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Introduction

L’année 2016 a été déclarée année internationale des légumineuses a graines par la
soixante-huitieme Assemblée générale des Nations Unies (FAO, 2015). Ceci montre que les
légumineuses suscitent un intérét agricole et environnemental & échelle mondiale.

Les légumineuses regroupent des végétaux appartenant a la famille des Fabacées, dont
I’'une des caractéristiques anatomique est la fructification sous forme de gousses (Aykroyd,
Doughty, 1964). Toutefois, dans ce rapport, nous nous limitons aux légumineuses de saison
fraiche (lentille et pois chiche particulierement) (Stoddard et al., 2006).

Les légumineuses ont la particularité de pouvoir fixer le diazote (N2) atmosphérique.
Cette particularité repose sur une possibilité¢ d’association symbiotique entre une légumineuse
et des bactéries fixatrices d’azote, naturellement présentes dans le sol, du genre Rhizobium
principalement (Masson-Boivin et al., 2009 ; Murray et al., 2016). Toutefois, il est également
reconnu que dans un contexte de fertilisation azotée, les légumineuses privilégient un
prélévement de 1’azote du sol, plutdt que de I’azote atmosphérique (Streeter, Wong, 1988 ;
Jeudy et al., 2010), rendant improbable la réalisation de ces deux phénomeénes en paralléle.
Certains scientifiques considérent qu’il peut étre bénéfique de realiser un apport azoté précoce
sur les cultures de légumineuses (Mahon, Child, 1979 ; Clayton et al., 2004), bien que I’on
connaisse mal les effets d’une exposition au nitrate sur la reprise de la fixation du N>
atmosphérique. Nous voulons notre démarche assez proche de ce qu’il se passerait
naturellement dans ce contexte. Donc contrairement a ce qui a éte fait dans la bibliographie,
c¢’est-a-dire I’observation des effets d’un apport azoté a des plantes fixant le N2 (Jensen, 1986 ;
Fujikake et al., 2002 ; Voisin et al., 2003 ; Naudin et al., 2011), nous nous intéressons a 1’effet
de I’arrét d’un apport de nitrate sur des plantes en mesure de fixer le diazote atmosphérique.

Ce mémoire de fin d’études tente d’apporter des ¢léments de réponse a la question des
effets de la modification de la source d’azote sur la dynamique de croissance et de
développement des légumineuses a graines, et eventuellement évoquer la question d'un possible
stress azoté chez les Iégumineuses, principalement lors du passage d’une source d’azote a une
autre.

Ce mémoire se divise en quatre parties. Une premiére partie est consacrée a une étude
bibliographique, une seconde partie traite du matériel et méthodes. La troisiéme partie est
consacrée a 1’étude de nos résultats, qui seront discutés et confrontés a la bibliographie dans
une quatrieme partie.
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Figure 1 - Fixation du N2 et transformation en formes réactives dans les
nodules (adapté de Becana et Sprent, 1987)



1) Etat de l'art
A) Meéthode de culture et d'inoculation de Iégumineuses en hydroponie

La culture expérimentale de Iégumineuses en hydroponie est assez courante, toutefois,
peu de solutions nutritives spécifiques aux légumineuses ont été décrites. De nombreux travaux
font appel a des solutions nutritives initialement destinées a d’autres cultures (Lauter, Munns,
1986 ; Tavori et al., 2004 ; Flowers et al., 2010) notamment la tomate (Tavori et al., 2004). Bien
qu’il existe des références concernant la composition de solution nutritives, cette derniere peut
varier en complexité, allant de 6 composés (Rigaud, Puppo, 1975) a 17 (Khan et al., 2015), et
en teneurs en éléments ((Khan et al., 2015 ; Samineni et al., 2011). En outre, la vérification de
I’équilibre des charges ioniques n’est jamais mentionnée. Dans la plupart des cas, la culture
hydroponique n’est que transitoire (2 a 3 semaines), et ne s’étend pas sur toute la durée du cycle
de culture des légumineuses (Ralston, Imsande, 1983).

Afin de favoriser la fixation symbiotique du N2 atmosphérique et la survie a long terme
des plants, la solution nutritive employée dans le dispositif hydroponique doit contenir tous les
éléments impliqués dans la nutrition de la plante hote et/ou du Rhizobium (O’hara et al., 1988).
Sont considérés comme élements essentiels a la symbiose légumineuse-Rhizobium : C, H, O,
N, P, S, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, B (O’hara et al., 1988).

Les protocoles d'inoculation des Iégumineuses en phase liquide sont rares, peu répétes, et
ne concernent que des inoculations pratiquées sur plants adultes. En général, les graines sont
semées en terre (ou dans du sable), et inoculées par aspersion d’une solution contenant de
I’inoculum bactérien puis transférées vers un dispositif hydroponique. Toutefois, un protocole
d’inoculation de plants agés cultivés en hydroponie, par trempage dans une solution de
Rhizobiums en suspension a été décrit (Ralston, Imsande, 1983). Une autre méthode
d’inoculation, consistant a verser une suspension de Rhizobiums directement dans une solution
nutritive hydroponique dépourvue de nitrate, a également été décrite (Barker et al., 2006 ; Jeudy
et al., 2010).

B) La fixation symbiotique du diazote atmosphérigque
1) Les nodules, organes de fixation du diazote atmosphérique

La fixation biologique de I’azote est rendue possible par des bactéries du genre
Rhizobium, des protéobactérie aérobies, diazotrophes, naturellement présentes dans la
rhizosphére (Masson-Boivin et al., 2009). Les Rhizobiums induisent la formation de nodules
racinaires ou a lieu la symbiose, ainsi que la fixation et I’assimilation du diazote atmosphérique.
Ces nodules renferment des Rhizobiums qui ont subi une forte différenciation en bactéroides.
Les bactéroides sont des formes capables de fixer le diazote au sein des nodules (Geddes,
Oresnik, 2016).

Dans les nodules, la fixation du N2 atmosphérique est possible grace a une enzyme
nitrogénase bactérienne (Masson-Boivin et al., 2009) associée a une nitrogénase réductase. La
nitrogénase catalyse la réduction du N> en ammoniac (NHs) (Figure 1). Le NHs est ensuite
transformé au sein du bactéroide en ammonium (NH4"), qui est la forme de transfert entre le
bactéroide et le nodule (Udvardi, Poole, 2013). L’activité de la nitrogénase est fortement
inhibée par la présence d’O2. Les cellules des nodules contiennent de la leghémoglobine, une
protéine soluble, fixatrice de dioxygene. La leghémoglobine permet de controler le flux d’O:
vers les bactéroides (Appleby, 1984).
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2) Fonctionnement cellulaire et colt énergétique de la symbiose pour la plante hote

Le métabolisme des bactéroides est dépendant de celui de la plante héte, apportant le
carbone organique nécessaire a la fixation du diazote. La fixation du N2, transformé en NHs est
opérée lors de la réaction suivante, colteuse en énergie : N> + 8H" + 8¢ + 16ATP > 2NH3 +
H> + 16ATP + 16P; (Geddes, Oresnik, 2016). Les molécules d’ATP et les électrons (pouvoir
réducteur) sont fournis par I’oxydation des glucides (saccharose, glucose) et des acides
organiques (malate, succinate et glutamate) issus de la photosynthése (Figure 2). Le NH3 est
ensuite transformé en NH4", qui sert a la production d’uréides et d’amides (Figure 1). Ces
derniers étant les formes de transfert, dites « réactives » (White et al., 2007), de I’azote depuis
les nodules, a destination de la plante héte (Becana, Sprent, 1987). La distribution des acides
organiques aux nodules se fait par les vaisseaux conducteurs du phloéme (Gordon et al., 1999),
les produits azotés de la fixation symbiotique sont exportés vers la plante via le xyléme (Becana,
Sprent, 1987).

Une désactivation de I’activité des nodules, par une exposition de courte durée au NOs;,
entraine une réallocation immédiate du carbone vers la plante (Naudin et al., 2011). Ceci
suggere que le developpement des nodules est un processus nécessiteux en carbone, et qui a
lieu aux dépens de la croissance des organes aériens aux stades précoces (Voisin et al., 2002 ;
Naudin et al., 2011). Ainsi, les nodules qui fixent activement le diazote atmosphérique
constituent d’importants puits, détournant une grande portion des produits de la photosynthese
(plus de 25% de la production nette) (Minchin et al., 1981). Ce carbone récemment assimilé
assurerait 1’alimentation des nodules en composés carbonés, mais aussi I’entretien de ces
derniers (Minchin et al., 1981 ; Witty et al., 1983). Notons que les nodules ne présentent aucun
tissu de réserves, ce qui rend les bactéries qui y sont présentes constamment dépendantes de
leur hote (Kouchi et al., 1986).

