable de noduler le vigna.



Tableau 3 : Liste des isolats rhizobiens

Isolats Caractéristique
R1 Isolat a croissance lente
R3 Isolat a croissance rapide
R5 Isolat a croissance lente
R6 Isolat a croissance rapide

Pour la culture et la conservation a court terme des isolats rhizobiens, nous avons utilisé le milieu

YMA.

2.2.1. Evaluation de I’activité solubilisatrice des isolats
Certaines BSP qui ne produisent pas d’halo de solubilisation sur milieu solide peuvent solubiliser
efficacement le phosphore en milieu liquide. Pour cela, on a effectué deux tests : le premier en milieu

solide, et le deuxieme en milieu liquide.

-Test de solubilisation en milieu solide
Pour évaluer leur activité solubilisatrice, les isolats rhizobiens sont testés sur milieu PVK gélosé
coulé en boite de pétri (Pikovskaya, 1948 in Pradhan et Sukla, 2005), incubé pendant 7 jours a 28°C.
Le milieu PVK contient le phosphate tricalcique comme seul source de phosphore.
L’activité solubilisatrice est visualisée par la formation d’une zone claire autour des colonies

(Babana, 2003 ; Xie, 2008).

-Test de solubilisation en milieu liquide
Chaque isolat provenant d’une culture jeune sur milieu (PVK) gélosé est utilisé pour inoculer des
erlen-meyers de 250 ml contenant chacun 50 ml de milieu (NBRIP) liquide avec le phosphate
tricalcique comme seul source de phosphore (Nautiyal, 1999) ; les milieux inoculés sont placés dans
un incubateur agitateur (200 tours/mn) a 28°C, pendant 7 jours, ensuite, le pH des milieux de cultures
est déterminé (Trivedi et al., 2003).
On peut estimer la quantité de phosphore solubilisé dans le milieu liquide par la lecture de la densité

optique a 430nm par le spectrophotometre.



2.3. Préparation de I’inoculum

Selon la méthode Vincent, (1970), I'inoculum est obtenu apres ensemencement par une culture
bactérienne récente d’un milieu de culture YMB (Annexe I), réparti a raison de 5 ml dans des tubes a
essai, ces derniers sont incubés sous agitation rotative a 200 tours/mn a 28°C pendant 5 jours pour
les souches a croissance lente et 48h pour les souches a croissance rapide. Cette pré-culture est
ensemencées dans des erlen-meyers de 500 ml contenant 100 ml de YMB avec 2 répétitions pour
chaque isolat ; les erlen-meyers sont ensuite incubés sous agitation rotative a 200 tours/mn a 28°C
jusqu’a I’obtention des inoculums a aspect trouble correspondante a une concentration cellulaire de
10° cellules/ ml de culture pour les souches 2 croissance rapide et 10'° pour les souches a croissance
lente.

Les inoculums ainsi obtenus sont mélangés avec de la tourbe a raison de 2 erlen-meyers d’inoculum
avec 2 erlen-meyers de tourbe (environ 200g) pour chaque isolats ; ce mélange ainsi obtenu est alors
humidifié a 60% par I’inoculum.

Le traitement témoin a recu la méme tourbe non bactérisée ramenée a la méme humidité avec de

I’eau distillée.

2.4. Mise en place de ’essai

Les pots remplis du mélange ont recu le phosphate naturel a raison de 12,2 % de P total, ce qui
équivaut a une dose d’application de 0,05g/kg de sol, une pré irrigation a été faite un jour avant le
semis.

Avant I’inoculation, les graines sont stérilisées dans de I’eau de javel pendant Smn puis lavées a 10
reprises avec de 1’eau stérilisée.

Le semis a été réalisé le 23/04/08 a raison de 5 graines/pot inoculées directement avec le mélange

(inoculum et tourbe stérilisée).

I1.2.5. Dispositif expérimental
L’essai a été réalisé en pots suivant un dispositif expérimental aléatoire complet avec quatre blocs,
quatre répétitions par traitement, et deux témoins dont un témoin sans inoculum et fertilisé avec le

phosphate naturel (TSO0), et un témoin non inoculé et non fertilisé (T).

3. Suivi de ’essai
Apres complete germination, un éclaircissage est effectué en ne gardant qu’un seul plant/pot.
Les arrosages sont réalisés régulicrement tous les 3 jours. Cette fréquence d’irrigation appliquée est

fonction du stade de la plante et du climat.



On a traité avec le Métaldéhyde granulé contre les limaces, et avec le pychlorex contre les pucerons a

une dose de 2 ml/ 1.

4. Les parametres étudiés

4.1. Au stade végétatif

Le nombre de feuilles, la hauteur de la tige principale et la surface foliaire sont mesurés.

La hauteur de la tige principale des plants est mesurée en centimetres a partir du collet jusqu'a la
derniere feuille pour chaque plant.

La surface foliaire est estimée par la méthode de Paul et al. (1979).

4.2. Au stade floraison

La hauteur de la tige principale, le nombre de feuilles, le nombre de rameaux primaires, le nombre de
fleurs, le nombre de nodule, I’activité réductrice d’acétyléne, le poids frais et le poids sec de la partie
aérienne et racinaire sont mesurés.

La fixation de I’azote est estimée par la mesure de D’activité réductrice d’acétylene (A.R.A)
directement dans le pot par la méthode «in situ » mise au point par Balandreau et Dommergues
(1971).

La partie racinaire est isolée de la partie aérienne de la plante, en couvrant le pot par un sac en
plastique bien fermé au niveau du collet. A I’aide d’une seringue, un volume de 10 ml d’acétylene
(C,H,) est injecté dans le pot a travers le sac en plastique. Aprés 30 mn d’incubation, un volume de 5
ml de mélange gazeux est prélevé, stocké dans des tubes venoject. L’éthylene (C,H,) produit est dosé

par chromatographie en phase gazeuse (CPG) (Bergersen, 1980).

ARA (umols de C2H4/h/plant) = H éch x V1x V2 xV4x V5 x 60x 10° /
H ethy x 24500 x V2x V3x V6 x T

V1: volume éthyléne étalon, V2: volume injection a la chromatographie, V3: volume flacon étalon,
V4: volume venojet, V5: volume du pot, V6: volume prélevement de 1’échantillon, T : Temps

d’incubation.



4.3. Au stade maturité
Au stade maturité des gousses les parametres suivants sont mesurés :
+ Nombre de gousses/plante
¢ Nombre de graines/gousse
¢ Nombre de graines/plante
¢ Poids de 100 graines

¢ Rendement en grains.

4.4. Apres la récolte

Nous avons procédé a une analyse chimique du sol concernant le phosphore assimilable, et une
analyse des tissus foliaires pour le phosphore total et 1’azote total.

Le contenu en phosphore total des matieres seches végétales du niébé est déterminé par colorimétrie,
apres incinération de la partie aérienne des plantes. Le phosphore est déterminé par le réactif Vanado-
molybdique (Méthode OLSEN). La lecture de la densité optique (DO) est faite a 430 nm. La teneur
en azote total est déterminée par la méthode kjeldhal.

Le phosphore assimilable du sol est déterminé par la méthode Joret-Hebert.

