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Résumé

Résumé

Par leur capacité a s’associer avec des bactéries du sol fixant I’azote atmosphérique,
les légumineuses en général et le pois chiche en particulier « Cicer arietinum .L » ont la
particularité de fixer I’azote atmosphérique et de pouvoir étre cultivées sans utiliser d’engrais

azotés, et d’étre une source d’azote au niveau des cultures agricoles.

L’étude des O4variétés de pois chiche le FLIP 84, le FLIP 85, ILC 32 et le GAB 40
ont montré une teneur en azote trés importante au niveau des racines par rapport aux feuilles

de la plante.

Les deux variétés étudiés a savoir le GAB 40 et I'ILC 32 présentent une teneur tres
importante en Azote et en protéines par rapport aux FLIP 84 et le FLIP 85, durant la phase
floraison, mémes choses pour les graines durant la phase de maturation d’ou un rendement

trés important.

Le dosage de I’activité nitrogénasique par la CPG a montré des pics trés élevé en
phase de la floraison au niveau de la partie racinaire, la concentration de I’activité
nitrogénasique est trés éleves pour les variétés le FLIP 84 et le FLIP 85 par rapport aux
variétés GAB 40 et I'ILC 32.

Mots Clés : pois chiche, symbiose, nutrition azotés, Nitrogénase



Abstract

Abstract

With their ability to associate with soil bacteria fixing the atmospheric nitrogen,
legumes in general and chickpea in a particular "Cicer arietinum .L" have the particularity of
fixing atmospheric nitrogen and can be grown without using nitrogen fertilizer, and to be a

source of nitrogen at the level of agricultural crops.

The study of the four varieties of chickpea the FLIP 84, FLIP 85, ILC 32 and the GAB
40 had shown very high nitrogen content in the roots compared to the leaves of the plant, the
two varieties studied, namely GAB 40 and the ILC 32 have a very high nitrogen and protein
content compared to FLIP 84 and FLIP 85, during flowering phase and the same thing for the

seeds during the maturation phase resulting in a very important yield.

The dosage of the nitrogenous activity by GC had shown very high peaks in the
flowering phase at the root part, the concentration of nitrogenous activity was very high for
the varieties FLIP 84 and FLIP 85 compared to the GAB 40 varieties and the ILC 32.

Key words: chickpea, symbiosis, nitrogen nutrition, Nitrogenase
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Introduction

INTRODUCTION

Les légumineuses (pois, lentilles, haricots, soja et pois chiches) sont lI'une des cultures
les plus importantes en raison non seulement de leur qualité nutritionnelle mais également
pour leurs divers avantages agro-environnementaux. Les graines et poudres de légumineuses
sont des sources importantes de protéines, glucides, vitamines, minéraux et fibres alimentaires
(Almeida Costa et al., 2006; Baljeet et al., 2014 ; Rachwa Rosiak et al., 2015).

L’intérét des 1égumineuses est directement li¢ a la capacit¢ de nombre d’entre elles
d’établir une association symbiotique spécifique avec des bactéries nodulant les 1égumineuses
(BNL) (Moulin, 2002) Elles regroupent plusieurs espéces, parmi celles-ci, nous avons le pois
chiche (Cicer arietinum L.) (Bacha et Ounane, 2003).

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est la troisieme légumineuse importante au monde
sur la base de la production totale aprés le soja et le haricot, qui est principalement cultivé
dans les climats chauds de I'Inde, le Pakistan, I'lran, I'Ethiopie, le Mexique et la région
méditerranéenne (FAO, 2013). Traditionnellement appelées «viande du pauvre » (Micard et
al., 2010).

La symbiose légumineuse Rhizobia se traduit par la formation au niveau des racines
des légumineuses de protubérances appelées nodules ou nodosité dans lesquels ces plantes
hébergent les Rhizobia dans un environnement propice a l'activité fixatrice d'azote
(Sadowsky et Graham, 2006).

Au sein de ces nodules, la plante fournit les substrats énergétiques/carbonés
nécessaires au Rhizobia qui en retour fournissent de l'azote sous forme d'ammoniac

directement utilisable dans le flux métabolique de la plante (Sadowsky et Graham, 2006).

La fixation symbiotique de l'azote est devenue un élément incontournable des
politiques de limitation des apports d'engrais azotés que ce soit pour des raisons économiques,
écologiques ou de durabilite de I'activité agricole (Alkama et al., 2002; Jeder et al., 2003).

Il est donc avantageux de cultiver les légumineuses car d'une part, elles fournissent des
aliments riches en protéines et d'autre part, ce sont des cultures a faible niveau d'intrants que

ne modifient que trés peu les équilibres biologiques naturels (Sprent, 2001).
Il s’avere selon la bibliographie que I’activité symbiotique entre Rhizobia et le pois

chiche «Cicer ariétinum L.» influence sur la fixation d’azote.



Introduction

La question principale objet de notre étude est la suivante : a qu’elle stade de
développement du pois chiche la fixation azotée est importante , et qu’elle est la concentration
adéquate de I’enzyme Nitrogénase nécessaire pour une meilleure capacité de fixation de
I’azote atmosphérique pour les quatre variétés du pois chiche étudiés, ainsi pour évaluer le

meilleur rendement qualitative et quantitative.

Notre étude se compose de trois parties essentielles : La premiere partie est une étude
bibliographique sur les légumineuses en générale et le pois chiche en particulier, les

interactions Rhizobium- légumineuses et la nutrition azote.

La seconde partie est consacrée au travail expérimental notamment le dosage d’azote
totale et I’enzyme Nitrogénase (Activité Réductrice de 1’acétyléne) des quatre variétés de pois
chiche notamment (GAB 40, ILC 32-79, FLIP 84 et FLIP 85).

Enfin la derniere phase va étre consacrée a ’analyse des résultats quantitatifs et
qualitatifs obtenus du dosage d’azote totale durant la floraison et la maturation.et 1’enzyme

Nitrogénase durant le stade de développement de la floraison
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I Les légumineuses

1.1Généralités

Les légumineuses sont des veégétaux supérieurs qui appartiennent a la famille des

Fabaceae (Doyle, 2011).
Elle est composé d’environ 19.300 espéces dans les 750 genres qui se produisent comme des
herbes, des arbustes, des vignes ou des arbres dans des habitats principalement terrestres et
sont des composants de la plupart des types de végétation du monde (Lewis et al., 2005 ;
LPWG, 2013).

Les légumineuses se caractérisent par la présence d'un gonflement au niveau des
racines appelées nodosités, dans lesquelles les rhizobia réduisent I'azote atmosphérique en
ammoniac disponible pour la nutrition azotée de la plante (Raven et al., 2000).

Actuellement, la famille des légumineuses est divisée en trois sous-familles, les
Caesalpinioideae, Mimosoideae et Papilionoideae (LPWG, 2013 et Cardoso, 2013).

1.2 Le pois chiche "*Cicer arietinum. L"
1.2.1 Origine

Le pois chiche est une légumineuses alimentaire de grande importance en Europe,
I’ Afrique du Nord, I’Inde et les pays moyen orient (Igbal et al., 2006 ; Viveros et al., 2001).
Il est cultivé principalement en Algérie, Ethiopie, Iran, le Mexique, le Maroc, le Pakistan,

I’Espagne, la Syrie, la Tanzanie, la Tunisie et la Turquie (Naghavi et Jahansouz, 2005).

En Algérie sa culture est située dans I’Est a Skikda, Guelma (zone littoral et sublittoral) et
Mila (plains intérieurs). Dans ’ouest du pays elle est cultivée principalement a Tlemcen et
Sidi Bel Abbas (Zaghouane, 1997 ; Hamadache, 2000), sa production représente 351178

quintaux en 2014 avec un rendement qui demeure assez faible (MADR, 2015).
1.2.2 La classification

Selon (USDA, 2008), I’espéce Cicer arietinum L est classé dans :

Régne: Plantae

Embranchement: Spermatophyta (plantes a graines)

Sous embranchement: Magnoliophyta (=angiospermes, phanérogames ou plantes a fleurs)

Classe: Magnoliopsida
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Sous-classe: Rosidae
Ordre: Fabales

Famille: Fabaceae

Genre: Cicer

Espece: Cicer arietinum.L

1.2.3 Les caractéres morphologiques

Le pois chiche est une plante annuelle autogame avec un pot ou moins érigé et une taille de 30

a 70 cm selon la variété (Street et al., 2008).

» La partie aérienne

La plante de pois chiche, comme toutes les plantes est composée d’un certain nombre

d’organes :

La tige, est anguleuse d’une hauteur de 20 cm a 1 m, la tige principale portent
apparaissent des ramifications secondaires.

Les feuilles, sont alternes, imparipennées, chaque feuilles compte 10 a 15 folioles
ovales, dentées et recouvertes de poils (Allali et al., 2007).

Les fleurs, sont habituellement solitaires a 1’aisselle des feuilles, bisexuée, blanches
verdatres, rose ou violacées, disposées en grappe caractérisées par leur aspect, de
papillons.

Le fruit, est une gousse velue, globuleuses contenant une ou deux graines. (Bejija et
Van Der Maes., 2007).

Les graines ont généralement une forme plus au moins arrondies, de couleur creme
pale et présentant une saillie en forme de bec (Elbekkay, 1984).

Partie souterraine, le systéme racinaire est pivotant, bien développé pourra atteindre

jusqu’a plus d’un metre de profondeur (Allali et al., 2007).
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Figure 01: Morphologie de la plante de pois chiche. (A) Vue d’ensemble d’un champ
de pois chiche; (B) Feuilles composées de pois chiche; (C) Gousses jeunes vertes ; (D)
Fleur mauve de Cicer arietinum (Maheri et al., 2008).