3) Les effets d'un apport transitoire de nitrate sur la fixation biologique de I'azote
a) Effets du nitrate sur la nodulation

Du point de vue de la nodulation, la présence de NOs™ en forte concentration (>10mM)
dans le sol affecte ’association symbiotique entre la luzerne et les Rhizobiums, notamment en
altérant le développement des nodules, ce qui entraine une diminution de la fixation du N»
(Zancarini et al., 2012). De maniére plus générale, un apport de NO3™ entraine une réponse
systémique réprimant la formation de nodules et leur activité. L’application précoce de
fertilisants azotés sur des cultures de légumineuses inhibe le phénoméne de nodulation, en
affectant toutes les étapes de cette derniére : diminution de la probabilité de liaison des
Rhizobiums, et diminution de la déformation des poils absorbants, et diminution du nombre de
succes d’infections (Streeter, Wong, 1988). Selon le contexte azoté, les transporteurs de
composés azotés sont en mesure d’initier une cascade de réponses, par I’intermédiaire de phyto-
hormones (auxine, cytokinines, gibbérellines, acide abscissique), augmentant ou réprimant la
nodulation et I’activité des nodules (Murray et al., 2016), et modulant ainsi le nombre de
nodules et leurs masses (Streeter, Wong, 1988). L'effet de I’apport de nitrate sur la nodulation
dépend du stade phénologique au cours duquel il est réalisé. Un apport de nitrate au cours de la
phase végétative d’une légumineuse inoculée coincide avec la période de croissance et
d’initiation des nodules, et se traduit par une réduction de ces phénomenes. Alors qu’un apport
de nitrate effectué au cours de la floraison ou du remplissage des grains coincide avec une
période au cours de laquelle le nombre et la taille des nodules n’augmentent plus, et se traduit
donc par une diminution de la biomasse de nodules alors que le nombre de ces derniers reste
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constant (Streeter, Wong, 1988).

Inversement, un arrét de I’apport de nitrate induit une réponse racinaire et systémique
influengant le développement des nodules en faveur d’un prélévement du N2 atmosphérique
(pour des plantes inoculées) (Jeudy et al., 2010). Si la privation de nitrate est prolongée, la
croissance des nodules existants est accrue, puis de nouveaux nodules sont générés. Avant le
développement de novo de nodules, il y a une réallocation des produits photosynthétiques
préférentiellement vers les racines, plutdt que vers les organes aériens (Jeudy et al., 2010).

b) Effets du nitrate sur I'activité des nodules

Une exposition au NOz™ a également un effet sur I’activité des nodules. Cet effet varie
selon la concentration en NOgz’, la durée de I’exposition, et le stade de développement au cours
duquel elle survient (Naudin et al., 2011). Globalement, lors d'une exposition a du NOs", la
fixation biologique du N2 est diminuée (Norhayati et al., 1988 ; Voisin et al., 2002), voire
supprimée, quelle que soit sa concentration, sa durée, et le stade phénologique (Oghoghorie,
Pate, 1971 ; Streeter, Wong, 1988). Indépendamment du stade de développement, une
exposition au nitrate induit aussi une diminution de D’activité enzymatique (nitrogénase
principalement) des nodules (Streeter, Wong, 1988), ce qui perturbe le métabolisme de ces
derniers (Neo, Layzell, 1997). Ceci a pour consequences une diminution de la fixation du N et
une dégenérescence des nodules ou les bactéroides ne sont plus actifs, car plus alimentés en
composés photosynthétiques. Ces phénomenes sont dus a une réallocation des produits
carbonés de la photosynthése vers les racines plutdt que vers les nodules, ce qui favorise
’absorption racinaire du NO3™ et désavantage la fixation symbiotique du N (Francisco, Akao,
1993 ; Fujikake, 2003 ; Naudin et al., 2011).

L’effet négatif du NO3™ sur les nodules est donc double (Figure 3). D’une part, les nodules
ne sont plus alimentés en composés photosynthétiques, et d’autre part, ’activité enzymatique
des nodules est inhibée. Cependant, (Fujikake, 2003) rapporte que dans des cas de stress nitraté
précoce, de faible intensité et de courte duree, la fixation du N2 serait accrue apres la
suppression du NO3z".

c) Le rétablissement de la nodulation et de I'activité des nodules aprés une exposition au
nitrate

Le rétablissement de I’activité spécifique des nodules aprés la suppression du NO3™ varie
selon le stade végétatif au cours duquel le stress nitraté est appliqué, ainsi que selon la durée et
I’intensité de ce stress. Chez le Soja, une exposition modérée au NO3z™ (5mM), de courte durée,
en début de cycle, entraine une diminution de la croissance des nodules, qui reprend rapidement
apres la suppression du stress nitraté (Fujikake, 2003). Selon les cas, les nodules peuvent avoir
été plus ou moins endommagés (amincissement des parois endodermiques) (Streeter, Wong,
1988). Par conséquent, le délai de regain de I’activité des nodules dépendra de la vitesse de
reprise de l’activité enzymatique, de ’endommagement des nodules, et de la capacité de
génération de nouveaux nodules fonctionnels (Voisin et al., 2003). A 1’échelle de la plante
entiere, 1’application de NO3™ entraine un changement de la composition de la séve élaboreée,
influencant I’activité des nodules. Toutefois, si un regain de l’activité enzymatique est
régulierement constaté, peu d’informations abordent la question du délai de regain d’une
activité enzymatique optimale, n’impliquant pas de retard de croissance ou de développement,
apres une exposition au nitrate.






d) Conséguences agronomiques

De nombreuses études s’accordent sur le fait qu’un apport précoce de NO3z™ sur des
Iégumineuses conduirait a de meilleurs rendements. Ceci est expliqué par le fait que cet apport
de NOsz augmente significativement la production précoce de biomasse aérienne. Les
Iégumineuses ont alors une surface photosynthétique plus importante, qui permet de produire
davantage de produits carbonés utilisables par les nodules, une fois le nitrate du sol totalement
consommé (Rigaud, 1981 ; Fujikake et al., 2002). Une autre étude avance que 1’application
précoce de fertilisant azoté ne serait que peu bénéfique (McKenzie et al., 2001). Pour certains,
la fixation symbiotique du N2 atmosphérique ne permet pas une production de biomasse et une
accumulation d’azote aussi importantes qu’en contexte de fertilisation azotée (Oghoghorie,
Pate, 1971 ; Mahon, Child, 1979 ; Jensen, 1986). Parmi eux, il est avancé qu’aux stades
précoces de la nodulation, les plantes privées de NOs™ accuseraient un retard de croissance par
rapport aux plantes disposant de NO3™ (Gibson, 1966). Ce retard de croissance serait dii au délai
nécessaire a I’effectivité de la fixation symbiotique, alors qu’il n’y a pas de NO3™ dans le sol,
induisant un stress azoté (Mahon, Child, 1979), ou a un colt en carbohydrate plus important de
la fixation du N2 que de I’absorption de NOsz~ (Mahon, 1977), limitant la production de
biomasse.

I1 est important de noter que le recours a I’absorption du NO3™ ou a la fixation symbiotique
du N2 depend fortement des variétés, des souches bactériennes, du stade phénologique et des
facteurs environnementaux (teneur en NOsz’, disponibilité en carbone, disponibilité en eau,
température) (Becana, Sprent, 1987).

C) Conclusions

En premier lieu, en ce qui concerne la culture et I’inoculation de légumineuses en
hydroponie, la bibliographie n’est pas satisfaisante. Il n’existe pas de solution nutritive
spécifique aux légumineuses, et les solutions évoquées sont extrémement variables en
composition, et I’équilibre des charges ioniques n’est jamais mentionné. De méme, le protocole
d’inoculation consistant a verser une solution de Rhizobium dans une solution hydroponique ne
nous semble pas satisfaisant. Effectivement, la population de Rhizobium n’est pas contrdlable,
et des modifications de la composition de la solution nutritive pourraient survenir, sans étre
exclusivement imputable au développement des plants. Le protocole nécessitant de travailler
sur des plants semés en terre n’est pas envisageable, puisque la composition minérale de cette
derniére ne serait pas controlable. Le protocole consistant a tremper les racines des plants dans
une suspension de Rhizobiums nous parait exploitable, en subissant quelques modifications
pour pouvoir étre appliquée sur des graines.

En second lieu, la bibliographie aborde 1’effet du changement de mode de nutrition azotée
sur la croissance et le développement racinaire des légumineuses, sur le développement des
nodules, sur Pactivité enzymatique et sur la composition des séves de la plante héte. En
revanche, elle aborde peu ses conséquences sur la croissance et le développement des organes
aériens, et la question du délai de réactivation des mécanismes relatifs a la fixation symbiotique
du N2 apres une exposition au NOs’, alors que certains scientifiques avancent qu’une exposition
précoce a du nitrate permettrait un meilleur développement et une meilleure production de
biomasse par des plantes fixant le Na.
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Figure 4 - Schéma du montage hydroponique employé

Figure 5 - Photographie du montage hydroponique employé



) Obijectifs du stage

Compte tenu de la bibliographie, nous nous fixons comme objectifs de répondre aux
questions suivantes :

1) Quelle solution nutritive utiliser pour cultiver des légumineuses en hydroponie, et
comment réaliser une inoculation effective en phase liquide ?