Dosage du phosphore total du végétal (méthode OLSEN)

- Faire incinérer les feuilles dans le four a moufle a 550C° pendant 4h, et laisser refroidir.

- Peser 0,5g de la poudre végétale et transvaser dans un bécher avec 2 a 3 ml de HCL (12N), et agiter
(2-3mn).

- Porter a ébullition (100ml30sc), laisser refroidir, filtrer sans cendre dans une fiole de 100ml et
rincer le papier filtre, puis compléter a 100ml et mélanger bien.

- Prélever 10ml d’extrait filtré avec 10ml du réactif de vanadomolybdique.

Réactif vanadomolybdique (couleur jaune):

- Solution A transparente contenant: 100g d’heptamolybdate d’ammonium et 10ml
d’ammoniac, puis ajuster a 11, et chauffer 1égerement.

- Solution B orange contenant : 400ml d’eau bouillante avec 2,35g de NH4VOs; et Sml de
HNOj; concentré, puis ajuster a 11.

- Faire le mélange de A et B, et rajouter 90ml de HNO; concentré, puis compléter a 11.

-On prépare une solution mere avec KH,PO4 (1,916g),et 11 de I’eau distillée, puis on préleve

10ml de la solution mere , et on rajoute100ml d’eau distillée (solution fille).



La gamme étalon :

P,0s (mg)

Tubes 0 1 2 3 4 5
KH,PO4 0 2 4 6 8 10
(100mg/1 de P,0s)
Eau distillée 10 8 6 4 2 0
Réactif 10 10 10 10 10 10
vanadomolybdique
Quantité finale en 0 0,2 04 0,6 0,8 1

On conserve les tubes a essai de la gamme au maximum 1h, le temps de préparer les échantillons.

- On fait passer la gamme étalon, et I’échantillon du sol au bain marie pendant 10mn a 85C°.

- La lecture se fait par le spectrophotometre a 430nm.

5. Traitements statistiques des données

Les résultats recueillis pour I’ensemble des parametres étudiés été ont soumises a une analyse de la

variance avec le logiciel STATITCEF. Ce logiciel nous a permis de faire I’analyse de la variance et le

classement des moyennes.

L’analyse de la variance permet d’estimer le degré de signification entre les différents traitements
étudiés. Le test de Newman et Keuls au seuil 5% permet de constituer des groupes homogenes.

Une analyse en composantes principales (ACP) avec le logiciel (WINSTAT) est effectuée. Son
objectif est de voir comment se structurent nos variables, quelles sont celles qui sont associées et

celles qui ne le sont pas ? Et comment se repartissent nos isolats : quels sont ceux qui se ressemblent

et ceux qui sont dissemblables ?




RESULTATS ET DISCUSSION



I. Caractéristiques physico-chimiques du sol

Les caractéristiques physico-chimiques du sol sont présentées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques du sol.

Parametres Unités Résultats Méthodes Interprétations
d’analyse
Argile 55
Limon fin 20
Limon grossier 15,9
Sable fin % 8.8 Méthodf: } Sol a texture argileuse
Internationale a la
pipette de
Robinson
Sable grossier
0,3
pH eau 7,4 PH-METRE  sur | pH légérement alcalin
- une suspension
sol/eau de 1/2,5
CE mmho 0,72 Au conductimetre | Sol 1égerement salé
/cm sur une suspension
terre/liquide de 1/5
Calcaire total % 20,73 Méthode Sol modérément
volumétrique  au | calcaire
calcimetre de
BERNARD
N total % 0,7 Méthode Sol bien pourvu en
KJELDHAL azote.
C % 4,1 Méthode ANNE Sol riche en matiere
organique
Méthode Joret- Sol moyennement
P (assimilable) ppm 240 hebert pourvu
C/N - 5,85 Minéralisation rapide de

la matiere organique




D’apres les résultats de 1’analyse du sol, il ressort que ce dernier est argileux, avec un taux de matiere
organique €levé, le rapport C/N indique une minéralisation rapide de la matiere organique. Pour le
pH, le calcaire et la salinité, le sol est Iégerement alcalin, renfermant peu de calcaire et une faible

salinité. Il est bien pourvu en azote et moyennement riche en phosphore assimilable (Annexe III).

I1. Effet des isolats sur la solubilisation des phosphates

I1.1. En milieu solide
Les isolats R3 et R6 semblent solubiliser plus efficacement le phosphate tricalcique par la formation
d’une zone claire autour de leur colonie. Par contre aucune zone claire n’a été observée pour les
isolats R1 et RS (figure 4). Selon Ramachandran et al., (2003), les microorganismes produisant des
zones claires sont capables de solubiliser les phosphates tricalciques.
La formation de la zone claire indique la dissolution des phosphates tricalciques en phosphates
monocalciques due a la sécrétion d’acides organiques par les isolats (Trivedi et al., 2003 ; Chen et
al., 2006 ; Khan et al., 2009).).
D’apres Fankem et al. (2006), les meilleures souches qui solubilisent le phosphore dans le milieu
liquide n’ont pas pu montrer de zone claire autour de leur colonie dans le milieu solide ; ce qui montre
bien que la formation de la zone claire n’est pas le seul critere pour sélectionner les microorganismes
solubilisant les phosphates. Mais selon Ramachandran et al. (2003), la solubilisation du phosphate
tricalcique dans le milieu solide a été largement utilisée comme critere initial pour 1’isolement des
MSP.
D’apres Alam et al. (2002), la plupart des microorganismes solubilisant les phosphates, perdent leur
capacité de formation de la zone claire dans le milieu apres des repiquages répétés. De ce fait, la
conservation de la capacité de solubilisation des phosphates apres plusieurs repiquage devrait étre le
premier critere de sélection des BSP (Igual et al.,, 2001 ; Xie , 2008). Puisque la solubilisation des
phosphates est couplée a I’acidification du milieu réactionnel (Babana 2003 ; Xie, 2008). Un

deuxieme test en milieu liquide a été effectué.



Figure 4: Effet des isolats sur la solubilisation des phosphates en milieu solide (PVK)



I1.2. En milieu liquide

La variation du pH du milieu de culture pour chaque isolat testé est présentée dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Effet des isolats sur la variation du pH du milieu liquide (NBRIP)

Isolats R1 R3 RS R6 Milieu de
culture
pH 6,5 5,8 6,7 52 7,0

Le pH le plus bas est obtenu avec I’isolat R6 suivi par I’isolat R3 (Tableau 2). Nos résultats

corroborent ceux obtenus par Babana (2003) ; Ponmurugan et Gopi (2006) ; Chen et al. (2006),

rapportent qu’en milieu liquide, la croissance des isolats est toujours accompagnée d’une baisse de

pH du milieu de culture. De plus, une corrélation positive significative a été observée entre la

production d’acide et la quantité de P solubilisé dans le milieu (Babana, 2003 ; Rashid et al., 2004 ;

Pradhan et Sukla, 2005; Ivanova et al., 2006).

En milieu liquide, la corrélation entre le pH et la quantité de P solubilisé avait déja été rapportée par

Kucey et al., (1983).