1.2.4 Les types de pois chiche

Il existe deux types ou variétés de pois chiche commercialisés dans le monde: pois
chiche Desi (A) et pois chiche Kabuli (B) (Figure 02).

Figure 02: Graines de pois chiche type Desi et Kabuli (Sanjeewa et
al., 2010)

La variéte Desi: (signifiant la variété locale) se caractérise par des graines petites,

recouvertes d’un tégument foncé, €pais et strié.
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La variété Kabuli: (signifiant variété « de Kaboul »), se distingue par des graines plus

grandes, de couleur créme claire, dotées d’un tégument fin et lisse. Elle est cultivée sur le

pourtour méditerranéen (Rachwa-Rosiak et al., 2015).

Le type Gulabi: Ce style présent des caractéres intermédiaires entre les deux types précédent.

IIs présentent un grain lisse et clair, d’une taille moyenne (ITGC, 2013).

1.2.5 Les types de cultures

En Algérie, on distingue deux types de cultures: Le pois chiche d’hiver et le pois chiche de

printemps.

Les dates de semis du pois chiche varient selon le type de cultures et les régions

bioclimatiques (Wery, 1990).

Culture de printemps: Le semis du pois chiche de printemps est effectué fin février-
début mars et la récolte peut avoir lieu fin juin-début juillet (Slama, 1998).

Culture d’hiver: Les dates de semis et de maturité d’hiver ont été avancées
respectivement vers les mois de novembre-décembre et juin (Bamouh et al., 2002).

1.2.6 Les étapes de développement du pois chiche

Le cycle végetatif du pois chiche compte deux périodes déterminées par des stades repérés

correspond a des changements notables dans ’allure du développement et au rythme de

croissance, qui sont :

> La période végetative : cette période s’étendue de la germination jusqu’a la

ramification a I’apex initie des nceuds a chaque nceud, il y a initiation d’une feuille
(ITGC, 2001).

La levée, est I’apparition des plants a la surface du sol elle peut étre retardée par les
basses températures, dans ce stade on observe 1’apparition de la premiére feuille.

La ramification est marquée dés que la premiére tige se développe alors a partir d’un
bourgeon de la base et les premieres nodosités se forment, 1’¢longation des entre
nceuds se fait progressivement (Kachache, 2005).

La période de reproduction: Selon Allali et al., (2007), le délai de la floraison a été
déterminé en retenant le nombre de jours separant le semis et celui ou 50% de fleurs
sont épanouies. Elle commence du nceud inférieur.

La fructification: concerne le début de formation de gousse ou bien 1’apparition de

(transformation des fleurs en gousses).
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e La maturité: est définit comme étant le stade caractérisé par la chute des feuilles;
nécrose de I’extrémité de la gousse; brunissement du point de jonction entre le grain et
I’épicarpe de la gousse.

La durée de la période reproductrice est considérée comme étant le nombre de jours aprés

I’apparition des premiéres fleurs jusqu’a la récolte finale (Kachache, 2005).
1.2.7 Situation de la culture du pois chiche
1.2.7.1 Dans le monde

Le pois chiche est principalement produit et consommé (95%) dans les pays en voie de
développement (FAO, 2016).

Pendant les vingt dernieres années, le pois chiche a été classé troisieme légumineuse a
grains la plus cultivee dans le monde, aprés le haricot sec et le petit pois (FAO, 2015).
L’Inde est premier producteur mondial de pois chiche (67% de la production totale). Les
autres principaux producteurs de pois chiches au monde sont le Pakistan, la Turquie, le
Mexique, le Canada et 1’ Australie (FAO, 2016).

1000000 - Asia
= 900000 -

800000 -

700000 - Oceania

_E. 600000 -

500000
400000 -

g 300000 - Northern America
200000 - Central America
100000 - Europe

0 - South America

1983 1988 1993 1998 2003 2008 2012

Figure 03: Evolution de la production de pois chiche dans le monde (Millan et al.,
2015).

1.2.7.2 En Algérie

L’évolution des superficies, production et rendement En Algérie, le pois chiche

constitue la seconde 1égumineuse cultivée aprés la feve (Abdelguerfi et al., 2001).
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Les rendements sont trés variables d’une décennie a 1’autre. Ils varient en moyenne de 3 & 7

g/ ha (Zine-Zikara et al., 2015) .

Figure 04: Evolution des superficies emblavées, de la production et du rendement du
pois chiche entre 2000 et 2014 (FAO, 2015).

Au cours des 30 derniéres années, le rendement est passé de 262 kg/ha a 936 kg/ha, mais cela
reste trop faible par rapport aux besoins de la population. L'Algérie importe plus de 200% de
sa production (66 000 tonnes) (Madrid et al., 2015).

1.2.8 Intérét du pois chiche

Intérét économique: Le pois chiche est une importante Iégumineuse consommeée a travers le
monde spécialement dans le mande Afro-asiatiques (Kumar et al., 2012).

Tableau 01: Rendement et production mondiale du pois chiche en
comparaison avec d’autres cultures (compagne 2004-2005) (FAO, 2005)

Cultures Rendements Production (Mt)
(kg/ha)

Mais 4.707 692.034.184

Soja 2.292 209.531.558

Haricots 0.709 25.419.286

Petits pois 1.757 20.721.735

Pois chiche 0.818 9.172.530

Lentille 1.007 4.031.837
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Intérét agronomique : La capacité symbiotique que possede le pois chiche d’utiliser 1’azote
atmosphérique pour sa croissance, leur rend comme culture préférable de 1’agriculture durable
en réduisant la dépendance au fertilisant azoté (Babar et al., 2009 ; Khan et al.,2009;
Hassan,2006 ; Flandez-Galvez et al., 2003).

I a été également rapporté que cette culture réduit I’inoculum potentiel des maladies

racinaires d’origine tellurique (Flandez-Galvez et al., 2003).
1.2.9 Propriétes nutritionnelles du pois chiche

Le pois chiche constitue une source tres importante de protéines végétales (Ben
Mbarek et al., 2009; Rekha et Thiruvengadam, 2009 ; Cherif et al., 2007 ; Hassan, 2006),
et comme tous les aliments végéetaux il ne contient pas de cholestérol.

Le pois chiche renferme entre 20 % et 25% de protéines (Cortes-Giraldo et al., 2016), de
teneur intéressante en matiére grasse, sa composition minérale est riche en phosphore,
calcium, magnésium , fer et de zinc (Pratap et Kumar,2011 ; Charly, 2008).

De plus, il offre une quantité importante de vitamines B1, B2 et B9.Le pois chiche s’intégre

bien aux régimes végétariens (Charly, 2008).

Tableau 02: Valeur nutritionnelle moyenne pour (100 g) de pois chiche
(Ciqual, 2013)

Composés Quantité Composés Quantité

Apport 1288Kj Provitamine A 0180mg
énergétique

Fibres 15.5g Vitamine B1 0.518mg
alimentaires

Protides 18.69 Vitamine B2 0.134mg

Eau 8.779 Vitamine B9 0.340mg
Cendre totals 2.94¢g Vitamine C 5.1mg

Glucides 44.3¢9 Vitamine K 0.264mg

Amidon 41.89¢g Calcium 124mg

Sucres 2419

Lipides 5.92mg Chlore 80mg
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1.2.10 Variétés cultivées en Algérie

Dans le monde, il existe de nombreuses variétés de pois chiche, plus de 20 mille
variétés (Plancquaert et Wery., 1991).
Les principales variétés cultivées en Algérie (Tableau 03), sont du type Kabuli et Gulabi
(ITGC, 2011).

Tableau 03: Les principales variétés cultivées en Algérie (ITGC, 2011).

Variétés locales En multiplication Nouvelles variétés introduites
Ain-Temouchent Chetoui 1 (ILC 32 79) Gab 4 (Flip 9393 C)
Sabdou Chetoui 2 (ILC 482) Gab 5 (Flip 88 85 C)

Rabat 9 Flip8492C Flip 97 706 C

1.2.11 Les principales maladies affectant le pois chiche

Les maladies pouvant affecté le pois chiche regroupent plus de cinquante especes
(Nene et al., 1991).

Les Nématodes

Des attaques au niveau des nceuds racinaires peuvent étre provoquées par Meloidogyne

incognita et Pratylenchus thornei (Zikara-Zine et Bouznad, 2007).
L’anthracnose

L’anthracnose ou brulure ascochytique du pois chiche causée par Ascochyta rabiei
(Sharma and Ghosh, 2016). Elle est remarquée au moment de la floraison et la formation

des gousses, sous forme de patchs de plantes nécrosées dans le champ (Pande et al., 2010).
Le flétrissement

C’est une maladie causée par un groupe de champignons du genre Fusarium
oxysporum cicer (ITGC, 2013), est considéré parmi les maladies les plus importantes sur pois
chiche ou des prospections réalisées dans les différentes régions du pays, ont révélé la forte

présence de cette maladie (Bouznad et al., 1990).
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1.2.12 Utilisation médicinales

Le pois chiche est trés apprécié comme aliment de santé surtout dans les pays
développés vu sa faible teneur en matieres grasses et sa richesse en fibre (Baumgartner,
1998)En effet, il convient au régime alimentaire pour les patients souffrant de maladies

coronariennes et cardiovasculaire et aux diabétiques du type 2 (Trinidad et al ., 2010).