2) Quels sont les effets d’un changement de source d’azote sur la dynamique de
croissance et de développement des légumineuses a graines ?

a. Pour des plantes ayant le méme niveau de développement, la fixation
symbiotique du N2 atmosphérique permet-elle d’atteindre le méme niveau de
croissance et de développement que I’absorption du NOz™ ?

b. Est-ce que le changement de source d’azote induit un retard de croissance ?

c. Est-ce que cet éventuel retard est d( a une carence azotée ?

[11)  Matériel et Méthodes

A) Mise au point de protocoles

1) Matériel vegeétal et conditions de culture

Les essais de protocoles sont conduits sur la lentille (Lens culinaris) et le pois chiche

(Cicer arietinum). Pour la lentille, nous travaillons avec la variété Bakria (inscrite au catalogue
d’homologation officiel marocain en 1989 et la variéte la plus cultivée au Maroc), pour le pois
chiche, nous travaillons avec la variété Farihane (homologuée en 1994 et la variéte la plus
cultivée au Maroc).

Le montage hydroponigue gue nous utilisons consiste en des bacs en plastiques de 20L
remplis de solution nutritive aérée par une pompe (Air pump 400, EHEIM GmbH, Deizisau,
Allemagne), sur lesquels reposent des plaques métalliques en inox percées. Les trous permettent
I’insertion d’une graine ou d’une plante (soutenues par un bouchon de laine minérale inerte)
dans le montage (Figures 4 et 5).

Les expériences sont conduites en chambre de culture, dont les parametres
environnementaux sont fixés pour correspondre a des conditions optimales de croissance:
I’humidité relative de I’atmospheére de la chambre de culture est fixée a 65% (Imtiaz et al.,
2017), la temperature a 23°C (Singh et al., 2015), la photopeériode a 14h (Rasool et al., 2013).
Dans les zones exploitées de la chambre de culture, la densité de flux de photons
photosynthétiques est comprise en 300 et 600 umol.m™2.s™. Les solutions nutritives sont aérées
en permanence, remises a niveau tous les 2 jours, et leur pH est ajusté a 6,5 (Khan et al., 2016).
Une fois par semaine, les solutions nutritives sont complétement renouvelées.

2) Détermination d'une solution nutritive adaptée aux légumineuses

Nous testons deux solutions nutritives hydroponiques, respectant les conditions décrites
dans la littérature (O’hara et al., 1988) sur pois chiche et lentille. Toutes deux sont adaptées de
solutions d’Hoagland et Arnon (Hoagland, Arnon, 1950), I'une décrite par (Huang et al., 1994)
(Tableau 1) et l'autre par (Ghanem et al., 2011) (Tableau 1). Nous disposons de 4 bacs
hydroponiques, chaque bac contenant 10 graines de 1’une des deux espéeces étudiées (lentille ou
pois chiche), et 'une des deux solutions nutritives testées. Les solutions nutritives sont aérées
et renouvelées chaque semaine, pendant 4 semaines, en chambre de culture.

Au terme de ces 4 semaines, nous évaluons la production de biomasse permise par chaque
solution en mesurant la masse seche des plants aprés séchage pendant 48h a 60°C, ainsi que la



Tableau 1 - Description des solutions nutritives testées sur lentille et pois chiche

Solution décrite par Solution décrite par
Eléments (Ghanem et al. 2011) (Huang et al. 1994)
Concentration (g/L) Concentration (g/L)
Ca(NOs),, 4H:0 82,6 118,08
CuS0Oy, 5H.0 0,015 0,05
FeCls 0 2,4
Fe-EDDHA 6% 1,87 0
H3BO; 0,14 0,284
KH2PO, 27,4 0
KNO3 40,7 82,15
MgSO0., 7H.0 24.6 61,62
MnClz, 4H.0 0 0,099
MnSQO4, 5H.0 0,053 0
NH4H2PO4 0 1,44
NH4NO3 8 0
(NH4)sM07024, 4H,0 0,008 0,124
ZnS0y, 7TH,0 0,06 0,055

Tableau 2 - Description des solutions nutritives (azotée et carencée en azote) utilisées (Ghanem
et al. 2011) lors du test des protocoles d'inoculation et lors de I'expérience de modification de
la source d'azote disponible aux légumineuses

Eléments Solution N* Solution N
Concentration (g/L) Concentration (g/L)
Ca(NOs)z, 4H,0 82,6 17,9474
CaS04, H20 0 43,0425
CuSO0s, 5H,0 0,015 0,015
Fe-EDDHA 6% 1,87 1,87
H3BO3 0,14 0,14
KClI 0 26,0925
KH2PO, 27,4 27,4
KNOs 40,7 5
MgSOs, 7H.0 24,6 24,6
MnSOs, 5H.0 0,053 0,053
NHA4CI 0 5,349
NH4NO; 8 0
(NH4)sM07024, 4H,0 0,008 0,008

ZnS0y, TH20 0,06 0,06




teneur en azote total dans leur partie aérienne.

3) Protocole d'inoculation
Nous utilisons un protocole destiné a I’inoculation de racines de soja cultivé en
hydroponie (Ralston, Imsande, 1983), que nous avons modifié de facon a pouvoir réaliser une
inoculation de graines, dite inoculation « précoce », ainsi qu’une inoculation de racines sur
plants agés de 3 semaines, dite « tardive ».

Une solution de culture de Rhizobiums est préparée (Annexe 1). Elle contient un mélange
de souche de Rhizobium leguminosarium spécifique a la lentille et de 3 souches de Rhizobiums,
non spécifiques mais récupérées dans le sol d’une parcelle de pois chiche non fertilisée.

Pour I’inoculation précoce, les graines sont stérilisées (Annexe 2), aprés avoir été
hydratées a I’eau distillée pendant 24h, puis sont inoculées par immersion dans la solution de
culture de Rhizobiums en phase logarithmique tardive (environ 10® cellules/mL) pendant 24h,
a 28°C, avec agitation. Pour I’inoculation tardive, des plants 4gés de 3 semaines cultivés en
hydroponie dans la solution nutritive adaptée (cf. Résultats I11.A.1.) sont sortis du montage
hydroponique, leurs racines sont rincées par 3 bains d’eau distillées successifs de 3 minutes
chacun, avant d’étre plongées dans la solution de culture de Rhizobiums avec agitation pendant
1h a 28°C. Des graines et plants témoins sont trempés dans le milieu de culture destinés aux
Rhizobiums, non inoculé, et stérilisé.

Ainsi, dans un premier temps, 10 graines de pois chiches et 10 graines de lentilles sont
disposes dans deux montages hydroponiques (1 pour chagque espéce) avec une solution nutritive
dépourvue d’azote (Tableau 2). Aprés 3 semaines, les plantes subissent le protocole
d’inoculation tardive décrit précédemment, et 10 nouvelles graines de chaque espece subissent
le protocole d’inoculation précoce, et sont placées dans 2 autres montages hydroponiques (1
pour chaque espece) ou la solution nutritive est dépourvue d’azote. Le taux de nodulation par
bac hydroponique est suivi quotidiennement, une plante étant considérée comme présentant des
nodules des I’apparition d’un premier nodule visible a I'ceil sur cette dernicre.

B) Effet du changement de la source d'azote sur la dynamique de croissance et de
développement des légumineuses a graines
1) Matériel vegetal

L’expérience est menée sur les mémes espéces et variétés de légumineuses que
précédemment. En ce qui concerne la lentille, une variété plus récente a été ajoutée Chakkouf
(homologuée en 2009) a la variété Bakria, plus ancienne. En ce qui concerne le Pois chiche,
une variété plus récente a été ajoutée Arifi (homologuée en 2009) a la variété Fariahne, plus
ancienne.

2) Conditions de culture et plan expérimental
Cette expérience est menée dans les mémes conditions que précédemment. Les bacs
hydroponigues (Figure 4) sont remplis avec la solution nutritive adéquate (cf. Résultats, 111.A.1)
carencée en azote ou non (Tableau 2), selon la modalité de chaque bac. Les plantes seront
soumises a 4 traitements différents (Tableau 3).