Des résultats similaires ont été obtenus par Hafeez et al. (2006), qui observent une diminution du pH

du milieu liquide de 7 a 4,8 due a une activité des BSP. De mé€me, Trivedi et al., 2003 ; Rashid et al.,

2004 ; Fankem et al., 2006 ; Ivanova et al., 2006 ; Khan et al., 2009, rapportent que 1’activité

solubilisatrice des bactéries entraine une baisse du pH du milieu liquide indiquant la production

d’acides organiques.

In vitro, la solubilisation du phosphore dans le milieu liquide est causée par I’acidification du milieu
nutritif et la production de différents types d’anions carboxyliques (Xie, 2008). Le pH est fortement
diminué dans le milieu de culture par la production de phosphatases et d’acides carboxyliques tel

que I’oxalate, le tartrate, le succinate, et le gluconate (Fankem et al., 2006 ; Khan et al., 2009).

I11. Effet des isolats sur les parametres de croissance

L’évaluation de l'effet des isolats sur la croissance et le rendement des plantes a porté sur les

caracteres suivants : le nombres de feuilles, la hauteur de la tige principale, le nombre de rameaux



primaires, le nombre de fleurs, la surface foliaire, le nombre de nodules, I’activité réductrice
d’acétylene (A.R.A), le poids frais et le poids sec de la partie aérienne et racinaire, le nombre moyen
de gousses par plante, le nombre moyen de graines par gousse, le nombre moyen de graines par

plante, le poids de cents graines, et le rendement en grains.

La durée du cycle de développement de vigna a été de 135 jours :
¢ Le stade végétatif s’est étalé sur une période de 62 jours.
¢ Le stade floraison a duré 45 jours.

¢ Le stade gousse s’est échelonné sur une période de 28 jours.

I11.1. Effet des isolats sur le nombre de feuilles au stade végétatif

Le nombre le plus élevé est obtenu chez les plantes inoculées avec 1’isolat RS (figure 3), soit une
augmentation de 59,25% par apport au témoin non inoculé, et une augmentation de 38,70% par
apport au témoin non inoculé et sans phosphore.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).
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Figure 5 : Effet des isolats sur le nombre de feuilles au stade végétatif



I11.2. Effet des isolats sur le nombre de feuilles au stade floraison

Les plantes inoculées avec les isolats R1 et R5 ont donné le nombre le plus élevé de feuilles (figure
4), soit une augmentation de 17,94 % par apport au témoin non inoculé et de 53,33% par apport au
témoin non inoculé et sans phosphore.

Cependant I’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les différents traitements

(annexe II).
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Figure 6 : Effet des isolats sur le nombre de feuille au stade floraison

I11. 3. Effet des isolats sur la hauteur de la tige principale au stade végétatif

La hauteur la plus élevée est obtenue chez les plantes inoculées avec 1’isolat R5 (figure 5), soit une
augmentation respectivement de 34,33 % et de 30,07 % par apport aux témoins TSO et T.
L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les différents traitements (annexe
1D).

Nos résultats ne rejoignent pas ceux obtenus par Babana et Antoun (2006), qui ont révélé une
augmentation significative de la croissance en hauteur des plantes inoculées avec les BSP par apport

au témoin non inoculé.
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Figure 7 : Effet des isolats sur la hauteur de la tige principale au stade végétatif

I11.4. Effet des isolats sur la hauteur de la tige principale au stade floraison

Une augmentation de la hauteur de la tige principale est observée chez toutes les plantes inoculées
(figure 6) ; la hauteur la plus élevée est obtenue avec 1’isolat RS, soit une augmentation de 25% par
rapport au témoin non inoculé et de 30,95% par rapport au témoin non inoculé et sans phosphore.

Des résultats similaires obtenus par Afzal et Bano, (2009), qui ont révélé une amélioration de la
hauteur des plantes inoculées par des rhizobiums comparativement aux plantes non inoculées.
Martinez (2003), a trouvé que 1’inoculation par les BSP a permis d’augmenter la hauteur des plantes
en comparaison avec le traitement non inoculé. Il a montré que les BSP isolés de la rhizosphere sont
des générateurs excellents de vitamines B12, et les auxines produites par ces bactéries peuvent jouer
un role dans I’expansion des tiges.

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par Han et Lee (2005), qui ont démontré que 1’application de la
roche phosphatée sans inoculum n’a pas améliorer significativement la hauteur des plantes.
Cependant I’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les différents traitements
(annexe II). De méme, nos résultats corroborent ceux obtenus par Hachemi et Kemoum (1997),

mettant en évidence un effet non significatif de I’inoculation sur la hauteur des plants de pois.
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Figure 8 : Effet des isolats sur la hauteur de la tige principale au stade floraison

I1L.5. Effet des isolats sur le nombre de rameaux primaires au stade floraison

Toutes les plantes inoculées ont donné un nombre de rameaux primaires supérieur aux témoins
(figure 7) ; le nombre le plus élevé est obtenu avec I'isolat R1, soit une augmentation de 40,74% par
apport au témoin non inoculé et de 22,58% par apport au témoin non inoculé et sans phosphore.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II). En
revanche, des résultats similaires sont obtenus par Meftah (2006), sur une culture de I’arachide ; il
rapporte que 1’inoculation a induit une augmentation du nombre de rameaux par apport aux plantes

témoins.
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Figure 9 : Effet des isolats sur le nombre de rameaux primaires au stade floraison

II1.6. Effet des isolats sur le nombre de fleurs

Les plantes inoculées avec I’isolat R1 ont donné le nombre le plus élevé de fleurs (figure 8), soit une
augmentation respectivement de 83,33% et 22,22% par apport aux témoins TSO et T.

Les plantes inoculées avec I'isolat R5 ont donné le méme nombre de fleurs que le témoin non
inoculé. De ce fait, nos résultats rejoignent ceux obtenus par Meftah (2006), qui rapporte que les
plantes inoculées et les plantes témoins ont le méme nombre de fleurs. L’analyse de la variance ne

montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).
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Figure 10 : Effet des isolats sur le nombre de fleurs

II1.7. Effet des isolats sur la surface foliaire

Les plantes inoculées avec I’isolat RS ont donné la surface foliaire la plus élevée (figure 9), soit une
augmentation de 18,48% par apport au témoin non inoculé et de 5,16% par apport au témoin non
inoculé et sans phosphore. Les isolats Rlet R3 ont un effet négatif par apport aux deux témoins.
L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).