Il contréle le taux de cholestérol et la tension artérielle (Jukanti et al ., 2012) et

couvre largement les besoins nutritifs en acides aminés de 1’homme adulte et de I’enfant

(Mansour,1996).
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I1 Notion de Rhizobium

Les Rhizobiums sont des bactéries du sol, appartenant a la famille des Rhizobia, ils
sont des Gram négatif, strictement aérobies, possédant une forme de batonnets de 0,6 a 0,9
um de largeur et de 1,2 a 3 um de longueur et non sporulant (Jordan, 1984).

Leur croissance est optimale a une température de 28 °C et un pH entre 6 et 7(Hopkins,
2003).

Les rhizobiums sont capables d'induire la formation des nodules chez les
Iégumineuses. Ces bactéries symbiotiques échangent des signaux moléculaires avec la plante
hote qui lui confére les sucres et son partenaire bactérien aboutissant a la formation des
nodosités, dont lesquelles il réduise I'azote atmosphérique en ammoniac (Yaw Boakye et al.,

2016),directement assimilable par les plantes hotes (Moulin et al., 2001).

Figure 05 : les aspects microscopique et macroscopique des rhizobia

A —les rhizobia sous forme de bactéroide vu au microscope electronique
(Dommergues et Mangenot, 1970).B-forme de bradyrizobium
japonicum a I’état libre vu au microscope ¢électronique (Sadowsky et
Graham, 2006). C-Aspect des colonies de rhizonium sur millieu YEM
gélosé (Sekkour, 2008).

I1.1 Caracteres biochimiques

Les caracteres biochimiques évaluent la présence et/ou ’activité de différents enzymes
tels que le glutamate déshydrogénase, la nitrate réductase, I'uréase, le glucose 6 phosphate

déshydrogénase, ’adénylate kinase et I’indole- phénol oxydase, ainsi que d’autres enzymes
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impliqués dans les voies métaboliques d’assimilation des substrats carbonés (El-Hilali, 2006).
Les rhizobiums a croissance rapide présentent un spectre d’assimilation trés large vis a-vis des
substrats carboneés par rapport aux rhizobiums a Croissance lente (Graham, 1963).

Cependant la majorité des souches a croissance lente préferent le pentose. Les rhizobiums
n'assimilent pas l'azote en dehors de la plante hote et ont besoin d'une source d'azote
ammoniacal ou aminé pour leur développement a I'état libre (Pelmont, 1995).

1.2 Taxonomie

Rhizobia est un terme qui a été¢ donné aux bactéries du sol qui sont capables d’induire
des nodules sur les Iégumineuses, et d’y fixer 1’azote atmosphérique en symbiose.

Actuellement on prefére substituer au terme de « rhizobia », qui est un terme derivé du
nom du genre Rhizobium, le terme de BNL (Zakhia et al., 2004). En effet, des bactéries
appartenant a différents genres et classes taxonomiques sont aujourd’hui connues pour leur
capacité symbiotique. (Benhizia et al. 2004).

Les Rhizobia sont divisés en 40 espéces et 07 genres (Moulin et al. 2001), forment
actuellement 1’ensemble des bactéries connues comme symbiotes de légumineuse (Zakhia et

De Lajudie, 2001; Moulin et al., 2001; Chen et al., 2001; Ngom et al., 2004).
11.2.1 Classification des Rhizobia

Les recherches récentes indiquent que la diversité des rhizobia, comme celle de tous
les autres micro-organismes (Amarger, 2001).

La classification des rhizobia a subi de nombreuses modifications ces derniéres années
Le (tableau 4) tente simplement de refléter I'état des connaissances actuelles sur la

classification des rhizobia (Gharam, 2008).
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Tableau 4: Classification des rhizobia (Graham, 2008)

Genres

Especes

Plantes hbtes

Allorhizobium

A. undicola

Neptunia natans,

Acacia, Faidherbia

Azorhizobium

A. caulinodans

A. doebereinerae

Ses bania virgata

Aeschynomene indica

Blastobacter

B. denitrificans

Chamaecytisus, lupinus

Bradyrhizobium

B. canariense

Glycine max

Mesorhizobium

M. ciceri

M. mediterraneum

Cicer arietinum

Ralstonia (cupriavidus) | R. taiwanesis Mimosa
Sinorhizobium S. abri Abrus precatoius
R. leguminosarum bv trifolii Trifolium
Rhizobium R.etli Phaseolus vulagaris, Mimasa
affinis
R. huautlense Desmanthus

11.3 La relation symbiotique

La symbiose Rhizobium-légumineuse est le résultat d'une interaction hautement

spécifique entre la plante et la bactérie (Perret et al., 2000).

La symbiose se caractérise par la présence d’organes particuliers, situés au niveau des
racines, appelés nodosités au sein des quels la bactérie réduit 1’azote atmosphérique en

ammoniac, assimilable par la plante (Foucher et Kondorosi , 2000).
11.3.1 Génétique de la Fixation

Certaines bactéries fixant l'azote vivent en liberté, mais la plupart des espéces
symbiotiques comme le genre Rhizobium vivent au sein de nodosités spécialisées sur les
racines de légumineuses. La formation de ces nodosités exige une collaboration génétique

intime entre les bactéries et la plante (Michelle, 2006).
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11.3.1.1 Les flavonoides

Du latin (flavus, jaune) sont des substances généralement colorées trés répandues chez
les végétaux (Guinard, 2000).

Les flavonoides sont des substances phénoliques émises par les racines des
I[égumineuse, ces substances sont tres importantes du point de vue symbiotique (Boukli,
2006), Ce sont les principaux signaux émis par la plante hote et percus par les rhizobiums
dans le sol (Taylor et Grotewold, 2005).

Dans I’interaction rhizobium-légumineuse, les flavonoides induisent I’expression des
génes bactériens nod, nécessaires a la production de molécules symbiotiques essentielles a la
nodulation: les facteurs Nod (Peters et al., 1986; Peters et Long, 1988).

11.3.1.2 Les facteurs Nod

Facteurs Nod L’identification du signal Nod, qui lance le dialogue moléculaire entre
les légumineuses et leur rhizobia, est une étape essentielle dans la nodulation (Terefework
,2002).

Facteurs nod sont des lipo-chito-oligosaccharides (LCOS) produits par des différents
génes (Perret et al., 2000). La biosynthése et la sécrétion des facteurs Nod sont 1’expression
de genes de nodulation ou les génes nodABCD (Debelle et aL., 2001).

» Les génes régulateurs (nod D) qui codent la synthese des protéines constituant le

facteur de transcription (Hrish, 1992 ; Denerie et al., 1996).

» Les genes communs (nod A, B, C) qui codent pour les enzymes catalysant la synthese

des facteurs nod (Long, 1996).

» Les génes spécifiques qui codent pour les substitutions et les sécrétions des facteurs
nod (Long, 1996).
» Les facteurs nod induisent la déformation des poiles racinaires, la division corticales

des cellules et enfin la formation de nodule primordium.
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Figure 6 : Echange de signaux lors d’une symbioserhizobienne-légumineuse
(Schultze et Kondorosi, 1998; Oldroyd et al, 2011).

11.3.2 Processus de la nodulation

11.3.2.1 Formation des bactéroides

L'envahissement des bactéries dans des cellules de la plante héte est débuté par la
formation d'une gouttelette d'infection. Les gouttelettes d'infection peuvent former au bout des
fils intracellulaires courts d'infection .Les bactérioses mdrs de membrane de cellules de la
plante continuent & accumuler de grandes quantités de PHB ou polyhydroxybutyrate (Juergen
et al., 2006).

Cordon d'infection

Bactéries

™~
@
RS——Y

I
FigureQ7 : Infection intracellulaire et différenciation du Symbiosome chez
les légumineuses (Patriarca et al., 2004).
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11.3.2.2 Les étapes de nodulations

La nodulation est considérée comme la premiere caractéristique de I'association
symbiotique (Figueiredo et al., 2008 B; Lohar et al., 2009), et ce développement se fait
selon les étapes suivantes: pré-infection, l'infection, le développement et la formation des

nodules .
e Pré-infection

C'est la phase préliminaire qui détermine la spécificité symbiotique entre les rhizobia
et les Iégumineuses suite a un échange des signaux moléculaires ciblant le systéme racinaire
de la plante héte (Yang et al., 2010).

En condition de carence en ions ammonium (NH;"), les plantes produisent des
flavonoides (molécules signales) au niveau de leurs racines (Patriarca et al., 2004; Cooper,
2007) induisant I’expression de génes chez la bactérie, conduisant notamment a la production
de composés lipochito oligosaccharidiques.

Les facteurs Nod induisent des modifications morphologiques, physiologiques et
moléculaires chez la plante hote. La déformation du poil racinaire est observée environ 12 a
24 heures; les poils absorbants changent leur direction de croissance et forment une structure
en crosse de berger, courbés, renflés, entrelacés, déformés, branchés ou joints qui enferme les
Rhizobium (Wais et al ., 2002) .

e Infection

L'infection débute juste aprés que le rhizobia s'attache aux racines de la plante hote,
cette infection se fait en deux voies: voie intracellulaire a travers des poils absorbants ou des
blessures et voie intercellulaire lorsque les bactéries pénetrent dans les cellules radiculaires
par des filaments infectieux (Estrada-Navarrete et al., 2016), puis elles deviennent des
bactéroides capables de fixer I'azote atmosphérique (Spraink et Blodergoen, 1998). Enfin la

croissance des nodosites se poursuit dans les régions infectées.

e Développement et formation des nodules

L’infection de la plante par le Rhizobia induit la différenciation et la division des

cellules du cortex (Foucher et Kondorosi , 2000).
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De ce fait une structure appelée prénodule est observées, ce prénodule contient
beaucoup des cellules corticales infectées par la bactérie fixatrice d'azote, puis un primordium
nodulaire est initié suit a des divisions dans une zone proche du prénodule (Geurts et
Franssen, 1996).