Seize bacs hydroponiques sont disposés aléatoirement dans la chambre de culture
(Figures 6 et 7). Chaque bac correspond a une combinaison des modalités de chaque traitement.
Il'y a 2 traitements se déclinant en 2 modalités chacun : le traitement azoté (carencé ou non-
carencé en nitrate), ’inoculation des plants (inoculés ou non-inoculés). Les bacs contiennent
20 individus de la méme espéce et de la méme variété.
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Tableau 3 - Description des traitements appliqués lors de I'expérience de modification de la
source d'azote disponible aux légumineuses

Figure 6 - Plan expérimental mis en place

Traitement | Inoculation | Apport de nitrate | Mode de nutrition azotée associé
1 oui oui Absorption racinaire de nitrate
2 oui non Fixation symbiotique de N2
3 non oui Absorption racinaire de nitrate
4 non non Aucun - témoin négatif
1 2 3 4 3 6 || . T 8
Lentille
VIT"N|[VITN||VIIN|[|[V2I N||V2I N| [VIT"N| |[V2T N| [Vl ' N Pois chiche
V1 Variété 1
V2 Variété 2
I+ Inoculés
I-  Non-inoculés
V2IN|[VIT N|(VITN||V2T N[ (VI N|[V2T N| V2T N |V2 I N'| N+ Avec nitrate
N- Sans nitrate
9 10 11 12 13 14 15 16

Figure 7 - Photographie de l'initiation de I'expérience de modification de la source d'azote
disponible aux légumineuses



3) Protocole de modification de la source azotée

Dans un premier temps, tous les bacs hydroponiques contiennent de la solution nutritive
carencée en NOsz™ (Figure 8, phase de facilitation de la nodulation). Dans un second temps, une
fois que tous les individus ayant subi I’inoculation précoce présentent au moins un nodule
visible a ceil nu, la solution nutritive de tous les bacs est remplacée par de la solution nutritive
contenant du NOs™ (Figure 8, phase d’exposition au nitrate). Dans un troisi¢me temps, lorsque
I’exposition a effacé tout éventuel retard de croissance, les solutions nutritives sont de nouveau
changées (Figure 8, phase de contexte azoté différencié). Les bacs correspondant a la modalité
carencée du traitement azoté sont remplis avec de la solution nutritive carencée en NO3". Ceux
correspondant a la modalité non-carencée du traitement azoté sont remplis avec la solution
contenant du NOs". Lors de ce changement de solution nutritive, les plantes qui ont subi une
inoculation précoce subissent une inoculation tardive, répétée chaque semaine lors du
renouvellement des solutions nutritives.

Lors de I'initiation de la phase de différenciation du contexte azoté, quatre individus
exposés a chaque combinaison de modalités sont prélevés et mesurés, de méme une fois par
semaine, pendant 4 semaines.

4) Variables mesurées
a) Parametres de croissance et de de développement
La croissance et le développement des plants sont suivis par méthodes non destructives
au cours de la phase d’exposition au nitrate. Ainsi, la hauteur de la tige principale et le nombre
de feuilles émises par cette derniére sont relevés chaque semaine jusqu’a ce que les plants,
inoculés ou non, ne constituent plus qu’une seule population homogene.

La réponse de la croissance des plantes a la modification du contexte azote est évaluée
par I’étude de parametres mesures : la hauteur de la tige principale (Namvar, Sharifi, 2011), la
production de biomasse (masses aeriennes fraiche et séche), la surface foliaire (somme de
I'indice de surface foliaire de chaque feuille d'un plant, par LI-3000C Portable area meter ; LI-
COR Biosciences - Lincoln NE, Etats-Unis) (Singh, 1991). La matiére seche est obtenue apreés
séchage a 60°C dans une étuve pendant 48h (Zancarini et al., 2012).

En parallele, le développement des plants est suivi par comptage du nombre de feuilles
émis par la tige principale. Lors du premier et du dernier relevé, le stade de développement est
déterminé grace a 1’échelle BBCH (Bayer, BASF, Ciba-Geigy, Hoechst) destinée au pois
(Lancashire et al., 1991). Pour ce faire, nous évaluons la maturité des fleurs et gousses présents
sur les plants lors de ces relevés. Un stade de developpement moyen est estimé en arrondissant
la moyenne des échelons BBCH atteints par les plants a I'entier inférieur.

b) Azote total

Afin d’apprécier la nutrition azotée des plantes, nous déterminons, lors de chaque
prélevement, la teneur en azote total dans les organes aériens par la méthode Kjeldahl
(Baethgen, Alley, 1989), permettant d'obtenir la teneur en azote total dans un échantillon de 1g
de manicre efficace. La phase de digestion du matériel végétal a été adaptée d’autres protocoles
de dosages d’azote total (Houba et al., 2004 ; Novozamsky et al., 1983), moins toxiques selon
le matériel disponible au laboratoire. Nous calculons ensuite la teneur en azote total dans les
plantes entieres seches en mg d’azote/plante (par le produit entre la teneur en azote total obtenue
précédemment (en mg/g) et la biomasse aérienne seche).



Phase 1: Phase 2: Phase 3:

Facilitation dela  Exposition au nitrate Modification du
nodulation contexte azoté
A A A
f N N A\
Semis Inoculation
Inoculation tardive
précoce

| :
=1 T

t 1t 1

b

Suivide la .
) Mesures non destructives Mesures destructives
nodulation
Solution nutritive Solution nutritive . . Prélévements
. , Plants inoculés
carencee en azote azotee pour mesures

Figure 8 - Schéma explicatif du déroulement de l'expérience de modification de la source
d'azote disponible aux légumineuses testées

A B

2.0

w

1.5

Solution
[ chanem etal. 2011
[ Huang etal. 1904

Solution
[ nanem etal. 2011
[ Huang etal. 1904

1.0

Masse séche (g)
Teneur en azote total (%)
N

u

0.5

0.0

Lentille Pois chiche Lentille Pois chiche
Espéce Espéce
Figure 9 - Effet de la solution nutritive sur la production de biomasse et la teneur en
azote total des légumineuses testées. (A) Production de biomasse aérienne seche selon
la solution testée (B) Teneur en azote total dans la partie aérienne des plants selon la
solution testée



5) Analyse statistique
L’ensemble des tests statistiques sont réalisés a I’aide du logiciel R (R Core Team, 2017).

Un test T de Student est appliqué aux matieres séches aériennes et aux teneurs en azote
total des plantes cultivés dans les deux solutions nutritives testées, aprés vérification de la
normalité de la distribution et de I'hnomogénéité des variances des variables comparées.

Afin de déterminer la date d’initiation de la phase de changement de source d'azote, il est
nécessaire de montrer que ’ensemble des plants constitue une population homogene, ainsi,
deux tests statistiques sont réalisés. Un test T de Student est réalisé sur la hauteur de la tige
principale selon les deux modalités d’inoculation, apreés vérification de la normalité de la
distribution de cette variable, et de ’homogénéité de sa variance. Ainsi qu’un test de Khi2 sur
le nombre de feuilles émis par la tige principale selon les deux modalités d’inoculation.

Par la suite, des ANOVA, dont le seuil de significativité est fixé a 5% sont réalisées afin
d'expliquer chaque variable par les combinaisons de modalités de traitement azoté et de
traitement d’inoculation, avec vérification de la normalité de distribution des résidus (test de
Shapiro-Wilk sur les résidus), et de I’homogénéité des variances (test de Bartlett), afin de
déterminer si les combinaisons de traitements ont un effet sur les variables de croissances
mesurées. Enfin, des tests de Tukey sont réalisés grace au package "agricolae™ sur R
(Mendiburu, 2017), afin de déterminer si des sous populations (correspondant a certaines
modalités) sont distinguables dans la population échantillonnée.

Pour le nombre de feuilles sur la tige principale (variable disrete), I’effet discriminant des
modalités est étudié grace a un modéle linéaire généralisé. S’agissant de comptages, nous leur
appliquerons la fonction de lien logarithme (erreurs de type Poisson). En ce qui concerne l'étude
des teneurs en azote total, s'agissant de proportion, nous leur appliquerons la fonction de lien
logit (erreurs de type binomiales). Un test de Tukey est ensuite appliqué grace au package
"multcomp™ sur R (Hothorn et al., 2016), permettant d'appliquer un test de Tukey apres la
réalisation d'un modéle linéaire généralisé.

V)  Résultats

A) Mise au point de protocoles

1) Solution nutritive adaptée aux légumineuses

La masse de matiére séche aérienne produite est significativement plus importante chez

les lentilles et pois chiches cultives dans la solution décrite par Ghanem et al. (2011) que dans
celle décrite par Huang et al. (1994) (Figure 9A), observation confirmée par le test T de Student
(p-value = 9,89e-5 et 1,52e-7 pour la lentille et le pois chiche respectivement). De méme, la
teneur en azote total est significativement plus importante chez les individus cultivés dans la
solution décrite par Ghanem et al. (2011) que pour ceux cultivés dans la soltion décrite par
Huang et al. (1994) (Figure 9B), observation confirmée par le test T de Student (p-value =
6,63e-5 et 3,49e-12 pour la lentille et le pois chiche respectivement).

2) Protocoles d'inoculation

En ce qui concerne I’inoculation précoce (Figure 10A et 10C), les premieres nodulations
(Figure 11) surviennent 13 jours aprés I’inoculation pour la lentille, et aprés 20 jours pour le
pois chiche. La nodulation est totale (taux de nodulation = 1) 16 jours aprés inoculation pour la
lentille, et 27 jours aprés inoculation pour le pois chiche.