Ces résultats ne s’accordent pas avec ceux de Supanjani et al. (2006), qui rapportent que la
combinaison de la roche phosphatée et les bactéries solubilisant les phosphates augmente

significativement la surface foliaire par apport au témoin non inoculé.
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Figure 11 : Effet des isolats sur la surface foliaire

I11.8. Effet des isolats sur le poids frais de la partie racinaire

Le poids frais des racines le plus élevé est obtenu chez les plantes inoculées avec I’isolat R1 (figure
10), soit une augmentation de 42,78% et par apport au témoin non inoculé et de 29,68% par apport au
témoin T.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).
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Figure 12 : Effet des isolats sur le poids frais de la partie racinaire



I11.9. Effet des isolats sur le poids sec de la partie racinaire

Les plantes inoculées ont donné un poids sec supérieur a celui du témoin non inoculé (figure 11) ; le
poids le plus élevé est obtenu avec I’isolat R1, soit une augmentation respectivement de 51,85% et

13, 88% par apport aux témoins TSO et T. Cependant I’analyse de la variance ne montre aucun effet

significatif entre les traitements (annexe II).
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Figure 13: Effet des isolats sur le poids sec de la partie racinaire

I11.10. Effet des isolats sur le poids frais de la partie aérienne

Une augmentation du poids frais est obtenue pour I’ensemble des traitements (figure 12) ; le poids le
plus élevé est obtenu avec I’isolat R1, soit une augmentation respectivement de 38,61% et 27,68%

par apport aux témoins TSO et T. L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les

traitements (annexe II).
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Figure 14 : Effet des isolats sur le poids frais de la partie aérienne

I11.11. Effet des isolats sur le poids sec de la partie aérienne

Une augmentation du poids sec de la partie aérienne par plant est observée chez les plantes inoculées
(figure 13) ; le poids frais le plus élevé est obtenu par 1’isolat R1, soit une augmentation de 46,11% et
de 27,01% respectivement par apport aux témoins TSO et T.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).

Nos résultats corroborent ceux obtenus par Patel et Thakur (1997) ; Maatallah (2002), sur I’arachide,
ils rapportent que I’inoculation permet 1’obtention d’un rendement en matieére seche aérienne et
racinaire supérieur au témoin. Sur le pois chiche, Akhtar et Siddiqui (2009), ont montré une
augmentation du pois sec de la partie aérienne sous 1’effet de I’inoculation avec les rhizobiums. Des
résultats similaires ont été obtenu par Han et Lee, (2005) ; Supanjani et al. (2006), qui ont montré que
la combinaison de la roche phosphatée et I'inoculation par les BSP augmente le poids sec de la
partie aérienne.

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par Ramachandran et al. (2003), qui constatent que
I’inoculation avec les BSP et le traitement avec la roche phosphatée augmente la croissance de la

partie aérienne.
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Figure 15 : Effet des isolats sur le poids sec de la partie aérienne

IV. Réponse a I’inoculation

IV.1. Effet des isolats sur le nombre de nodules

L’inoculation a un effet favorable sur la nodulation. Le nombre moyen de nodules formés sur le
systeme racinaire varie suivant les isolats considérés (figure 14) ; il est de 7, 75 nodules/plant pour
I’isolat R1 qui s’est révélé le plus infectif, et del,5 nodules/plant pour les isolats R3 et R6, qui se
sont révélés les moins infectifs.

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par Wasule et al. (2003) sur le soja, qui rapportent que le
nombre de nodules augmente significativement au niveau du systéme racinaire des plantes inoculées
par les rhizobiums par rapport au témoin non inoculé. De méme, Zaidi et Khan (2006) ; Akhar et
Siddiqui (2009), ont constaté que le nombre de nodules chez le pois chiche a été significativement
plus élevé chez les plantes inoculées par les rhizobiums en comparaison avec les plantes non
inoculées.

L’analyse de la variance pour ce parametre montre un effet significatif entre les traitements (annexe
IT), leur classement selon le test de Newman et Keuls de 5%, les reparties en deux groupes

homogenes (annexe II).

-Groupe A : regroupe les plantes qui représentent le nombre de nodules le plus élevé.

-Groupe B : contient les plantes qui présentent le nombre de nodules le plus faible.



Pour expliquer le faible taux de nodulation, nous émettons quelques hypotheses :

- Qu’il y’aurait une incompatibilité entre les isolats et la plante hote (Andriankaja, 2004)

- Les bactéries n’arrivaient pas a coloniser efficacement la rhizosphere du niébé ; ce manque
d’efficacité peut s’expliquer par le fait que la bactérie utilisée comme inoculum n’arrive pas bien a
se multiplier soit par ce qu’elle a une faible capacité de survie et de se disséminer dans la
rhizosphere, soit a cause du manque d’éléments nutritifs ou de la présence dans la rhizosphere de
substances défavorisant sa croissance (Babana, 2003).

- ’inhibition des isolats dans le sol par des substances chimiques tel que les traitements utilisés
durant cet essai par I’insecticide Pychlorex et occidior, pourrait avoir un effet 1étal ou limitatif sur nos
isolats.

-on a compté en moyenne 1 nodule par plant, ce ci peut étre expliqué par la minéralisation de la
matiere organique, puisque le rapport C/N indique une minéralisation rapide, connue par son action
inhibitrice sur la nodulation en perturbant 1’infection des poils absorbants ou I’initiation du nodule
(Ndiane, 1986).

- Durant la solubilisation des phosphates naturels, des niveaux de quelques métaux lourds (Cd, Ni,
Pb, Zn, Cu) peuvent affecter la croissance, la physiologie et le métabolisme des microorganismes

solubilisant les phosphates (Souchie et al., 2006).
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Figure 16 : Effet des isolats sur le nombre de nodules par plante



IV.2. Effet des isolats sur la fixation symbiotique de I’azote

Une activité réductrice d’acétylene (ARA) de 32,5 pmoles C,Ha/h/plant est enregistrée chez les
plantes inoculées avec 1’isolat R1. Ce taux est faible par apport a ceux obtenus par Lazali (2009) sur
I’arachide inoculé.

De méme Tejera et al., (2005), ont enregistré une A.R.A de 110 pmoles C,Ha/h/plant chez le haricot.
En effet, les quantités d’azote fixées par 1’association symbiotique légumineuses- rhizobium sont tres
dépendantes des conditions du milieu (Siddiki 1999 ; Schvartz et al., 2005).

L’A.R.A dépend essentiellement du nombre de nodules (Zaoui 1989). In vitro, les isolats authentifiés
sur le pois chiche avec un taux de nodulation de 1 a 7 nodules/plant se sont révélés moins effectifs,
par apport a ceux dont le taux est de 10 a 20 nodules/plant (Bacha et al., 2005).

Chez vigna, la fixation de I’azote est dépendante de 1’aptitude de la plante a développer des nodules
efficients (Drevon ,1994). L’efficience de la symbiose dépend a la fois des nodosités, de leur poids
(Zaoui , 1989), et le fonctionnement optimum de la nitrogénase (Zaoui ,1989 ; Ounane et al., 2005).
Le faible taux de I’ A.R.A pourrait trouver une explication dans la nodulation qui est faible, et dans la
minéralisation de la matiere organique qui serait a ’origine d’une libération importante de 1’azote

minéral inhibiteur de 1’activité fixatrice de ’azote.

V. Effet des isolats sur le rendement et ses composantes
V.1. Effet des isolats sur le nombre moyen de gousses par plante

Le nombre de gousses/plant le plus important est celui obtenu par les plantes inoculées avec les
isolats R3 et R5 (figure 15), soit une augmentation respectivement de 28,57% et 15,38% par rapport
au témoin non inoculé.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).
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Figure 17 : Effet des isolats sur le nombre moyen de gousses par plante

V.2. Effet des isolats sur le nombre moyen de graines par gousse

Les plantes inoculées avec I’isolat R1 ont donné le plus grand nombre de graines par plant (figure
16), soit une augmentation respectivement de 35,53% et 49,88% par apport aux deux témoins TSO, T.
Cependant I’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements

(annexe II).
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Figure 18 : Effet des isolats sur le nombre moyen de graines par gousse



V.3. Effet des isolats sur le nombre moyen de graines par plante

Toutes les plantes inoculées ont donné un nombre moyen de graines supérieur a celui du témoin non
inoculé (figure 17); le nombre de graines le plus élevé est obtenu avec l'isolat RS, soit une
augmentation de 93,33% par apport au témoin non inoculé et de 96,47% par apport au témoin non
inoculé et sans phosphore.