Un nodule mature est constitué de plusieurs lobes nodulaires chacun possédant une
vascularisation centrale et un cortex divisé en trois zones: zone méristématique, zone
d'infection et une zone pour la fixation d'azote (Benabdour et al., 2012).

1. Reconnassamoe

_Poil racinaire et attachement (meédiation
e par la rhicadhéasina)

— Cellule de Rbizobitrm

2. Excréetion des facteurs de

l nodulation par la bactérie,
provoqguant la courbure
du poil racinaire
! 3. Invasion. Les Rhizobiwurm

pEnetrent le poil racinaire
et se multiplient a Nintérieur
du cordon d'infecrtion
— <. Les bactéries dans
le cordon dinfection
se multiplient en
direction du cortex
racinaire

Les cellules Cordon dinfection

envahies
de la plante et leurs voisines
sont stimuléass et se divisent

5. Formation des
bactéroides a lNintérieur
Sa ? - g des cellules de la plante
- > - ! L ‘f"-
. J .
- ~Yn e
-_— - _— -
=, - s -
- - -
- [’

Figure 08 : Les étapes de la formation d'un nodule racinaire chez une légumineuse

infectée par rhizobia (Madigan et Martinko , 2007).
11.4 La nitrogénase et son fonctionement

La fixation biologique de l’azote atmosphérique est catalysée par un complexe
enzymatique appelé complexe nitrogénase (Rees et Howard, 2000). La nitrogénase (nif, pour
la fixation de I'azote), est présent dans une grande variété de bactéries du sol, mais pas dans
les plantes ni chez les animaux, ne fonctionne que dans des conditions anaérobies, car le
systeme enzymatique est inactivé de maniere irréversible par [I'oxygene. Il est

énergétiqguement colteux et il nécessite 16 molécules d'ATP (Deacon, 2013).
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La fixation du N, transformé en NH; est opérée lors de la réaction suivante :
N, + 8H" + 8e- + 16 ATP ———— H, + 16ATP + 16Pi (Geddes, 2016).

La réaction requiert un donneur d’¢lectrons en plus de 1’adénosine triphosphate (ATP).
Les électrons sont générés de différentes maniéres dépendamment du métabolisme de
I’organisme (Cheng, 2008). Ces électrons sont transferés directement a la flavodoxine ou a la
ferrédoxine, transporteurs qui assurent le transfert des électrons de la protéine Fe de la
nitrogénase et un cycle de réactions d’oxydo- réduction démarrera en conséquence (figure9)
(Dixon et al., 2004; Cheng, 2008). En effet, la compréhension du mécanisme d’action de la
nitrogénase s’est amélioré aprés la détermination de la structure cristallographique des
protéines Fe et MoFe (Ferguson 1998; Rees et al. 2000; Dixon et al.2004) ainsi que celle du
complexe formé entre les deux protéines sous forme stabiliser (Dixon et al., 2004). Alors,
deux molécules de Mg ATP vont se lier a la protéine Fe réduite puis elles vont étre

hydrolysées pour qu’il y ait un transfert d’un électron de la protéine Fe a la protéine MoFe.

—- Protéine Mo-Fe Formation du
‘/ATFN complexe
( ATP . —_—
s e

Protéine Fe
2 /ADFD
s
¢ Transfert d’électron

(Réduite)
Yy e Hydrolyse d’ATP
2 I@P 2p ¢ Libération de 2 P,
- i

Réduction

Ferrédoxine
&
Flavodoxine

@D

@ Dissociation /ADP
& <-—E
Protéine Fe @P

(Oxydée)

Figure09: Mécanisme d'action de la nitrogénase (Dixon et al., 2004) .

La reduction de N, qui se fait en plusieurs étapes, se déroule reellement au niveau de
la protéine MoFe. Chaque atome d’azote fixé nécessite le transfert de six électrons ce qui fait
un total de 12 molécules d’ATP pour une seule molécule de N,. Cependant, la nitrogénase

réduit aussi les protons en H; donc elle a besoin ainsi de deux électrons supplémentaires.
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Le bilan total s’éleve alors a 8 électrons transférés et 16 molécules de MgATP

hydrolysées (Cheng, 2008).
11.5 La leghémoglobine

C’est une chromoprotéine qui est responsable de la coloration rouge du contenue
nodulaire de certaine 1égumineuses, elle n’est présente que dans les nodules fixateurs d’azote

(Blandreau,1980).

Le complexe nitrogénase est extrémement sensible a I’inactivation par O,. La
leghémoglobine abaisse considérablement la concentration d’O2 libre dans les nodules de la
plante en le fixant; ’oxygeéne fixé par la leghémoglobine n’est plus libre dans les nodules et

ne peut donc plus interagir avec la nitrogénase pour I’inhiber (Brewin et al., 1992).

20



Chapitre 111 La nutrition Azotée

111 La nutrition azotée

La nutrition azotée des légumineuses est d’autant plus difficile a étudier qu’elle résulte
de la combinaison de deux voies trés différentes : la fixation de 1’azote atmosphérique et
I’assimilation de I’azote minérale. La participation de chacune a 1’alimentation en azote de la
plante, varie beaucoup selon les especes et les conditions de culture, comme en témoigne la

forte variabilité des pourcentages d'azote fixé (Wery, 1983).
111.1 L azote

L’azote est un élément-clé de la nutrition des cultures a travers son réle dans

I’élaboration des protéines et de la chlorophylle (Hopkins, 2003).

L’azote joue un role essentiel dans la synthése de la matieére vivante a partir de la

matiére minérale (Cleland et Harpole, 2010).

Les quantités d'azote assimilables par les plantes dans les sols sont faibles alors que cet
¢lément constitue souvent, avec le manque d’eau et de phosphate, un principal facteur limitant
la croissance des végétaux (Cleland et Harpole, 2010), Il représente environ 2% des matiéres
seches totales de la plante qui pénétre la chaine alimentaire. Néanmoins, les plantes ne
peuvent pas accéder directement au gaz dinitrogéne (N,) qui représente environ 80% de
I'atmosphere, Elles absorbent I'azote disponible dans le sol & travers leurs racines sous forme

d'ammonium et de nitrates (Santi et al., 2013).

111.2 le cycle de I’azote
Dans ce cycle, trois processus de base sont impliqués dans le recyclage de I'azote
atmosphérique: la fixation de I'azote diatomique (Ny), la nitrification et la dénitrification
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Figure 10 : schéma simplifi¢ du cycle de 1’azote montrant les différentes étapes
permettant La minéralisation de I’azote organique synthétisé par les végétaux apres
absorption de formes minérales (ammonium et nitrate) ou organique (acides
aminés) (Briat et Job, 2017).

111.2.1 La fixation de I'azote diatomique (N.)

Cette réaction se fait dans les sols ou le pH est élevé, elle nécessite un apport de
I'énergie de la photosynthese (cyanobactérie, les symbiotes de légumineuses). Cette fixation
tend a produire des composés ammoniums (NH,") et I'ammoniac (NHa), et la réaction de
réduction de l'azote se fait par l'intermédiaire des substances organiques, selon I'équation

suivante:
1/2 No+ (CH,0) ————» NH; '+ CO;
Matiére organique Ammonium
111.2.2 La nitrification

La nitrification est une réaction d'oxydation qui se fait par catalyse enzymatique reliée
a des microorganismes dans les sols (Nitrosomonas ou Nitrobacter). Les produits de fixation
(NH,4", NHs) sont transformés en nitrites et nitrates (NO>', NOs’) (Hopkin, 2003).
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Selon les équations suivantes:

Nitrosomonas
NH," » NO,
lon ammonium lon nitrite

Nitrobacter
NO, » NO3
lon nitrite lon nitrate

111.2.3 La dénitrification

Il s'agit d'une réaction de réduction de (NOg") par I'intermédiaire des microorganismes
tels que (Pseudomonas, Paracoccus,....) qui réduisent les nitrates (NO3) en azote
atmosphérique (N2) (Pujic, 2009). Ce processus nécessite la présence des matiéres organiques

suivant I'équation:

4NO;3+ 5(CH,0) + 4H" » 2N, + 5CO, + 7H,0
Matiere organique

111.3 La fixation d’azote
111.3.1 Fixation industrielle de |'azote

La fixation industrielle ou artificielle s'effectue grace au procédé de Haber-Bosch, qui
consiste a synthétiser l'ammoniac (NHs3) par hydrogénation du diazote (N,) gazeux

atmosphérique avec le dihydrogéne (H;) gazeux, suivant I’équation :
500°C
300 atm
3H>+ N, > 2NH;3

Ce processus est trés colteux, car il nécessite environ 2 a 3 tonnes de pétrole pour
produire une tonne d'engrais azoté par ce procédé. Environ 80 a 109 Kg d'ammoniac sont

fabriqués chaque année par ce processus (Benabdour et al., 2012).
111.3.2 La fixation biologique

La fixation biologique de 1’azote est un processus qui permet de produire des
substances protéiques a partir de 1’azote gazeux présent dans [’atmosphere de
I’environnement. C’est le processus de réduction enzymatique de 1’azote atmosphérique (N>)

en azote ammoniacal (NHs), cette forme d’azote combiné représente la fin de la réaction de
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fixation et le début de I’incorporation de I’azote fixé dans le squelette carboné (Hopkins,

2003).

La fixation biologique de l'azote joue un ro6le essentiel dans le cycle de I’azote dans
I'écosysteme. Plusieurs types de bactéries fixatrices d'azote sont connues telle que les
bactéries vivantes dans le sol ou dans I'eau, des bactéries symbiotiques produisant des nodules
racinaires dans des légumineuses (Ohyama, 2014).