En ce qui concerne I’inoculation tardive (Figure 10B et 10D), les premieres nodulations
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Figure 10 - Suivi de la nodulation des légumineuses testées aprés application des protocoles
d'inoculation. (A) Suivi du taux de nodulation de lentilles ayant subi le protocole d'inoculation
précoce (B) Suivi du taux de nodulation de lentilles ayant subi le protocole d'inoculation tardive
(C) Suivi du taux de nodulation de pois chiches ayant subi le protocole d'inoculation précoce
(D) Suivi du taux de nodulation de pois chiches ayant subi le protocole d'inoculation tardive

Figure 11 - Photographies de nodules obtenus avec les protocoles d'inoculation testés
(observation a la loupe binoculaire), apres 30 jours d'expérience. (A) Nodules obtenus sur
lentille avec le protocole d'inoculation précoce (B) Nodules obtenus sur lentilles avec le
protocole d'inoculation tardive (C) Nodules obtenus sur pois chiche avec le protocole
d'inoculation précoce



surviennent 10 jours aprés I’inoculation des racines de lentilles, et 18 jours apres I’inoculation
des racines de pois chiche. La nodulation est totale 12 jours apres inoculation pour la lentille,
et 26 jours apres inoculation pour le pois chiche.

B) Effet du changement de la source d'azote
1) Suivi des plants au cours de la phase de facilitation de la nodulation
Malgré la réussite du protocole d'inoculation lors de sa mise au point, les plants de pois
chiche n'ont montré aucun signe de nodulation au cours de cette expérience. Dans la suite de ce
rapport, les résultats et discussions seront présentés uniquement pour la lentille.

Pour les deux variétés de lentille, les premiéres nodulations surviennent 13 jours aprés le
semis et I’inoculation précoce et la nodulation est totale (taux de nodulation = 1) dés 18 jours
(Figure 12).

A la fin de cette phase, la hauteur des plants est significativement différente selon la
modalité du traitement d’inoculation (T-test de Student, p-value = 3,05e-10), les plantes
inoculées étant globalement plus hautes. De méme pour le nombre de feuilles émises par la tige
principale (Khi2, p-value = 0,001), les plantes inoculées émettant globalement plus de feuilles.

2) Suivi des plants au cours de la phase d'exposition au nitrate

Aprés 14 jours d’exposition au nitrate, (34 jours apres semis et inoculation), la hauteur
des plants est significativement différente selon la modalité du traitement d’inoculation (T-test
de Student : p-value < 0,001), les plants inoculés étant toujours globalement les plus hauts. En
revanche, le nombre de feuilles émises par la tige principale n’est pas différent selon la modalité
du traitement d’inoculation (Khi? : p-value = 0,02).

Apres 28 jours d’exposition au nitrate (soit 48 jours apres le semis), la hauteur des plants
est identique qu’il y ait eu inoculation ou non (T-test de Student : p-value=0,36). Il en est de
méme pour le nombre de feuilles émis (Khi2 : p-value = 0,28).

3) Dynamique de croissance et de développement au cours de la phase de changement de
la source d'azote
a) Surface foliaire

En ce qui concerne la variété Bakria (Figure 13A), au cours des 8 premiers jours de
traitements, la surface foliaire des plants reste constante, et TANOVA ne montre aucune
différence significative entre les traitements. Au 15°™ jour de traitements, 'ANOVA montre
des différences significatives entre les surfaces foliaires selon les traitements subis. Le test de
Tukey montre une différence significative entre les plants disposant de NOs’, dont la surface
foliaire a fortement augmenté (+1000 cm2.plante™) et les autres, dont la surface foliaire est
restée stable. Au-dela, le test de Tukey montre une différence significative entre les plants
disposant de NO3™ (dont la surface foliaire est importante et stable), les plants susceptibles de
fixer le N2 (dont la surface foliaire augmente, sans égaler celle des plants disposant de NO3),
et les plants dépourvus de toutes sources d'azote (dont la surface foliaire est restée constante).

Pour la variété Chakkouf (Figure 14A), TANOVA montre une différence significative
entre les traitements dés le 8°™ jour de traitement et le test de Tukey montre une différence
significative entre les plants disposant de NO3™ (dont la surface foliaire augmente) et les plants
qui en sont privés (dont la surface foliaire reste stable). Ensuite, le test de Tukey montre une
différence significative entre les plants disposant de NO3™ et inoculés (dont la surface foliaire
est plus importante), les plants privés de toutes sources d'azote (dont la surface foliaire est stable
et faible), et les plants disposant de NOs™ non inoculés et ceux susceptibles de fixer le N2 (dont
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Figure 12 - Suivi de la nodulation des plants de lentille inoculés ou non au cours de la phase de
facilitation de la nodulation. (A) Plants de la variété Bakria (B) Plants de la variété Chakkouf

>

Surface foliaire (cm?plante)

masse (g)

1.
0 i * Traitement
d 1T =
1000 ; » ~0-2
A s
st l ;: I | o 4
1 8 15 22 29
Temps (Jours)
$ ‘ (:&
60 $ 2 :
+ + Traitement
e - 1
40 1 !“1 -2
1 I“( - * -3
3 °
201 | i + * Lo
3587 ¢--9
*‘5 4 |

1 8 15 22 29
Temps (Jours)

Hauteur (cm)

masse (g)

701 i #
50 ‘L \
40 ] ]

1 8 15 22 29

Temps (Jours)
201 + %
151
101 }

-4

) R 4
0 !

1 8 15 22 29

Temps (Jours)

(o
281 7
p |
. [ B .
Traitement 2, t Traitement
> 1 2 1.8 > 1
=2 g t Py 4 ‘ -2
@ - Z o
-3 524 8 -3
* 4 g A * 4
z
16
1 8 15 22 29
Temps (Jours)
Traitement
- 1
-2
-3
- 4

Figure 13 — Suivi des parameétres de croissance et de développement au cours de la phase de
modification de la source d'azote (variété Bakria). (A) Suivi de la surface foliaire (B) Suivi de
la hauteur de la tige principale (C) Suivi du nombre de feuilles émises par la tige principale (D)
Suivi de la production de biomasse aérienne fraiche (E) Suivi de la production de biomasse
aerienne seche



la surface foliaire est intermédiaire aux deux autres). En fin d'expérience, le test de Tukey
montre que la surface foliaire des plants disposant de NOs™ et de ceux susceptibles de fixer le
N est identique (environ 1100 cm2.plante™), alors que celle des plants privés de toutes sources
d'azote est restés stable et faible (environ 250 cm2.plante™).

b) Hauteur de la tige principale

La hauteur de la tige principale des plants de la variété Bakria (Figure 13B) est
significativement différente selon le traitement subi (ANOVA) & partir du 8™ jour de
traitements. Le test de Tukey montre que les plants disposant de NO3™ et ceux susceptibles de
fixer le N2 évoluent de la méme maniére. Leur tige principale croit fortement jusqu'au 15°™m¢
jour de traitement (+20cm), puis plus faiblement ensuite (+5cm). La hauteur de la tige
principale des plants privés de toutes sources d'azote augmente peu tout au long du traitement
(+5cm).

En ce qui concerne la variété Chakkouf (Figure 14B), 'ANOVA indique un effet
significatif du traitement subi sur la hauteur de la tige principale dés le 8™ jour de traitement.
A cette date, le test de Tukey montre une différence entre les plants disposant de NOz™ (dont la
hauteur de la tige augmente) et plants qui en sont privés (dont la hauteur reste stable). A partir
du 15°™ jour, le test de Tukey montre que les plants disposants de NOs" et ceux susceptibles de
fixer le N2 évoluent de la méme fagon d'une part (tige plus grande : plus de 70cm) et que les
plants privés de toutes sources d'azote évoluent de maniére différente d'autre part (hauteur de
tige stable, et faible: 50cm).

¢) Production de biomasse aérienne

La biomasse aérienne fraiche produite par les plants de la variété Bakria (Figure 13D) est
significativement différente selon le traitement subi a partir du 8™ jour de traitements
(ANOVA). Le test de Tukey montre que les plants disposant de NO3™ et ayant été inoculés ont
produit plus de biomasse aérienne que les autres, dont la biomasse aérienne fraiche est restée
constante. Au 15°™ jour de traitements, le test de Tukey montre que la biomasse aérienne
fraiche des plants disposant de NOz™ (60g) est significativement différente de celle des plants
privés de NOs', qui est restée plutot stable et faible. Au-dela du 22°™ jour de traitements, le test
de Tukey montre des différences entre la biomasse aérienne fraiche des plants disposant de
NOs (stable autour de 60g), la biomasse aérienne fraiche des plants privés de toutes sources
d'azote (restée stable autour de 10g), et la biomasse aérienne fraiche des plants susceptibles de
fixer le N2 environ 30g), qui a augmenté, sans egaler celle des plants disposant de NOs'".

Pour la biomasse aérienne séche des plants de cette variété (Figure 13E), 'ANOVA ne
montre aucune différence significative entre les traitements jusqu'au 8°™ jour de traitements.
Au 15°™ jour de traitements, 'ANOVA est significative, et le test de Tukey montre des
différences significatives entre les plants disposant de NO3™ (dont la masse seche augmente :
+79), et les plants qui en sont privés (dont la masse séche reste constante : environ 2,5g). Au-
dela de cette date, le test de Tukey indique une différence significative entre la biomasse
aerienne séche des plants disposant de NOs™ (qui augmente et atteint 20g en fin d'expérience),
la biomasse les plants privés de toutes sources d'azote (constante, faible: 2,59), et les plants
susceptibles de fixer le N2 dont la production de biomasse aérienne seche est intermédiaire:
environ 8g).