Cependant I’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).
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Figure 19 : Effet des isolats sur le nombre moyen de graines par plante

V 4. Effet des isolats sur le poids de cent graines

L’inoculation se traduit par une augmentation du pois de cent graines chez toutes les plantes
inoculées (figure 18) ; la valeur la plus élevée est obtenue chez les plantes inoculées avec I’isolat R1,
soit une augmentation de 47, 57% par apport au témoin non inoculé et de 53,79% par rapport au
témoin non inoculé et sans phosphore.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements.

Nos résultats corroborent ceux obtenus par Akhtar et Siddiqui (2009), sur une culture de pois chiche.
Ils constatent que 1’inoculation avec les rhizobiums entraine une augmentation du poids de cent

graines par rapport au témoin.
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Figure 20 : Effet des isolats sur le poids de cent graines

V.5. Effet des isolats sur le rendement en grains

Une augmentation du poids moyen de grains par plant est observée seulement chez les plantes
inoculées avec I’isolat R1 (figure 19), soit une augmentation respectivement de 10,48% et 13,46%
par rapport aux témoins TSO et T. Le reste des isolats a donné des valeurs plus faibles par rapport aux
témoins.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Babana et Antoun (2006), qui ont indiqué que la
combinaison des rhizobiums est la meilleure pour le rendement en grains de blé dans le traitement
fertilisé par la roche phosphatée en comparaison avec le témoin non inoculé. De méme Akhtar et
Siddiqui (2009), sur le pois chiche, révelent une augmentation du rendement en grains dans un
traitement inoculé avec les rhizobiums en comparaison avec le témoin non inoculé.

Han et Lee (2005), ont montré que 1’'inoculation par des bactéries solubilisant les phosphates avec
une application directe de la roche phosphatée dans le sol, augmente le rendement des cultures. Par
contre Supanjani et al. (2006), constatent que la roche phosphatée est moins disponible pour les
plantes, et son utilisation comme fertilisant n’augmente pas souvent le rendement.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Babana et Antoun (2006), qui rapportent que le
rendement n’est pas différent dans le témoin non fertilisé et le témoin fertilisé par la roche

phosphatée.
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Figure 21 : Effet des isolats sur le rendement en grains

VI. Effet des isolats sur la teneur en éléments minéraux

V1.1. Teneur du sol en phosphore assimilable

La teneur en phosphore la plus élevée est obtenue chez les plantes inoculées avec 'isolat R3 (figure
20), soit une augmentation respectivement de 25% et de 84,76% par apport aux témoins TSO et T.
Une Iégere augmentation est enregistrée chez les plantes inoculées avec 1’isolat RS par apport au
témoin non inoculé. Le reste des isolats a un effet négatif par apport au témoin non inoculé et un
effet positif par apport au témoin T.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).
L’augmentation de la teneur du sol en phosphore assimilable chez les plantes traitées avec les isolats
R3 et RS peut étre due a la solubilisation de la roche phosphatée. Des résultats similaires ont été
obtenus par Ramachandran et al. (2003), qui rapportent que le phosphore disponible dans le sol est
attribué a la combinaison des BSP et la roche phosphatée. Selon Chen et al. (2006) ; Marschner
(2008) ; Khan et al. (2009), les microorganismes solubilisant les phosphates ont la capacité de
solubiliser les formes inorganiques insolubles du phosphore total du sol, rendant cet élément
disponible pour les plantes.

D’apres la figure 20, le témoin non inoculé, renferme des teneurs supérieurs a celles des plantes
inoculées avec les isolats R1 et R6 ; ceci peut étre due a la solubilisation de la roche phosphatée par
des acides organiques produits par les racines des plantes et/ou la minéralisation du phosphore

organiques par la production des phosphatases (Khan et al., 2009).



Les légumineuses excretent des acides organiques et des protons entrainant de ce fait une
acidification de la rhizosphere (Sas et al., 2001 ; Mengel et Kirkby, 2001) . En utilisant I'N; au lieu
NOs, les Iégumineuses peuvent acidifier davantage leur rhizosphere, entrainant ainsi une

dissolution accrue du phosphate naturel et par conséquence une augmentation de la biodisponibilité

du phosphore (Behi, 2003).
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Figure 22 : Effet de I’inoculation des isolats sur la teneur du sol en phosphore assimilable

VI1.2. Effet des isolats sur la teneur des feuilles en phosphore total

Les plantes inoculées avec 1’isolat R6 ont donné une teneur en phosphore la plus élevée (figure 21),
soit une augmentation de 4,18% Par rapport au témoin (T). L’analyse de la variance ne montre aucun
effet significatif entre les traitements (annexe II).

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par Zaidi et Khan (2006), qui rapportent que 1’inoculation avec
les microorganismes solubilisant les phosphates n’a pas produit d’effet significatif sur le contenu des
feuilles en phosphore total. Valverde et al. (2003), ont également signalé 1’absence de différence
significative entre les plantes de 1’haricot inoculées avec les BSP et les plantes non inoculées.

Nos résultats ne corroborent pas ceux obtenus par Ramachandran et al. (2003), qui rapportent que les
prélevements de phosphore par les plantes ont été significativement plus élevés avec la combinaison
des BSP et la roche phosphatée que le témoin non inoculé et le traitement avec la roche seule. De
méme Han et Lee (2005), ont constaté que I’inoculation avec les BSP dans des sols

fertilisés par la roche phosphatée a augmenté significativement la teneur en phosphore dans les



feuilles et les racines par rapport aux plantes non inoculées. Par contre nos résultats s’accordent avec
ceux obtenus par Martinez (2003), qui a observé que le niveau d’absorption du phosphore par les
plantes non inoculées été plus élevé que celui des traitements inoculés avec les BSP; ceci est du
probablement au processus d’immobilisation par les bactéries inoculées. Selon Marchner (2008), les
prélevements du phosphore par la biomasse microbienne peuvent réduire la disponibilité du
phosphore pour les plantes ; et d’apres Dommergues et Mangenot (1970), les microorganismes
peuvent concurrencer les plantes, en utilisant pour leurs besoins des ions phosphoriques disponibles.
En comparant les deux témoins, nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Babana et Antoun
(2006), qui constatent que la concentration du phosphore n’est pas différente dans le témoin non
fertilisé et le témoin fertilisé par la roche phosphatée ; et d’aprés Supanjani et al. (2006), la roche
phosphatée est moins disponible pour les plantes car ses minéraux sont libérés graduellement.