111.3.2.1 La fixation libre d’azote

Elle est réalisée par des bactéries dites diazotrophes qui sont des bactéries libres vivant
dans le sol et ayant la capacité de fixer librement 1’azote grace a un enzyme qui appelée la

nitrogénase (enzyme identique chez tout les bactéries fixatrice d’azote) (Soltner, 2007)
111.3.2.2 La fixation symbiotique de I’azote

La fixation biologique de I’azote est définie comme un processus par lequel les
bactéries du sol transforment I’azote inerte de ’air en une forme d’azote assimilable par la
plante (Lindemann et Glove, 2003). Lors de ce processus l'azote atmosphérique (N, ou

diazote) est transformé en ammoniac (Ricklefs et Miller, 2005 ; Rose et Mueller, 2006).

Ce processus résulte de l'activité d'une enzyme qui s'appelle la nitrogénase (Prescott et al.,
2003; Maier et al., 2009).

I11.4 Importance de I’azote dans la nutrition des plantes

L’azote est 'un des éléments nutritifs majeurs utilisés par les plantes. C’est le
quatrieme constituant des plantes qui est utilis€¢ dans I’élaboration de molécules importantes

comme les protéines, les nucléotides, les acides nucléeiques et la chlorophylle (Epstein, 1972).

L’azote considéré comme un élément constitutif des végétaux, le plus important aprés
le carbone et qui doit étre sous une forme assimilable pour les plantes, c¢’est pour cette raison
que les plantes établissent des relations symbiotiques avec des bactéries (rhizobia) capables de
fixer et réduire 1’azote atmosphérique grace a un complexe enzymatique (nitrogénase) au sein

des nodules (Fossou et al., 2012).

L'azote (N) est un facteur limitant pour la croissance et le rendement des plantes, en
raison de sa faible disponibilité dans le sol, cet élément est un composant essentiel des
cellules au niveau structurel, genétique et metabolique, participant a beaucoup de processus

de croissance et développement de la plante, parmi les processus biologique fixateurs d’azote
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le plus étudiés est celui qui met en évidence I’association des légumineuses avec les

Rhizobium (Perret et al., 2000).
I111.5 La Spécificité d’hote

I1 y’a une forte spécificité dans la symbiose entre les Iégumineuses et le Rhizobium, ce
dernier est un genre de bactéries qui survit universellement dans le sol, ils colonisent les
cellules des 1égumineuse dans des nodules de racine et fixe 1’azote atmosphérique pour le

transformer en ammoniaque (Takashi, 2014).

La formation de la symbiose légumineuse-rhizobium exige l'infection réussie des
racines des légumineuses avec des rhizobia dans des cellules de la plante, ou les bactéries
favorisent la formation d’un nodule, dans lequel l'azote atmosphérique est fixé par les

Rhizobium aux dépend des ressources énergetiques de la plante (Glyan’koet et al., 2013).
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| Dispositif expérimental
[.1 Site

Le travail expérimental s’est déroulé dans la pépiniere de Kais qui se situe a 14 Km au
sud de laWilaya de Khenchela (culture en champs), compagne agricole 2017/2018.

|.2 Station pépiniere Kais

Il s’agit d’une opération de plantation des 04 variétés du pois chiche sur une parcelle
de terrain d’une surface de 200 m2 ( 21.5 m x 8.5 m) pendant le mois de janvier 2018,avant la
mise en place des bassins de culture , la préparation du terrain de laboure s’effectue comme
suit:

Les travaux de laboure été effectués a 30 jusqu'a 45 cm de profondeur par un tracteur en mois
d’Aout 2017.

Le Hersage au moyen du Roto herse qui permet le tracage des sillons en mois de décembre
2017.

L e tragage des bassins de semis.
L’Ensemencement des grains de pois chiche selon le plan de semi le 10 janvier 2018.
Un premier désherbage manuel en mois d’Avril 2018.
La collecte des échantillons phase 02 flor aison en mois d’Avril 2018.
La collecte des échantillons phase 04 remplissage des gousses en mois de Juin 2018.
Séchage des échantillons collectés de chaque phase a I’abri de la lumiére, pour analyse.
[.2.1 Situation géographique de la région d’étude

La région sud de Kais est située a I’ouest de la wilaya de khenchela. Occupe une:
Superficie totale de 360000 ha
Superficie agricole totale de 359500 ha

Et une superficie agricole utile de 77609 ha .Dont la superficie |égumineuse est de 450ha.
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Wilaya de Khenchela
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Figure 11: Situation géographigque de lazone de Kais (DPAT, 2016).

[.2.2 Caractéres climatiques

Le climat de la zone sud de Kais est de type semi-aride a hiver doux dans les

foréts, pour arriver aun climat aride et sec au niveau des oasis du sud.

Pour éudier les paramétres climatiques de la zone d'étude, nous avons exploité les
données recueillies au niveau de la station météorologique de EI HAMMA qui reste la
seule station fonctionnelle et la plus proche de nos sites d'étude ce qui nous a permis

d'extrapoler les données collectées(Annexe2).
[.2.3 Synthese climatique.

Pour caractériser le climat de la présente région d’étude et de préciser leur position a
I’échelle méditerranéenne, le diagramme Ombrothermique de BAGNOULS et GAUSSEN
et le climat gramme pluviothermique d’EMBERGER sont utilisés (Annexe2)

27



Matériels et méthodes

|.3 Caractéristiques des variétés de pois chiche étudiés

Il s’agit des variétés suivantes: FLIP 85-55, FLIP 84-92, IL C 32-79, GAB 40

Tableau 05 : Origines et caractéristiques des variétés du pois chiche étudiées
(Sourcel. T.G.C El Khroub)

Variétés FLI1P 85-55 FLIP 84-92 ILC 32-79 GAB 40
Origine |carda-Syrie Icarda-Syrie Stepnoj Ex | Stepnoj Ex
URSS URSS
Caractéristiques Culturales
Cydle végétatif Tardif Semi tardif Non tardif | Semi tardif
Floraison 130 jours 150 jours 130 jours
Maturité 168 jours 210 jours 200 jours
Caractéristiques Mor phologiques
Ramification Moyen afort Forte Faible Forte
Port delaplante Semi erige Erigé Semi érigé
Hauteur d’insertion 23cm 30cm 35cm
dela 1¢ gousse
Hauteur de la plante 52 cm 70cm 52 cm
Couleur delafleur Blanche Blanche Blanche violet
Nombre de gousse 170 120 170
par plante
Taille de la gousse Grande Moyenne Petite Moyenne
Nombre de grains par 1 1 1
gousse
Déhiscence des Sans Néant Sans
gousses
Couleur du grain Jaune Beige Beige Beige
Forme du grain Ronde Angulaire Ronde Angulaire
Taille du grain Grande Moyenne Petite Moyenne
Comportement a I’égard des aléas climatiques
4 Tolérante Tolérante Tolérante | Tolérante
Gelee
Froid Tolérante / Tolérante
Sécheresse Tolérante / Tolérante
Verse physiologique Resistante Resistante / Résistante
Productivité
Elevé 33.06 Qtx/Ha 26.50 Qtx/Ha | 40 Qtx/Ha

Rendement
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Il Matériels et méthodes
1.1 Matériel végétal

Notre travail a porté sur la plante cicer arietinum L(le nhom commun est le pois
chiche), appartenant a la famille des fabacées, récolté. Cette |égumineuse est récoltée en mois

d’avril 2018 au niveau de la pépiniére de Kais- Khenchela.

La partie aérienne (tiges et feuilles) et la partie souterraine (les racines) de la phase de
floraison et les graines des quatre variétés du pois chiche sont séchées, conservées dans des

sachets en papier a I’abri de la lumiére et de I’humidité broyeées a I’aide d’un broyeur.

Les poudres végétaux récupérées sont conservés dans des petits sacs le broyat va

constituer la matiére séche qui va servir a I’extraction et le dosage d ‘azote totale.

i O
Figure 12: Récolte, séchage des 04 variétés du pois chiche durant la phase de
floraison
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Figurel3: Séchage des grains des 04 variétés du pois chiche.
I1.2 Dosage del‘azotetotale
L ‘azote totale a été dosé selon la méthode de kjeldhal.

Cette méthode connue depuisl883, repose sur la destruction des matiéres organiques par

|*acide sulfurique concentré.
» Laméthodekjeldhal dansla bibliographie

La méthode de dosage de I’azote Kjeldhal est ancienne. Elle date de 1883 (1
publication dans le Chemical Analysis) et a été créée par un scientifique suédois du méme

nom, dans le domaine agroalimentaire.

Relativement simple, elle s’est trés vite répandue pour s’adapter a différentes applications,
principalement I’agroalimentaire et la médecine (Hepburn, 1908). Les différentes étapes de
laméthode Kjeldahl sont (K eys, 1939)

1%¢étape: minéralisation

Quand I’azote est sous forme organique, il faut d’abord procéder a la minéralisation du
Composé pour passer a de I’azote minéral (Nozawa, 2005). La molécule organique est
détruite par oxydation lors d’une ébullition avec de l'acide sulfurique (H2SO4) concentré, en

présence de catalyseur : le carbone sélimine sous forme de dioxyde de carbone (COy),

I’hydrogene sous forme d'eau et I’azote reste en solution sous forme d'ion ammonium (NH4").
Equation de minéralisation :
2Norganique +HZSO4, HZO N SO4(N H4)2+C02+H20

Le pH acide permet au sel d'ammonium d'apparaitre sous sa forme acide de I'ammonium
NH4".
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La dégradation de la matiére organique azotée se fait a lI'aide d'un catalyseur et de |'acide
sulfurique a haute température.