La biomasse aérienne fraiche des plants de la variété Chakkouf (Figure 14D) est
significativement différente selon le traitement subi a partir du 8°™ jour de traitements
(ANOVA). A cette date, le test de Tukey montre une différence significative entre les plants
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disposant de NO3™ (dont la biomasse aérienne fraiche augmente atteint 16g) et ceux qui en sont
privés (dont la biomasse aérienne fraiche n'augmente pas). A partir du 15°™ jour de traitements,
le test de Tukey indique que les biomasses aériennes fraiches des plants disposant de NO3" et
de ceux susceptibles de fixer le N2 ne sont pas significativement différentes entre elles (masses
élevées, supérieures a 20g, puis proches de 30g en fin d'expérience), mais sont significativement
différentes de la biomasse aérienne fraiche des plants privés de toutes sources d'azote (restée
constante tout au long du traitement, autour de 10g).

Pour la biomasse aérienne seche des plants de cette variété (Figue 11E), 'ANOVA montre
un effet significatif du traitement dés le 8™ jour d'expérience. A cette date, le test de Tukey
montre une différence significative entre les plants disposant de NO3z (dont la biomasse
aerienne seche augmente : +3g), et les plants qui en sont privés (dont la biomasse aérienne reste
stable : 1,59). A partir du 22°™ jour de traitements, le test de Tukey montre que les biomasses
aériennes seches des plants disposant de NO3™ et de ceux susceptibles de fixer le N2 ne sont pas
significativement différentes entre elles (masses élevées, supérieures a 6g, puis d'environ 9g en
fin d'expérience), mais sont significativement différentes de la biomasse aérienne seche des
plants privés de toutes sources d'azote (restée constante et faible).

d) Nombre de feuilles et stade de développement

Quelle que soit la variété, le nombre de feuilles emises par la tige principales des plants
(Figures 13C et 14C), augmente de maniére constante et similaire quel que soit le traitement
subi (modeéle linéaire généralise non significatif), passant d'environ 17 feuilles en moyenne au
début des traitements a environ 26 en fin d'expérience pour la variété Bakria, et a environ 26
feuilles pour la variété Chakkouf. En fin d'expérience, le modéle linéaire généralisé montre une
différence significative entre les traitements, et le test de Tukey indique que les plants privés de
toutes sources d'azote enregistrent un plus faible nombre de feuilles émises (23 pour Bakria et
22 pour Chakkouf).

En ce qui concerne le stade de développement atteint en fin d'expérience (Tableau 4),
quelle que soit la variéeté, I'échelon BBCH atteint par les plants disposant de nitrate et par ceux
susceptibles de fixer l'azote atmosphérique est le méme (échelon 75, soit: 50% des gousses ont
atteint leur longueur finale et les grains sont gonflés). En revanche, les plants privés de toutes
sources d'azote présentent un retard, atteignant I'échelon 73 (soit : 30% des gousses ont atteint
leur longueur finale et les grains sont gonflés) pour la variété Bakria, et I'échelon 65 (soit: 50%
de fleurs ouvertes et peu de gousses formeées) pour la variété Chakkouf.

4) Teneur en azote total
Au debut de la phase de traitements, quelle que soit la variété, le modele linéaire généralisé

ne montre pas de différences significatives entre les teneurs en azote total des plants subissant
les différents traitements (Figure 15). En ce qui concerne la variété Bakria (Figure 15A), le
modele linéaire généralisé expliquant la teneur en azote total des plants par les traitements subis
est significatif a partir du 8™ jour de traitements. Le test de Tukey montre des différences
significatives entre les plants disposant de NOgz™ (traitements 1 et 3) (dont la teneur en azote
total est d'environ 2,75 mg.g? de matiére séche), les plants susceptibles de fixer le N2
atmosphérique (traitement 2) (dont la teneur en azote total est constante, & environ 2,3 mg.g™*
de matiére séche), et les plants privés de toutes sources d'azote (traitement 4) (dont la teneur en
azote total a fortement baissé a prés de 1 mg.g™). Entre le 8°™ et le 22°™ jour de traitements,
la teneur en azote total des plants disposant de NOs™ continue d'augmenter fortement, et de

12






maniére constante, passant de 2,75 a 3,5 mg.g™ de matiére séche. La teneur en azote total des
plants susceptibles de fixer le N2 est restée constante, autour de 2,75 mg.g™* de matiére séche.
La teneur en azote total des plants privés de toutes sources d'azote a augmente, atteignant
environ 1,8 mg.g™ de matiére séche. Le test de Tukey montre une différence significative entre
les plants disposant de NOs", ceux susceptibles de fixer le N2 et ceux prives de toutes sources
d'azote. Au terme de l'expérience, le test de Tukey montre des différences entre : les plants
disposant de NOz", dont la teneur en azote total a encore augmenté (atteignant environ 2,75
mg.g?), ceux susceptibles de fixer le N2, dont la teneur en azote total a fortement augmenté
(+0,75 mg.g?, atteignant 3 mg.g™ de matiére séche), et ceux privés de toutes sources d'azote,
dont la teneur en azote total est restée constante.

Pour la variété Chakkouf, initialement, la teneur en azote total (Figure 15B) est d’environ
1,25 mg.g?, puis augmente fortement a prés de 3 mg.g? au cours des 8 premiers jours de la
phase au sein des plants disposant de NOs™ et ayant été inoculés (traitement 1). Les plants
disposant de NO3z™ mais n'ayant pas été inoculés (traitement 3) présentent une teneur en azote
total qui augmente, légérement moins, atteignant un peu plus 2,5 mg.g™. Les plants privés de
NOz™ mais ayant été inoculés (traitement 2) voient leur teneur en azote augmenter pour atteindre
2,25 mg.g* environ. Enfin, les plants privés de toutes sources d'azote (traitement 4) ont une
teneur en azote total qui augmente également pour atteindre 2 mg.g™. Quel que soit le traitement
subi, la teneur en azote total reste constante entre le 8™ et le 15°™ jour de traitements, avant
de raugmenter, passant a 3,5 mg.g* dans les plants disposant de NOs™ et inoculés (traitement
1), a 3,4 mg.g™* pour les plants susceptibles de fixer le N2 (traitement 2), a 2,5 mg.g™* pour les
plants dépourvus de NO3™ mais ayant été inoculés, et un peu plus de 2 mg.g™* pour les plants
privés de toute source d'azote. Au terme de I'expeérience, les plants disposant de NO3™ (traitement
1 et 3) atteignent une teneur en azote total d'environ 3,6%, ceux qui sont susceptibles de fixer
le NOs™ ont une teneur en azote total d'environ 3 mg.g™, enfin, les plants privés de toutes formes
d'azote ont une teneur en azote total moindre, d'environ 2,5 mg.g™. Quelle que soit la date, les
modeéles linéaires généralisés montrent que le traitement a un effet sur cette teneur en azote
total. Le test de Tukey montre que pour les deux variétés, la teneur en azote total des plants
disposant de NOs™ et ayant été inoculés est significativement supérieure a celle des plants
disposant de NOs™ non inoculés, elle-méme significativement supérieure a celle des plants
susceptibles de fixer le N2, elle-méme significativement supérieure a celle des plants privés de
toutes sources d'azote.

V) Discussion
A) Mise au point de protocoles
1) Solution nutritive adaptée aux légumineuses
La solution nutritive décrite par Ghanem et al. (2011) permet une meilleure production
de biomasse aérienne, et une meilleure accumulation d’azote dans les organes aériens. Le
changement de contexte azoté devant étre le seul facteur de stress, et les autres conditions
environnementales devant étre optimales, nous privilégierons cette solution nutritive dans la
suite de nos expériences. De plus, nous disposons également de cette méme solution ajustée a
une teneur en azote minimale (tout en respectant les impératifs d’égalité des charges ioniques)
(Tableau 2).
2) Protocoles d'inoculation
La nodulation parvient a étre totale (taux de nodulation = 1) quelle que soit I’espece, et
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quel que soit le type d’inoculation (précoce ou tardive) (Figure 10). Les protocoles
d’inoculation que nous avons testés sont donc efficaces.

Notons toutefois que I’inoculation tardive aboutit & une nodulation totale (taux de
nodulation=1) plus rapidement que I’inoculation précoce (4 jours de moins pour la lentille, 1
jour de moins pour le pois chiche) (Figure 10), que la lentille commence a présenter des nodules
avant le pois chiche (7 a 8 jours avant) et atteint une nodulation totale avant ce dernier (11a 17
jours avant). Les changements de solutions nutritives n’auront donc pas lieu en méme temps
pour la lentille et le pois chiche dans la suite des expériences.

B) Effets du changement de la source d'azote sur la dynamique de croissance et de
developpement des légumineuses

1) La fixation symbiotique aboutit-elle au méme état final de croissance et de
développement que I'absorption racinaire ?