La concentration en phosphore dans les plantes représente 500 a 5000 ppm (Gahoonia, 2004) ; et
d’apres les résultats, on remarque que les teneurs sont faibles apres la maturité. Selon Gervy (1979),
les teneurs en P sont élevées pendant la croissance végétative, et faible en fin de végétation puisque

le phosphore migre vers les organes de réserves.
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Figure 23 : Effet des isolats sur la teneur des feuilles en phosphore total



VI1.3. Effet des isolats sur la teneur des feuilles en azote total

La teneur en azote la plus élevée est obtenue chez les plantes inoculées avec les isolats R3 et R6

(figure 22), soit une augmentation respectivement de 50,45% et 63,47% par rapport aux témoins TSO

etT.

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif entre les traitements (annexe II).

D’apres Soltner (1986), la teneur en azote des plantes représente 1 a 3 % de la matiere seche.

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par Han et Lee (2005), qui rapportent que 1’inoculation avec
des BSP et la fertilisation par la roche phosphatée augmentent le contenu en azote dans les feuilles et
les racines en comparaison avec le témoin.

Nos résultats corroborent ceux obtenus par Supanjani et al. (2006), qui rapportent que la disponibilité
du P dans les sols est importante pour les prélevements de 1’azote par la plante et par conséquence, il

est aussi possible que la disponibilit¢ du P due a la solubilisation par les BSP a entrainé

I’augmentation de 1’absorption de 1’azote par les plantes.
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Figure 24 : Effet des isolats sur la teneur des feuilles en azote total




VII. Regroupement des isolats rhizobiens

L’analyse en composantes principales a été réalisée sur I’ensemble des caractéres morphologiques et
agronomiques étudiés. En effet, la premiere composante principale explique 46,33% de la diversité
totale, elle est corrélée positivent avec NF, HT, NR, SF, NG/P, TPs comme elle est corrélée
négativement avec NF, PF, PS, NN, NGr/G, PCG, RDT, TPf, TNf.

La deuxieéme composante explique 31,05% de la variance ; elle est corrélée positivement avec NFL,

PF, PS, NN, NGr1/G, PCG, comme elle est corrélée négativement avec RDT, TPF, TNF.

Le plan 1 et 2 apporte 77,38% de I’information. La dispersion des individus dans le plan défini par
les deux composantes principales a révélé une hétérogénéité entre les isolats rhizobiens étudiées.
Ainsi, I’isolat R1 constitue un groupe représenté par une bonne croissance végétative, bonne réponse
a I’inoculation et un bon rendement. Par contre, les isolats rhizobiens R3, RS, R6 et les deux témoins

(TS0, T) constitue un groupe représenté par les faibles caractéristiques.
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Figure 25: Représentation des couples symbiotiques en deux dimensions



L’ ACP complétée par la classification ascendante hiérarchique permet de classer les six couples
symbiotiques étudiés en deux groupes distincts I et I, et cela a une distance Euclidienne de
similitude de 1,6.

Le premier groupe I contient un seul isolat rhizobien R1.

Le deuxieme groupe II rassemble les isolats R3, RS, R6 et les deux témoins. Ce groupe se subdivise
rapidement a une distance de similitude de 1,2 pour détacher I’isolat rhizobien R5 constituant un sous

groupe a part.
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Figure 26 : Dendrogramme des couples symbiotiques en fonction des différents
caracteres étudiés



Figure 27 : Arbre de répartition des couples symbiotiques en fonction des
caracteres étudiés



CONCLUSION



Ce travail a permis d’étudier la capacité des rhizobiums a solubiliser les phosphates tricalciques in
vitro, puis €évaluer leurs effets sur la croissance, les propriétés symbiotiques, les composantes de
rendement, la production, et le contenu en éléments minéraux du niébé.

In vitro, les isolats R3 et R6 ont révélé une activité solubilisatrice par la formation d’une zone
claire autour de leurs colonies, indiquant la dissolution du phosphate tricalcique dans le milieu
solide. Cette caractéristique est intéressante dans le choix de I’inoculum utilisé au champ.

En milieu liquide, les mémes isolats R3 et R6 ont entrainé une diminution plus marquée du pH,
indiquant la production d’acides organiques ou de protons (H") dans le milieu.

Les isolats R1 et R5 n’ont pas pu montrer la zone de solubilisation dans le milieu solide.

D’apres Alam et al. (2002), la plus part des bactéries solubilisant les phosphates perdent leur
capacité a solubiliser les phosphates apres des repiquages répétés. De ce fait, la conservation de la
capacité de solubilisation apres plusieurs repiquages devrait étre le premier critere de sélection des
BSP.

Sur le plan de nodulation, seul I’isolat R1 a donné une réaction positive avec un nombre moyen
de nodules de 7,75 nodules/plant et une capacité de fixation de 32,5 pmoles C,Hs/h/plant. Ces
résultats laissent supposer que les plants de vigna testés répondent différemment avec les souches de
rhizobium avec lesquelles ils ont des affinités différentes (Alkama, 2003). Dommergues et Mangenot,
(1970), soulignent que la réceptivité de la plante hote n’est pas constante a ’intérieur de la méme
espece.

La majorité des isolats ont permis une augmentation des parametres de croissance, des
composantes de rendement, de la production du niébé, et du contenu des feuilles en azote par
rapport au témoin. Toutefois I'isolat R1 se distingue par des potentialités supérieures a celles des
autres.

D’apres les résultats obtenus, il est fort probable, que les isolats rhizobiens utilisés dans cet essai
auraient amélioré la croissance des plantes par la syntheése des substances favorisant la croissance,
plutdt que leur action sur la solubilisation du phosphore.

En effet, les microorganismes qui peuvent efficacement solubiliser la roche phosphatée in vitro
sous des conditions contrdlées peuvent étre incapables de le faire en plein champ. Des variations dans
I’efficacité de solubilisation peuvent étre dues a la diminution de la capacité des bactéries a survivre,
et a coloniser la rhizosphere. De plus les souches a fort pouvoir de solubilisation in vitro peuvent ne
pas étre efficaces dans la rhizosphere par manque de carbone ou d’autres nutriments. De ce fait sous
des conditions de déficience en nutriments au niveau de la rhizosphere, le taux de croissance

microbienne diminue et la solubilisation du phosphore est fortement réduite. De plus les mécanismes



impliqués dans la solubilisation sont fortement dépendants de la production de la biomasse
microbienne (Alam et al., 2002).

Par ailleurs, pour que la roche phosphatée soit completement solubilisé, elle doit €tre colonisée
par la biomasse microbienne. Le phosphore contenu dans la roche est généralement plus disponible
en sol a pH a inférieur a 6,0. Seule une activité biologique élevée peut maintenir un pH de cette

valeur.

Nos résultats pourraient servir de bases aux études ayant pour objectifs de réduire le probleme
d’insolubilisation du phosphore ; avec en perspectives les orientations suivantes:

- Sélectionner une large gamme de souches possédant des propriétés physiologiques importantes tel
que : la fixation de I’azote atmosphérique, une grande potentialité de solubilisation du phosphore. Le
programme peut commencer par I’isolement d’un grand nombre de souches a partir d’échantillons de
sol collectés dans différentes régions du pays.

- Sélectionner des variétés compatibles avec les rhizobactéries (Spécificité plante-rhizobium).