2¢me gtape : distillation
La deuxieme étape est la distillation a froid de I'ammonium par I'ajout d’un exces de

soude : le but est de transformer I'ammonium sous sa forme volatile, |'ammoniac.
L’équation de distillation
SOs (NH4)2+2NaOH —  SOsNa+2NH4OH
2NH4OH — > 2NH3+H>0

La soude est gjoutée en exces afin de changer le pH acide en un pH basique, ce qui a
pour effet d'obtenir de I'ammoniac. L'ammoniac NH3 est entrainé par la vapeur d'eau pendant

ladistillation. Les vapeurs d’ammoniac sont ensuite condensées au contact d’un réfrigérant.
L’eau piége ainsi I’lammoniac sous forme d’hydroxyde d’ammonium.
Equation de rétention de I'acide :
NH3+HO — 3 NH4OH
3°me éape : letitrage proprement-dit

Latroisiéme étape est |e titrage colorimétrique direct de I'ammoniac complexé avec de
L’acide borigue par une solution titrant d'acide sulfurique.

Les vapeurs d’hydroxyde d’ammonium sont recueillies dans une solution contenant un
indicateur coloré et de I'acide borique. L’acide borique est un acide faible qui se complexe

avec I’hydroxyde d’ammonium.
Equation de complexation:
2HBOsNH4+H2SOs — 5 2H2BO3+S04 (NH4)2

L’equivalence est visible par le virage de l'indicateur coloré du vert au rose. L'acide borique

est un acidefaible, il nelibére pas dions H* et n'interfére donc pas avec le pH.
» Modeopératoire

Il se décompose en plusieurs étapes : une préparation, la minéralisation des

échantillons, la distillation et enfin le titrage.
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Etapes préliminaires
Le minéralisateur a été allume sur le thermostat 7 (410 °C), et attendre au moins 15 min avant

de mettre le support et les 6 tubes a spécifiques et 0.3g de I’échantillon a doser ont été
Pesé pour |e déposer dans les tubes dessai. (Laura ,2011).

Minéralisation : transfor mation des composés azotés en ammoniac

12 ml I’acide sulfurique H,SOa4 ont été goute avec 2.7g de catalyseur en poudre (mélange de
sulfate de cuivre et sulfate de potassium (CuSOs et K,SO4)). Puis les tubes ont été place dans

le minéralisateur et branché au systéme d’évacuation des gaz, le scrubber.

La minéralisation doit étre poursuivre jusqu’au changement de couleur (couleur paille),
(Laura,2011).

k- v L
eE |

Figureld : Minéralisation de I’échantillon
Distillation : extraction de I’ammoniac de I’échantillon.
5 gouttes de phénolphtaléne dosée a1 % ont été goute dans les matras

Ce colorant est utilisé pour savoir si I’ajout de soude est suffisant dans I’étape de distillation.

Il est incolore en milieu acide et vire au rose viol et lorsque le milieu devient basique.
Doit étre ouvrir I’alimentation en eau avant I’allumage de distillateur.

Doit étre faire un tour de nettoyage du distillateur de 5 minutes avec un tube d’eau distillée et
sans gjout de soude. Le tube a été Branche sur le distillateur et un bécher a été place en sortie

contenant 5mL d’acide borique a 4% et 5 gouttes d’indicateur coloré(Tashiro).

La soude (NaOH) a été gjoute jusqu’a ce que la phénolphtaléine vire au rose (environ 3 fois

le volume d’acide). Elle neutralise I’acide du mélange minéralisé.
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Ladistillation a été lance pendant 5 minutes. Il est important de vérifier que I’alimentation en

eau est ouverte. De la vapeur d’eau injectée va extraire I’ammoniac de I’échantillon.

L’acide borique reagit avec I’ammoniac pour former une nouvelle espéce qui sera dosée
ensuite. L’indicateur coloré, violet dans I’acide borique, vire au vert lorsque I’ammoniac
s’ajoute (Laura ,2011).

RIE

Figurel5 :I’étape de la distillation
Titrage de I’ammoniac

Apres distillation, récupérer le bécher d’acide borique. Faire un titrage avec une solution
titrant d’acide chlorhydrique a 0,5 mol/L .Noter le résultat du titrage lorsque I’indicateur vire
au rose franc (Laura ,2011).

Figurel6 : Titrage de distillat par I’acide chlorhydrique.
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I1.3 Expression desrésultats

La teneur en azote Kjeldahl (N) est exprimée en milligrammes par Gramme de

matieres seches et est donnée pour le titrage de la totalité du distillat par I’équation suivant

_ (V1-V2)xcx14.01
- mxWDR

N x 100

Ou
c est la concentration de I’acide chlorhydrique en moles par litre.
V1 est le volume de titrage en millilitres
V2 est le volume detitrage de |’essai a blanc, en millilitres
m est la masse de I’échantillon seche prélevé pour la minéralisation, en grammes
Wor est lateneur en matiére séche de I’échantillon exprimée en pour cent
14,01 est la masse atomique de I’azote
[1.4 Teneur desprotéinesdansle poischiche

La transformation des résultats en poids de protéine sobtient en multipliant la quantité
d'azote déterminée par un facteur adéquat: on prend la teneur en azote multipliée par 6,25
(Cerbuliset Farrell, 1975;Combe, 1991).
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[1.5 Mesure de I’activité nitrogénasique

Au cours de notre expérimentation nous avons utilise la méthode «in situ» de
réduction d’acétylene mise au point par (Balndreau et al., 1980) .

Cette méthode consiste a isoler la partie souterraine de la plante de I’atmosphére extérieur, et
ceci gréce a un sac en plastique hermétiquement fermeé pour assurer I’étanchéité du dispositif
d’incubation.

Figurel?: lanitrogénase

A I’aide d’une seringue hypodermique, on préléve 10 d’acétylene a partir d’une bouteille
sous pression. Ces 10  sont injectés directement dans le pot atravers le sac en plastique et on
laisse en incubation pendant 30mn.

Avec la méme seringue, on préleve 5ml du mélange gazeux interne qu’on injecte pour
stocker dans le tube vénoject de 13ml fermé avec un bouchon en caoutchouc.

Le tube est préalablement vidé par un prélevement de bml d’aire afin d’éviter toute
compression pendant le stockage.

L’ethylene produit est dosé dans chromatographie en phase gazeuse (C.P.G).

L’injection dans le chromatographe est effectuée a I’aide d’une seringue hypodermique de
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1ml. Dans le tube venoject, 1ml de contenue gazeux est prélevé et injecté a travers la pastille

du chromatographe.

On lit sur I’enregistreur la hauteur H du pic éthyléne, on déduit le nombre de moles d’éthylene

contenues dans 1ml injecté.

Les pics de sortie correspondant au gaz sont repérés sur le chromatographe dans I’ordre

suivant : air, CoHg, CoHo.

De ce fait, la hauteur des pics des différents échantillons nous permet de calculer I’ARA

suivant laformule :

Hech x V1 X V2 X V4 x V5 x 60 x 10°
Hech x 24500 X V3 X V6 X V2 X t

ARA(umoles CoHy/plant) =
V1 : volume éhyléene étalon.
V2 : volume injection au chromatographe.
V3 : volume flacon étalon.
V4 : volume venoject.
V5 : volume du pot.
V6 : volume prél évement.

T : temps d’incubation.
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111 Résultats et discussions

En début de cycle de culture, les besoins en azote nécessaires a la mise en place de la
plantule sont assurés par la semence, I’autonomie étant proportionnelle a la taille de la graine.

A partir de la levée, I’absorption de nitrates provenant de 1'azote minéral dans le sol
prend le relais puis diminue au fur et & mesure de I'épuisement du nitrate présent dans le sol.
La fixation symbiotique démarre des que les réserves de la graine et les reliquats azotés ne
permettent plus de subvenir aux besoins en azote pour la croissance (durant la floraison).

A partir du début du remplissage des graines, la fixation symbiotique décroit : cette
baisse est interprétée comme une conséquence de la compétition pour les nutriments carbonés
issus de la photosynthése qui est exercée par les graines au cours de leur remplissage (Jeudy
etal., 2010).

Notre étude a pour but de dosé 1’azote total ainsi que le dosage de la Nitrogénase
durant le stade de développement «la floraison » (au niveau des racines et des feuilles) et

durant la maturation (au niveau des graines).
I11.1 Teneurs en Azote total

Notre expérimentation au niveau du laboratoire de biochimie de 1’université de
khenchla a mis en évidence des résultats de la quantification des teneurs en azote total selon
la méthode (kjeldhal) des quatre (04) variétés étudiés a savoir : FLIP 85-55, FLIP 84-92,
ILC 32-79 et GAB 40 au niveau de la partie aérienne (les feuilles) et la partie souterraine (
les racines) durant la phase de la floraison des quatre variétés et le dosage de 1’azote total au
niveau des graines récoltées durant la phase de la maturation , les résultats obtenus sont les
moyennes des teneurs en azote total des 03 répétitions avec les écarts types exprimé en

Milligramme par gramme de matiére seche ( mg/g MS) sont illustrés dans le tableau suivant :
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Tableau06: Moyenne des teneurs en azote total et en protein des 04 variétés

Variétés FLIP 85-55 FLIP 84-92 ILC 32-79 GAB 40
Feuilles (5,45%1,35) (8,56£1,35) (4,67+00) (3,89+1,35)
Racines (12,12+1,65) (13,12+0,84) (21,79+1,35) (24,82+1,03)
Graines (27,30+1,25) (26,57%1,25) (28,27+0,59) (30,34+00)

Teneur en (170.62+£1.25) | (166.06+1.25) (176.68+0.59) (189.62+00)
protein des
graines

111 1.1 Teneur en azote au niveau des racines et des feuilles

La Teneur en azote des différentes variétés de pois chiche a été déterminée a partir le

titrage des distillats résulte de minéralisation de 04 varietés de pois chiche. Les résultats

obtenus sont exprimes en milligrammes par gramme de matiere végétale seche (mg/ g MS).