Les plants cultivés en condition permettant la fixation symbiotique du N2 présentent donc
une croissance considérable, voire identique a celle des plants disposant de NOs’, en fin
d'expérience, toujours significativement différente de celle des plants privés de toutes sources
d'azote. Ceci suggere que la fixation symbiotique du diazote a bien été réactivée apres la
suppression du NOs".

Aprés Iarrét des apports de NOgz', la fixation symbiotique du N2 atmosphérique permet
d’atteindre le méme stade de développement que 1’absorption racinaire du NO3z™ (selon I’échelle
BBCH utilisée) en fin d’expérience (Tableau 4). De méme, le recours a I'un ou a ’autre des
phénomeénes n’influence pas la phenologie des plants (Figures 13C et 14C).

En revanche, I'état final de croissance atteint par les plants susceptibles de fixer le N2
varie selon la variété. Dans le cas de la variété Chakkouf, le mode de nutrition azotée est sans
effet sur I'état de croissance final des plants (Figure 14), donc apreés l'arrét de I'apport de NOs/,
la fixation symbiotique du N2 permet d'atteindre le méme état de croissance que l'absorption
racinaire de NOs". Ce n'est pas le cas pour la variété Bakria (Figure 13). Hormis pour la hauteur
(Figure 13B), la fixation symbiotique du N2 ne permet pas d'atteindre le méme état de croissance
que l'absorption racinaire de NOs™. En revanche, les états de croissance atteints pour chaque
variable mesurée est significativement différent de ceux atteint par les plants privés de toutes
sources d'azote. Donc dans le cas de la variété Bakria, la fixation symbiotique du N2, permet
une croissance significative, mais qui n'atteint pas le niveau de celle de I'absorption racinaire
de NOs".

Ainsi, apres une fertilisation azotée précoce, la fixation symbiotique du N2 reprend et peut
aboutir a des états de croissance et de développement similaires a ceux atteints avec une
fertilisation continue. Contrairement a ce qui a été avancé par (McKenzie et al., 2001),
I'application précoce de fertilisant azoté est bénéfique. Effectivement, alors que la fixation
symbiotique, en lI'absence de fertilisation azotée précoce, ne permet pas d'atteindre une méme
croissance que la fertilisation azotée (Mahon, Child, 1979 ; Jensen, 1986), elle le permet
(d'apres nos résultats) en cas de fertilisation azotée précoce. Ceci est en accord avec ce qui est
propose par (Rigaud, 1981 ; Fujikake et al., 2002).

2) Le changement de source d'azote induit-il des modifications de la dynamique de
croissance et de développement ?

Au début de la phase de modification de la source d'azote, les plants ne présentent
statistiquement aucune différence de croissance ou de développement et constituent une
population homogéne, quelle que soit la variable de croissance ou de développement étudiée
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(Figures 13 et 14). Les seuls paramétres variables sont donc la présence ou 1’absence de NO3”
dans les solutions nutritives, ainsi que la réalisation ou non de I’inoculation tardive, constituant
ou non des conditions permettant aux plantes de fixer le N> atmosphérique. Ainsi, le mode de
nutrition azotée est le seul parametre potentiellement discriminant intervenant au cours de cette
phase.

Quelle que soit la variété, et quelle que soit la variable de croissance étudiée, les plants
susceptibles de fixer le N> atmosphérique (traitement 2, Figures 13 et 14) commencent par
présenter un retard de croissance par rapport aux plants ayant recours a 1’absorption racinaire
de NOs™ (traitement 1 et 3, Figures 13 et 14). Effectivement, les variables de croissance de ces
plants présentent un retard, et ont, dans un premier temps, un comportement semblable aux
plants privés de toute source d’azote (traitement 4, Figures 13 et 14). Ceci suggére qu’ils ne
disposent pas de source azotée leur permettant un développement similaire a celui des plants
disposant de NO3z™ comme source d’azote. Nous en déduisons que la fixation symbiotique du
N2 a été inhibée par I'exposition au NOs", et qu'apres la suppression de ce dernier, le passage
d'une source d'azote (NOs’) a l'autre (N> atmosphérique) n'a pas été instantané. Ceci est en
accord avec les observations faites a I'échelle de la nodulation et de l'activité des nodules
(Fujikake, 2003 ; Voisin et al., 2003), selon lesquelles il existe un délai avant la reprise ces
phénomeénes apres un stress nitrate.

Toutefois, dans un second temps, les plants susceptibles de fixer le N2 réagissent
différemment a 1’absence de nitrate selon leur variété. Dans le cas de la variété Chakkouf, le
délai de reprise de la croissance est de l'ordre de 15 jours (Figure 14), alors qu'il est de l'ordre
de 22 jours pour la variété Bakria (Figure 13). Comme le suggerent (Voisin et al., 2003), nous
constatons que le délai de reprise de la croissance apres le changement de la source d'azote
dépend de la variéte.

En plus du délai de reprise de la fixation symbiotique, nous remarquons que la variété
influence aussi l'efficacité de ce phénoméne. Dans le cas de la variété Bakria, bien que la
fixation symbiotique permette une reprise de la croissance aprés un certain déelai (Figure 13 A,
D, E), elle ne permet pas d'atteindre un méme état de croissance, méme en fin d'expérience. En
revanche, dans le cas de la variété Chakkouf (Figure 14 A, B, D, E), lorsque la croissance
reprend, le retard accumulé lors du delai de reprise de la fixation symbiotique est rattrape en 7
jours et la croissance des plants fixant le N2 n'est pas significativement différente de celle des
plants absorbant le NOs™ jusqu'a la fin de I'expérience. La variété, en plus d'influencer le déelai
de reprise de la fixation symbiotique, influence également I'efficacité de cette derniére.

La reprise de la croissance ayant eu lieu, nous en déduisons que la reprise de la fixation
symbiotique du N a également eu lieu (seule source d'azote disponible pour les plants cultivés
en conditions favorisant la fixation symbiotique : absence de NOs', et inoculation). Le délai de
reprise de la croissance est imputable au mode de nutrition azotée (absorption ou fixation), mais
est-il corrélé a un déficit azoté consécutif a une absence de source d'azote ?

3) Le changement de source d'azote implique-t-il une carence azotée ?

La teneur en azote total permise par la fixation symbiotique est supérieure a celle
présentée par les plants privés de toutes sources d'azote (Figure 15). Ce qui montre que la
fixation symbiotique a permis I'assimilation d'azote. Le phénoméne de fixation symbiotique a
donc bien été réactivé. Toutefois, la teneur en azote total des plants réalisant la fixation
symbiotique du N2 est, tout au long de la phase, inférieure a celle des plants réalisant
I'absorption racinaire du NOz". Ceci montre donc que tout au long de I'expérience, la fixation
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symbiotique du N2 ne permet pas une assimilation de I'azote aussi importante que I'absorption
racinaire (Figure 15).

En ce qui concerne l'évolution de la teneur en azote dans les plants au cours de
I'expérience, alors que la teneur en azote total au sein de plants absorbant le NOs™ par voie
racinaire augment continuellement, celle des plants susceptibles de fixer le N> commence par
rester constante (Figure 15). Comme pour les variables de croissance, nous observons un délai
de reprise du phénomeéne, au cours duquel I'évolution de la teneur en azote total des plants
susceptibles de fixer le N2 est la méme que celle des plants privés de toutes sources d'azote. Il
y a donc bien un délai au cours duquel la source d'azote atmosphérique n'est pas exploitable par
les plants, alors que les conditions pour ce faire sont réunies (absence de nitrate et inoculation).
I1'y a donc bien un délai nécessaire a la réactivation du phénomeéne de fixation symbiotique du
No.

Concernant I'évolution de la teneur en azote au cours de la phase de modification de la
source azotée, nous pouvons également faire les mémes constats quoi pour les variables de
croissance. Premiérement, il y a un délai consécutif a la suppression du nitrate au cours duquel
la teneur en azote total stagne pour les plants susceptibles de fixer le N2, alors qu'elle augmente
chez les plants disposant de NOsz". La teneur en azote total des plants susceptibles de fixer le N2
étant similaire a celle des plants privés de toutes sources d'azote, nous en déduisons, qu'au cours
de ce delai, ces plants n‘ont accés a aucune source d'azote. La fixation symbiotique n'est pas
effective, la teneur en azote dans les plants n‘augmente pas, et la croissance est arrétée.
Deuxiémement, nous remarquons que la durée du délai observé dépend également de la variété,
variant de 15 jours pour la variété Chakkouf a 22 jours pour la variété Bakria. Troisiemement,
nous constatons également que l'augmentation de la teneur en azote total dépend de la variéte.
Pour la variété Bakria, la teneur en azote total des plants susceptibles de fixer le N2 augmente
de 0,75 mg.g* de matiére séche en 7 jours, alors qu'elle augmente également de 0,75 mg.g™ de
matiére séche, mais en 14 jours pour la variété Chakkouf. Le passage de I'absorption du NO3™ a
la fixation symbiotique du N2 implique donc un déficit d'azote, par rapport a des plants
continuant de réaliser I'absorption racinaire du NOs". Comme précédemment, nos résultats sont
en accord avec ceux de (Voisin et al., 2003) selon lesquels la variété influence la fixation
symbiotique, mais pas avec ceux de (Rigaud, 1981 ; Fujikake et al., 2002) selon lesquels la
fixation symbiotique, aprés une fertilisation précoce, peut aboutir a une teneur en azote total
similaire a celle atteinte par une fertilisation azotée continue.