- Tester les phosphates naturels produits localement avec une gamme variable de doses.

- La plupart des études sur la dissolution des phosphates naturels se font dans des pots avec des sols
synthétiques ou du sable, ce qui ne reflete pas les conditions réelles de plein champ. De plus, des
essais de solubilisation au champ devraient étre conduits sur plusieurs saisons, afin de leur permettre

de réagir avec le sol et de libérer le phosphore assimilable pour les cultures.
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ANNEXES



Annexe I : Composition des milieux de culture

A.1.1 Milieu YMA (Vincent, 1970 in Amri, 2008).

Mannitol 10g
Extrait de levure 0,5¢g
K2HPO4 0,5g
Mg SO4, 7TH20 0,2g
NaCl 0,1g
Agar-agar 15g
Eau distillée 1000ml
PH 7

Stérilisation pendant 20 min a 120C.

A.1.2 Milieu utilisé pour le test de solubilisation du phosphate tricalcique sur milieu solide
(Pikovskaya, 1948, in Pradhan et Sukla, 2005).

Le milieu utilisé pour le test de solubilisation est le milieu (Pikovskaya, 1948) dont la composition
est la suivante :

Glucose 10g
Ca 3(PO4)5 5¢g
Extrait de levure 0,5¢
(NH4)2S504 0,5g
KCl 0,2g
NaC(Cl 0,2g
Mg S04, TH20 0,1g
Mn SO4, H20 0,002
FeSO4, 7TH20 0,002
Agar-agar 15g
Eau distillée 1000ml

pH 7



Stérilisation pendant 20min a 120C.
A.1.3 Milieu utilisé pour le test de solubilisation du phosphate tricalcique sur milieu liquide

(NBRIP, 1999, in Pradhan et Sukla, 2005).

Glucose 10g
Ca 3(PO4)5 5¢g
(NH4)2, SO4 0,5g
KCl 0,2g
NaCl 0,2g
Mg SO4, TH20 0,1g
Mn SO4, H20 0,002¢g
FeSO4, 7TH20 0,002¢g
NaCl 0,2
pH 7

Stérilisation pendant 20min a 120C.



Annexe II : Analyse de la variance

A.2.1.Analyse de la variance du nombre de feuilles au stade végétatif

S.CE. DDL CARRES M TEST F PROBA ET. C.V.

VAR.TOTALE 163.33 23 7.10

VAR.FACTEUR 1 41.33 5 8.27 1.40 0.2783

VAR.BLOCS 33.67 3 11.22 1.91 0.1712
VAR.RESIDUELLE1 88.33 15 5.89 243  28.0%

A.2.2.Analyse de la variance du nombre de feuilles au stade floraison

S.C.E. DDL CARRES M TEST F PROBA ET. C.V.
VAR.TOTALE 13896 23 6.04
VAR.FACTEURI1 46.21 5 9.24 2.06 0.1273
VAR.BLOCS 25.46 3 8.49 1.89 0.1735
VAR.RESIDUELLE1 67.29 15 4.49 2.12 20.6%

A.2.3.Analyse de variance de la hauteur de la tige principale au stade végétatif

S.C.E. DDL CARRES M TEST F PROBA ET. C.V.
VAR.TOTALE 47.00 23 2.04
VAR.FACTEURI1 17.25 5 3.45 1.82 0.1697
VAR.BLOCS 1.25 3 0.42 0.22 0.8818
VAR.RESIDUELLE1 28.50 15 1.90 1.38 16.2%

A.2.4.Analyse de variance de la hauteur de la tige principale au stade floraison

S.CE. DDL CARRES M TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 74.99 23 3.26
VAR.FACTEURI1 25.80 5 5.16 1.74 0.1850
VAR.BLOCS 4.78 3 1.59 0.54 0.6664

VAR.RESIDUELLE1 44.41 15 2.96 1.72 14.6%



A.2.5.Analyse de la variance du nombre de rameaux primaires au stade floraison

S.C.E. DDL  CARRESM TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 57.33 23 2.49
VAR.FACTEURI1 21.33 5 4.27 1.90 0.1534
VAR.BLOCS 2.33 3 0.78 0.35 0.7942
VAR.RESIDUELLE1 33.67 15 2.24 1.50 18.0%

A.2.6.Analyse de la variance du nombre de fleurs

S.C.E. DDL CARRES M TEST F PROBA E.T. C.V.

VAR.TOTALE 239.33 23 10.41

VAR.FACTEURI1 47.83 5 9.57 0.82 0.5569

VAR.BLOCS 16.00 3 5.33 0.46 0.7200
VAR.RESIDUELLE1 175.50 15 11.70 342 54.0

A.2.7.Analyse de la variance de la surface foliaire au stade Végétatif

S.C.E. DDL CARRES M TEST F PROBA E.T. C.V.

VAR.TOTALE 1639.64 23 71.29

VAR.FACTEURI1 287.02 5 57.40 1.87 0.1594

VAR.BLOCS 891.78 3 297.26 9.68 0.0009
VAR.RESIDUELLE1 460.84 15 30.72 5.54 21.4%

A.2.8.Analyse de la variance du nombre de nodule au stade floraison

S.C.E. DDL CARRES M TEST F PROBA ET. C.V.

VAR.TOTALE 215.83 23 9.38
VAR.FACTEUR 1 166.33 5 33.27 12.27 0.0001
VAR.BLOCS 8.83 3 294 1.09 0.3861

VAR.RESIDUELLE 1 40.67 15 2.71 1.65 79.0%



Classement des isolats par apport an nombre de nodules selon le test de Newman et Keuls au seuil 5%.

Isolats Moyennes Groupes homogenes
R1 7.75 A
RS 1.75 B
R6 1.50 B
R3 1.50 B
T 0.00 B
TS0 0.00 B

A.2.9.Analyse de la variance du poids frais des racines au stade floraison

S.CE. DDL CARRESM
VAR.TOTALE 20.77 23 0.90
VAR.FACTEUR 1 3.82 5 0.76
VAR.BLOCS 2.56 3 0.85
VAR.RESIDUELLE 1 14.40 15 0.96

A.2.10.Analyse de la variance du poids sec des racines au stade floraison

S.CE. DDL CARRES M
VAR.TOTALE 1.68 23 0.07
VAR.FACTEUR 1 0.20 5 0.04
VAR.BLOCS 0.25 3 0.08
VAR.RESIDUELLE 1 1.23 15 0.08

A.2.11.Analyse de la variance du poids frais des tiges et feuilles au stade floraison

S.C.E. DDL CARRES M
VAR.TOTALE 231891 23 100.82
VAR.FACTEUR 1 538.55 5 107.71
VAR.BLOCS 831.63 3 277.21
VAR.RESIDUELLE 1 948.73 15 63.25

TESTF PROBA E.T. C.V.
0.80 0.5710
0.89 0.4710
0.98 37.0%
TEST F PROBA ET. C.V.
0.49 0.7783
1.00 0.4229
029 42.3%
TESTF  PROBA E.T. C.V.
1.70 0.1941
4.38 0.0209
7.95 17.3%



A.2.12.Analyse de la variance du poids sec des tiges et feuilles au stade floraison