Concenration d'azote en

10,00 A

8,00 -

6,00 -

4,00 -

(mg/g MS)

2,00 -

0,00

FLIP85-55

FLIP84-92

ILC32-79

GAB40

Figure 18: Teneur en azote au niveau des feuilles des 04 variétés de pois chiche étudiées.
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Figure 19: Teneur en azote au niveau et des racines des 04 variétés de pois chiche

Les résultats illustrés dans la figure 18 et la figurel9 montrent que les racines et les
feuilles durant la floraison contiennent des concentrations plus au moins importantes en azote.
Nous remarquons que la partie souterraine (les racines R) renferme une teneur en azote
nettement supérieure a celle de la partie aérienne (les feuilles F).

La forte teneur en concentration est visible pour la variété GAB 40 (24,82+1,03) au
niveau des racines par rapport a (3,89+ 1,35 ) au niveau des feuilles de la méme variété, pour
la variété 1LC 32-79 on a constaté une concentration de 1’ordre de (21,79+ 1,35) au niveau
des racines par rapport a une concentration de (4,67+00) au niveau des feuilles, en ce qui
concerne les variété FLIP 84 la teneur en azote est estimé a (13,11+0,84) au niveau des
racines contre une teneur de 1’ordre de (8,56+1,35) dans la partie aérienne (les feuilles), pour
la variété FLIP 85 au niveau des racines la teneur est de (12,11+1,65) contre (5,44+1,35) au
niveau des feuilles.

L’azote est également présent dans le distillat des deux parties de la plante et dans le
distillat de la partie souterraine en forte quantité.

De nombreuses études de recherches similaires ont mis en évidence les mécanismes de
reconnaissance spécifique entre les racines des Iégumineuses et les bactéries symbiotiques.
Des signaux moléculaires associés a une synchronisation de 1’expression de nombreux geénes
sont mis en jeu chez les deux partenaires (Reid et al., 2011).

Les premiers signaux emis par la plante héte sont des flavonoides. Ces molécules agissent sur
la transcription des génes Nod chez la bactérie. Les facteurs Nod qu'ils produisent en retour
sont impliqués dans la reconnaissance de la plante hote ; ils se lient a des récepteurs

spécifiques, situés sur 1’épiderme de la racine, puis déclenchent les réactions qui vont
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conduire a I’infection des racines par les bactéries fixatrices symbiotiques et enfin a la
formation de nodosités hébergeant les bactéries symbiotiques (Reid et al., 2011).

L'azote des parties souterraines chez le pois chiche est la somme de I'azote contenu
dans son systéme racinaire et de la libération des composés azotés dans le sol au voisinage de
ses racines (la rhizodéposition). Alors qu'elle a longtemps été negligée, des études récentes
similaires montrent que chez le pois chiche ’azote au niveau des racines representerait une
part conséquente de 1’azote de la plante entiére (Fustec et al., 2010).

De ce fait, nous pouvons classer selon un ordre croissant les différents organes de la

plante selon leurs teneurs en azote : racines >feuilles.
111 1.2 Teneur en azote durant la floraison et la maturation

Les résultats illustrés dans la figure20 montrent qu’au niveau des racines et durant les
deux phases du développement de la plante (la floraison et la maturation) contiennent des
concentrations importantes en azote en ce qui concerne la varieté GAB40 (24,82+1,03) durant
la floraison et (30.33+00) durant la maturation ensuite pour la variété ILC 32-79 on a des
concentrations en azote de ’ordre de (21,79+1,35) durant la floraison et (28.27+0,59) durant

la maturation.

En troisiéme position en ce qui concerne la teneur en azote arrive la variété FLIP 85
avec (12, 11+1,65) durant la floraison et (27,29+1,25) durant la maturation.
En derniére position arrive la variété FLIP 84 avec (13.11+0,84) durant la floraison et
(26,57+1,25) durant la maturation.
De ce fait, nous pouvons classer selon un ordre décroissant les différentes variétés du
pois chiche quant a leur concentration moyenne en azote comme suit: GAB 40 > ILC 32-79 >
FLIP 85-55> FLIP 84-92.
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Figure 20: Teneur en azote au niveau des racines et des feuilles durant la floraison

et au niveau des graines durant la maturation des O4variétés de Pois chiche

Les teneurs en azote commencent a augmenter au fur et a mesure que la plante se
développe et arrive au stade de maturation, ce qui explique le réle des Rhizobiums dans la
fixation de I’azote atmosphérique et la fixation symbiotique (Reid et al., 2011).

Dans le monde végétal, les légumineuses ( le pois chiche) , plantes de la famille des
Fabaceées, ont la capacité unique de mettre en place une symbiose avec certaines bactéries
présentes naturellement dans le sol, qui convertissent 1’azote de 1’air (N) présent dans leur
environnement en une forme intermédiaire, 1’azote ammoniacal (NH3), grace a une enzyme
bactérienne spécifique, la nitrogénase. L’azote ainsi réduit sous forme de NHj est ensuite
assimilé par la plante, pour constituer ses molécules organiques, notamment les protéines.
Cette symbiose naturelle permet a la plante d’utiliser directement 1’azote de 1’air environnant
pour sa croissance. On parle de plantes fixatrices d’azote et de la fixation symbiotique de
I’azote atmosphérique (Voisin et al., 2002).

Les effets d’une culture de pois chiche sur les flux azotés a court et moyen termes
permettent une réduction de la fertilisation azotée sur la culture suivante. Ainsi, les outils de
raisonnement de la fertilisation azotée quantifient I’effet précédent la légumineuse par un
surplus de fourniture d’N de 20 a 50 kg/ha par rapport a un précédent pailles, valeurs
retrouvées dans la littérature scientifique (Evans et al., 2001 ; Stevendon et Kassel, 1996 ;
Engstém, 2010).
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Cependant, cette fourniture est en réalité trés variable et peut monter jusqu’a 80 kg
N/ha en parcelles agricoles, valeur mesurée sur des cultures suivantes, blé ou colza, non
fertilisées (Doré, 1992).

Ce surplus d’azote disponible pour la culture suivante, li¢ a la Iégumineuse, est délicat
a prévoir car il est variable selon I’espeéce, son mode d’exploitation, ses performances, les
conditions pédoclimatiques, et le mode de gestion de la succession culturale (Schneider et al.,
2010).

111 1.3 Teneure en protéine

Nous remarquons que la forte teneur en protéine visible pour la variété GAB 40 est de
(189.62+1,03), pour la variété ILC 32-79 on a constaté une teneur est de 1’ordre de (176.68
+1.35) en ce qui concerne la variété FLIP 85 et la teneur en protéine est estimé a
(170.62+0,84), pour la variété FLIP 84 la teneur est de I’ordre de (166.06£1,65).
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Figure 21: teneur en protéine au niveau des grains des 04 variétés de pois chiche.

De ce fait, nous pouvons classer selon un ordre croissant GAB40>1LC32>FLIP85>
FLIP84.

Le pois chiche a la particularité de produire des graines riches en protéines. La teneur
moyenne en protéines des graines de l[égumineuses protéagineuses varie entre 23 % et 42 %

de la matiére séche (Voisin et al., 2015).
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Les graines de pois chiche présentent un intérét nutritionnel original : elles sont riches
en protéines et apportant en méme temps des sucres & la digestion lente et des fibres
(Mendes- Pereira et al., 1977; Carre et Leclerque ,1985; Newman et al., 1987;Combe et
al.,1988; Lacassagne et al., 1988).

Le pois chiche (Cicer arietinum) est I’espéces des Iégumineuses la plus utilisées parmi
les 1égumes secs dans les pays de la méditerrané. Leur composition globale varie selon les
variétés, les origines geographiques et les conditions de culture, de récolte et de stockage.
Elles apportent une trés faible teneur en lipides compensée par leur teneur importante en
glucides (66-74 g/100 g) et en protéines (20-30 g/100 g) (Combe et al., 1991) .

En conditions de culture optimales, le mode de nutrition azotée (fixation symbiotique ,
absorption d’azote minéral) n’a pas d’incidence sur le rendement et la teneur en protéines des
graines Autrement dit, en conditions agricoles, la fixation symbiotique peut subvenir aux
besoins en azote de la plante (Voisin et al., 2002)..

Toutefois, dans les conditions ou la fixation symbiotique est limitée, un stress azoté
prolongé diminue la production de matiere seche. Il agit aussi in fine sur le rendement en
graines, essentiellement en diminuant le nombre de graines au m?, et leur teneur en protéines
(Dore et al., 1998).

111 2 Mesure de I’activité de la Nitrogénase

Les résultats illustrés dans la figure 22montrent que durant la floraison les
concentrations les plus importantes de ’ARA ( activité réductrice de ’acétyleéne) est plus
importante pour la variété FLIP 84 (57, 5749, 80), pour la variété ILC 32-79 on a constaté
une concentration de I’ordre de (55, 4044, 10) en ce qui concerne les variété GAB40 la
concentration de I’ARA est estimé a (54, 30+4, 42), pour la variété FLIP 85 la concentration
est de (54, 2545, 30).

Alors on peut les classer selon un ordre croissant FLIP84>ILC32>GAB40>FLIP85,
La capacité fixatrice semble treés importante au stade floraison, ceci est confirmer par d’autres
résultats d’études de recherches similaires qui montrent que chez le pois chiche un pic

d’activité trés important est visible au stade la floraison (Dechamps et Wery., 1987).
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Figure 22:1’activité nitrogénasique durant la floraison

D’autre part 1’analyse de la variance, montre pour les trois essais une différence trés
hautement significative avec un coefficient de variation de 95, 97% pour FLIP 84, pour
FLIP 85 I’'analyse de la variance nous permet de dire que I’activité nitrogénasique est
hautement significative de I’ordre de 28, 10%.

De méme I’analyse de la variance montre une activité moin significative pour la
variété GAB 40 de I’ordre de 19, 53% et une activité peu significative pour ILC32 de I’ordre
de 16, 81%.

La courbe de variation de I’activité nitrogénasique, obtenue par dix répétitions a
chaque mesure, montre une activité maximale au debut du mois de mai, c’est-a-dire au
moment de la floraison. Ce phénomeéne a été observé par Havelka et Hardy., 1975 chez le
pois.

L’activité nitrogénasique est maximale chez le pois chiche au moment de la floraison
et les travaux de Lahbib, Sasson et Renaul., 1981 sur I’arachide confirme nos résultats.

Chez le pois chiche, comme chez touts les légumineuses a graines la fixation semble
présenter un maximum de 1’activité de la nitrogénase au début du remplissage des graines.

La baisse qui se produit ensuite est généralement interprétée comme une conséquence
de la compétition exercée par les gousses au cours de leur remplissage (Hardy et
Haveleka.,1975 ; Latimore et al.,1977), se traduisant surtout par une diminution rapide de
I’activité des nodosités les plus agées (Pate et Minchin.,1980).Elle est accentuee par la

sénescence des feuilles dont les composés sont dégradés et remobilisés vers les graines et dont
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la photosynthese diminue (Sinclaire et De witt.,1976 ; Pate et Minchin.,1980 ;Denison et
Sinclaire.,1985).

111.3 L’étude statistique

Tous les resultats de notre étude sont exprimés en moyenne de 03 essais (03

Prélevements) pour chaque mesure, ainsi que I’écart type de chaque valeur c'est-a-dire I’écart

type des valeurs moyennes des concentrations de 1’azote total.

Tous les résultats obtenus sont hautement significatifs grace a la L’ANOVA qui est un

outil statistique il nous a permis d’appréhender les corrélations entre les différentes variétés

étudiés et les concentrations en azote totale.

Tableau 07 : Evaluation de la valeur de I'information apportée par les variables

Source ddl | Somme des carrés | Carré moyen | F de Fisher | Pr>F
variétes 2 1013,51 506,75 30,61 0,0007
Résidus 3 40,61 13,53

Total 5 1054,12
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Conclusions

Au terme de ce travail qui concerne la contribution a 1’étude de la nutrition azotée
chez les légumineuses, en général et chez le pois chiche « Cicer arietinum .L »en particulier
et la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique, grace a I’intervention des bactéries du

genre Rhizobium.

Il apparu qu’un rendement optimal de la fixation de 1’azote atmosphérique est
nécessaire a la vie du pois chiche surtout durant le cycle reproducteur a savoir le stade de la

floraison et la formation des graines.

Les résultats obtenus dans cette étude montre clairement que la teneur en azote est tres
importante au niveau de la partie souterraine ( les racines) des O4variétés étudiés a savoir le
FLIP 84, le FLIP 85, ILC 32 et le GAB 40 par rapport a la teneur en azote dans la partie
aérienne ( les feuilles) de la plante , ainsi les deux dernieres des variétés étudiés a savoir le
GAB 40 et PILC 32 présentent une teneur tres importante en Azote de méme que pour la
teneur en protéines par rapport aux deux autres variétés a savoir le FLIP 84 et le FLIP 85,
mémes choses pour les graines durant la phase de maturation d’ou un rendement tres

important pour les deux derniéres variétés .

Les résultats obtenus , en ce qui concerne le dosage de I’activité nitrogénasique
(Penzyme Nitrogénase par chromatographie en phase gazeuse ( I’ARA activité réductrice de
I’acétyléne ) a montré des pics trés élevé en phase de la floraison au niveau de la partie
racinaire ce qui confirme que la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique s’effectue
lorsque une grande concentration de colonies bactériennes Rhizobiales se fixent au niveau
des racines et l’intervention de la dite enzyme ( la Nitrogénase) qui joue un rdle tres

important dans la fixation symbiotique de 1’azote .

Les résultats obtenus ont montré une concentration en nitrogenase tres élevés pour les
variétés le FLIP 84 et le FLIP 85 par rapport aux deux autres variétés a savoir le GAB 40 et
I’ILC 32.

Les résultats de cette étude confirment ceux d’autres études de recherches similaires
qui montrent clairement la relation symbiotique entre plante et bactérie en ce qui concerne
I’assimilation et la fixation de 1’azote de 1’air, ainsi que la variété la plus bénéfique en matiére

de rendement agricole.
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Conclusion

Il aurait mieux étudiés les autres phases de développement de la plante, c'est-a-dire la
phase ramification, remplissage de gousse et maturation pour comparé les teneurs étudiés et

pour confirmeé nos résultats.

En perspectives cette étude va nous permettre d’accéder aux informations qui
concernent la sélection des variétés a haut rendement agricole, ainsi que 1’identification et la
caractérisation des bactéries du genre rhizobia pour la fixation de 1’azote et 1’utilisation par

inoculation sur parcelle agricole dans le seul but d’améliorer le rendement agricole.
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Annexes

Annexe 01: Réactifs de caractérisation
» Indicateur Colore (Tashiro) : Bleu De Methylene A 0,1 % et Rouge de Methyle A 0,2
% dans ethanol 96 %.
» Hcl0,5N.
» Phenol Phtaleine A 1 % Dans Ethanol 96 % .
» Gaz Acetylene.

Les produits chimiques utilisés
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Annexe 02 : donnes météorologique

Mois Températures | Précipitations | Humidité EVP Vent Insolation
Moyennes (mm) relative (mm) (m/s) (h)
°C) (%)
Janvier 7,8 33,9 61 76 4,5 51
Février 6,3 61,0 58 60 5,2 40
Mars 12,3 44,1 87 108 5,2 77
Avril 19,4 16,5 92 124 2,9 99
Mai 25,9 18,9 97 221 4,8 89
Juin 29,3 37,5 115 205 3,2 91
Juillet 35,3 8,8 115 273 2,5 122
Aolt 34,1 25,9 111 238 2,9 100
Septembre 28,9 56,2 139 194 3,9 75
Octobre 22,2 58,3 121 120 3,2 67
Novembre 144 41,2 92 67 3,2 71
Décembre 3,8 42,3 68 58 2,2 72
Moyenne 19,97 450,6* 96,3 1744* 3,64 79,42
Annuelle
Tableau01 : Données climatiques de la région de Kais (2004-2
—&—Température (°C)
Température Pluviométrie
40 «¢ P = 2 T {mm)T 80
35 + 70
30 + 60
25 + 50
20 + 40
15 + 30
10 + 20
5 + 10
0 | | | | | | | | | | 0

FigureOl : Diagramme Ombre thermique de la région sud de Kais (2004-2015)
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Annexe : 03
TableauO1 : Teneur en azote durant la floraison et durant la
maturation chez les 4 variétés
FLIP85- FLIP84- ILC32-79 | GAB40
55 92
Feuille 5,4+1.34 | 8,56+1.34 4,67+0 3,89+1.24
Racine | 12,12+1.64 | 13,12+0.84 | 21,79+1.34 24.82+1.03
Graines | 27,30+1.25 | 26,57+1.25 | 28,27+0.59 30,3440

Tableau 02 : dosage de I’activité nitrogénasique durant la floraison

flip 84-92 | FLIP85- ILC 32- | GAB40
55 79

Florai 57,57+9.80 | 54,25+5.30 | 55,4+4.10 | 54,3+4.42

Lavariance 95.97 28.10 16.81 19.53
Tableau03 :Teneur en protéines

varéite | FLIP85- | FLIP84-92 | ILC32-79 GAB40
55

teneur | 170,621.25 | 166,06+£1.25 | 176,68+0.59 | 189,62+0

en

protéine

X1l
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Theme
Contribution a I’étude de la Nutrition Azotée chez les Légumineuses Cas du pois chiche
"Cicer arietinum. L "

Résumé

Par leur capacité a s’associer avec des bactéries du sol fixant 1’azote atmosphérique,
les légumineuses en général et le pois chiche en particulier « Cicer arietinum .L » ont la
particularité de fixer 1’azote atmosphérique et de pouvoir étre cultivées sans utiliser d’engrais

azotés, et d’étre une source d’azote au niveau des cultures agricoles.

L’étude des 04variétés de pois chiche le FLIP 84, le FLIP 85, ILC 32 et le GAB 40
ont montré une teneur en azote trés importante au niveau des racines par rapport aux feuilles

de la plante.

Les deux variétés étudiés a savoir le GAB 40 et I'ILC 32 présentent une teneur tres
importante en Azote et en protéines par rapport aux FLIP 84 et le FLIP 85, durant la phase
floraison, mémes choses pour les graines durant la phase de maturation d’ou un rendement

trés important.

Le dosage de ’activité nitrogénasique par la CPG a montré des pics tres €levé en

phase de la floraison au niveau de la partie racinaire, la concentration de I’activité

nitrogenasique est trés élevés pour les variétés le FLIP 84 et le FLIP 85 par rapport aux
variétés GAB 40 et I'ILC 32.

Mots Clés : pois chiche, symbiose, nutrition azotés, Nitrogénase
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