S.C.E. DDL CARRESM
VAR.TOTALE 83.49 23 3.63
VAR.FACTEUR 1 17.53 5 3.51
VAR.BLOCS 22.48 3 7.49
VAR.RESIDUELLE 1 43.47 15 2.90

A.2.13.Analyse de la variance du nombre de gousse/plant

S.C.E. DDL CARRES M
VAR.TOTALE 36.96 23 1.61
VAR.FACTEUR 1 4.21 5 0.84
VAR.BLOCS 7.13 3 2.38
VAR.RESIDUELLE 1 25.63 15 1.71

A.2.14.Analyse de la variance du nombre de graine/gousse

S.CEE. DDL CARRES M
VAR.TOTALE 150.35 23 6.54
VAR.FACTEUR 1 29.49 5 5.90
VAR.BLOCS 13.58 3 4.53
VAR.RESIDUELLE 1 107.28 15 7.15

A.2.15.Analyse de la variance du nombre de graine/plant

S.C.E. DDL CARRES M
VAR.TOTALE 1221.62 23 53.11
VAR.FACTEUR 1 72.87 5 14.57
VAR.BLOCS 201.46 3 67.15
VAR.RESIDUELLE 1  947.29 15 63.15

TEST F

1.21
2.59

TEST F

0.49
1.39

TEST F

0.82
0.63

TEST F

0.23
1.06

PROBA

0.3517
0.0910

PROBA

0.7781
0.2841

PROBA

0.5525
0.6081

PROBA

0.9419
0.3950

E.T.

1.70

E.T.

1.31

E.T.

2.67

E.T.

7.95

C.V.

23.1%

C.V.

64.0%

C.V.

53.8%

C.V.

76.6%



A.2.16.Analyse de la variance du poids de 100 graines

S.CE
VAR.TOTALE 1835.71
VAR.FACTEUR 1 391.04
VAR.BLOCS 717.34
VAR.RESIDUELLE 1  727.33

A.2.17.Analyse de la variance du rendement

DDL

23
5
3

15

S.C.E.
VAR.TOTALE 799671.13
VAR.FACTEUR 1 89330.63
VAR.BLOCS 175611.31

VAR.RESIDUELLE1 534729.19

DDL
23
5
3
15

A.2.18.Analyse de la variance du phosphore du sol

S.CEE.
VAR.TOTALE 741593.50
VAR.FACTEURI1 304098.19
VAR.BLOCS 88684.13
VAR.RESIDUELLE1 348811.19

DDL
23
5
3
15

A.2.19.Analyse de la variance du phosphore des feuilles

S.C.E.
VAR.TOTALE 173450.00
VAR.FACTEUR 1 29750.00
VAR.BLOCS 15383.34

VAR.RESIDUELLE 1 128316.66

DDL
23
5

3

15

CARRES M TEST F PROBA
79.81
78.21 1.61 0.2163
239.11 4.93 0.0141
48.49
CARRES M TESTF  PROBA
34768.31
17866.13 0.50 0.7721
58537.11 1.64 0.2212
35648.61
CARRES M TEST F PROBA
32243.20
60819.64 2.62 0.0679
29561.38 1.27 0.3202
23254.08
CARRES M TEST F PROBA
7541.30
5950.00 0.70 0.6365
5127.78 0.60 0.6284
8554.44

ET. C.V.
6.96 28.6%
ET. C.V.
188.81 73.1%
ET. C.V.

15249 35.3%

ET. C.V.

9249 20.4%



A.2.20.Analyse de variance de 1’azote total des feuilles

S.CEE. DDL CARRES M TEST F
VAR.TOTALE 12.68 23 0.55
VAR.FACTEUR 1 4.23 5 0.85 1.53
VAR.BLOCS 0.14 3 0.05 0.09

VAR.RESIDUELLE 1  8.30 15 0.55

PROBA

0.2398
0.9652

ET. C.V.

0.74 21.4%



Annexe 111 :

Selon LAMBERT, (1975)

Normes D’interprétation Des analyses Du sol

LE pH
pH Qualification du sol
<5 Fortement acide
5 <PH <5,9 Acide
6 <PH <6,5 Légerement acide
6,6 <PH <7,3 Neutre
7.4 <PH<7,7 Légerement alcalin
>7.7 Alcalin
Le calcaire total
CaCO3% Dénomination
<5 Normale
5-20 Suffixe calcairo
20-50 Préfixe calcaro
>50 Calcaire
La conductivité électrique
CE (mmho/cm) Niveau
a25c
<0,1 Tres faible
0,2 Faible a moyen faible
0,5 Moyen a élevé
0,5-1 Tres élevé
>1 Tres forte salinité




L’Azote total

N% Teneur
<0,05 Tres pauvre
0,05-0,1 Pauvre
0,1-0,15 Moyen
> 0,15 Bien pourvu

Le phosphore assimilable ( Gros, 1979)

P (ppm) Niveau
<150 Pauvre

150-300 Moyennement riche
>300 Riche

Tables de conversion des résultats d’analyse

1% =10.000 ppm

Ippm = 0,0001%

= 10g/kg = 10kg/t

= Img/kg = 1g/t




Résumé

Le présent travail a porté sur 1’évaluation de I’activité solubilitrice des phosphates naturels chez
quatre rhizobiums isolés des nodules de vigna, cette étude a été conduite en premier temps in vitro
pour identifier les bactéries solubilisant les phosphates.

Les deux isolats R3 et R6 ont révélé une activité solubilisatrice trés nette, et d’une diminution plus
marqué du pH du milieu de culture.

En deuxieme temps, nous avons étudié la combinaison des isolats R1, R3, R5 et R6 avec la roche
phosphatée, pour évaluer leurs effets sur les parametres de croissance, les propriétés symbiotique, le
rendement et ses composantes, et le contenu en éléments minéraux.

L’isolat R1 a donné un nombre de nodules significativement plus €levé, ainsi que le rendement par
rapport au reste des isolats. L’effet de I’inoculation est positif pour tous les parametres mesurés. Par

contre ’effet de I’'inoculation est négatif concernant le contenu des feuilles en phosphore total.

Mots clés : Bactéries solubilisant les phosphates (BSP), Solubilisation des phosphates, Phosphates

naturels, Phosphore, Biodisponibilité, Rhizobium, Niébé, Symbiose.

Summary

This present work is to evaluate phosphorus solubilizing bacteria activity. This thesis is conducting in
vitro for identify strains that can solubilize phosphorus. The strains R3 and R6 were able to solubilize
phosphorus in plat agar, and reduced pH medium.

We had studied the combinaison between rhizobium and phosphate rock in pot, to evaluate their
effects on parameters growth, symbiotic characteristic, the yield, yield components, and nutrients
uptake.

A positive response to the inoculation of vigna and growth parameters has obtained by the majority
of the strains tested. Among them, the strains R1 gave a high number of nodules and yield; but a

negative response to the inoculation is obtained for total phosphorus uptake.

Key words: Phosphorus-solubilizing-Bacteria (PSB), Phosphates solubilization, Naturels
phosphates, Phosphorus, biodisponibility, Rhizobium, Vigna, Symbiosis.
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