Comme nous observons les mémes phénomenes pour les variables de croissance et la
teneur en azote total par plante. Nous en déduisons que la reprise de la croissance des plants
apres la suppression du NOs" est corrélée a 'augmentation de la teneur en azote total des plants.
Nous avancons également que le retard de croissance enregistré dans les premiers jours de la
phase de différenciation de la source azotée serait di a un retard d’accumulation d’azote, di au
délai de remise en marche du processus de fixation symbiotique, en accord avec les conclusions
de (Mahon, Child, 1979 ; Fujikake, 2003).Les conséquences de ce délai sont variables selon la
variété et la capacité de fixation relative a chaque variété.

En outre, il nous est impossible de dire si le retard d’assimilation de 1’azote, conséquence
de I'ineffectivité de la fixation symbiotique lors du changement de source azotée, est également
la cause de la réactivation du phénomene, ou si la simple absence de nitrate suffit a réactiver la
fixation symbiotique du N2, si les plantes sont en présence de Rhizobiums adapteés.
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C) Perspectives et limites

Tout d'abord, compte tenu du succes de la nodulation du pois chiche lors de la mise au
point du protocole d'inoculation précoce, nous pensons que l'absence de nodules apres
l'inoculation précoce réalisée au cours de la phase de facilitation de la nodulation (de
I'expérience de modification de la source d'azote), serait due a une erreur lors de la réalisation
de la culture de Rhizobiums.

Nos résultats sont a interpréter avec précaution, sachant que I'expérience a été menée en
conditions de culture contrdlées. Premierement, les conditions dans la chambre de culture
¢taient optimales pour la lentille (permettant d’aboutir a une croissance optimale, et ne
présentant pas d’hétérogénéité) et donc meilleures que des conditions naturelles au champ.
Deuxiemement, les effets observés ont pu étre modulés favorablement par les conditions de
culture, et défavorablement par la culture hydroponique.

Un autre biais & mettre en évidence est le forcage de la nodulation en premiére partie
d’expérience. Avant de passer a la phase d’exposition au nitrate, nous avons attendu que tous
les plants présentent des nodules, afin de disposer de plants ayant tous déja eu recours a la
fixation symbiotique, devant réactiver un mécanisme déja activé initialement. Ceci ne serait
peut-étre pas le cas au champ. La population de plants inoculés serait potentiellement
hétérogene, certains plants devant alors développer des nodules de novo, plut6t de réactiver des
nodules préexistants. Il pourrait donc étre intéressant d’évaluer I’importance de 1’inoculation
précoce sur la réactivité du mécanisme de réactivation de la fixation symbiotique.

A la fin de I'expérience, la teneur en azote total au sein des plants réalisant la fixation
symbiotique du N2 est en cours de forte augmentation. Il pourrait étre intéressant de prolonger
I'expérience, afin de voir si, au terme du cycle de développement de la lentille (et donc a plus
long terme), la reprise de la fixation symbiotique apres une fertilisation précoce permet
d'atteindre une méme teneur en azote total qu'un recours continu a l'absorption racinaire du
NOs.

En outre, le terme de notre expérience ne nous permet pas d’arriver jusqu’au stade de
récolte, permettant d’appréhender I’effet de notre traitement sur le rendement. Comme évoqué
en discussion : bien que 1’état de croissance et de développement des plants fixant de diazote et
des plants absorbant le nitrate soient parfois le méme, ce n'est pas le cas des états de croissance
intermédiaires. Or, ces retards pourraient intervenir lors de phases décisives pour 1’élaboration
du rendement, et avoir un effet crucial sur ce dernier.

De méme, les modes de nutrition azotée ne sont testés qu’a partir du stade floraison. 11
s’agit d’un stade assez tardif, ou I’effet de du recours a la fixation symbiotique du N2 est moins
évident que pour des stades plus précoces, puisque a ce stade, le nombre de nodules et leur
masse n’augmente plus (Streeter, Wong, 1988). La durée des phases n'est pourtant pas
modulable. La lentille étant une espece thermosensible et photosensible (Summerfield et al.,
1985), une solution pour observer I’effet du changement de mode de nutrition azotée a des
stades de développement moins avancés pourrait étre de réduire la température de la chambre
de culture ainsi que la photopériode en début d’expérience afin de retarder le développement et
de permettre une nodulation totale a un stade moins avancé.

Notons également qu’il est difficile de parler de carence azotée dans notre cas. Nous
considérons une plante comme carencée en azote lorsque sa teneur en azote (en mg d’N/g de
matiére seche) est semblable a celle d’une plante privée de toute source d’azote et différente de
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celle d’une plante disposant de nitrate en abondance. Cette considération présente ses limites.
Utiliser I'indice de nutrition azotée (INN) serait utile, mais est difficile dans notre cas,
puisqu’aucune formule permettant de déterminer la teneur en azote critique (nécessaire pour
calculer PINN) chez la lentille n’est évoquée dans la bibliographie.

Les résultats que nous avons obtenus varient selon la variété, donc il nous parait difficile,
a ce stade, de généraliser nos observations a toute I’espéce, ou a ’ensemble des légumineuses
de saison froide. Il serait utile de réitérer I’expérience sur d’autres espéces, meilleures ou moins
bonnes fixatrices d’azote, afin de peut-étre généraliser nos observations. Les résultats variant
selon la variété, il en serait de méme avec d’autres souches bactériennes (Becana, Sprent, 1987).
Il pourrait donc étre intéressant de déterminer des couples de variétés et souches de Rhizobium
maximisant ’efficacité de la fixation symbiotique.

Il a été montré que la régénération, le développement et le délai de réactivation des
nodules dépendent de la durée de I’apport azoté et son intensité (\Voisin et al., 2003). 1l pourrait
donc étre intéressant de renouveler I’expérience avec différentes doses de nitrate apportées, et
déterminer une dose optimale, assurant un bon développement du couvert végétal en début de
cycle, et endommageant le moins possible les nodules, afin de ne pas compromettre ou retarder
la réactivation des mécanismes de la fixation symbiotique du No.

La comparaison de la teneur en azote total des plants de la variété Chakkouf inoculés
disposant de NOgz™ avec celle des plants non inoculés disposant de NO3™ (Figure 15B) montre
que les plants inoculés et disposant de nitrate assimilent plus d'azote que les plants non inoculés
disposant de nitrate. La réalisation de l'inoculation étant le seul paramétre variant entre ces
plants, ceci suggere que l'absorption racinaire de NO3z™ n'impliquerait pas nécessairement un
arrét du phenomeéne de fixation symbiotique du N2, comme suggére par (Streeter, Wong, 1988 ;
Jeudy et al., 2010). Cette observation dépend également de la variéte, et mériterait d'étre étudiee
lors de répétitions de I'expérience.
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Conclusion

Au terme de cette étude, nous sommes en mesure d’indiquer avec conviction quelle
solution nutritive utiliser pour cultiver des légumineuses en hydroponie. Nous sommes
¢galement en mesure de fournir un protocole d’inoculation des l1égumineuses en phase liquide,
compatible avec I’hydroponie.

Les résultats que nous avons obtenus nous permettent de répondre a un cas particulier de
notre problématique, puisque nous n’avons obtenu de résultats que pour la lentille. Selon la
variété étudiée et avec les souches de Rhizobiums que nous avons utilisées, aprés une exposition
assez longue et intense a du nitrate, la fixation symbiotique du N2 atmosphérique peut permettre
d’atteindre le méme niveau de croissance et de développement que 1’absorption du NO3", mais
pas la méme teneur en azote total (au terme de notre expérience).

Dans tous les cas, le changement de source d’azote induit un retard de croissance se
traduisant par une stagnation des variables de croissance pendant 8 a 15 jours selon la variété.
Au-dela de ce délai, selon la variété, la croissance peut reprendre tres vite et rattraper son retard
en moins de 7 jours (Chakkouf), ou reprendre de maniére plus modérée sans jamais rattraper
son retard (Bakria).

Ce retard de croissance est quant a lui corrélé a un déficit d’azote. Il nous parait assez
difficile de parler de carence, mais du point de vue de la teneur en azote total par plante les
plantes susceptible de fixer le N2 atmosphérique ont un comportement semblable a des plantes
dépourvues de toutes sources d’azote, se traduisant plus une stagnation de cette teneur en azote
total pendant 8 a 15 jours selon la variété. Au-dela de ce délai, la teneur en azote total peut
augmenter fortement sur un court délai, sans égaler celle permise par une absorption racinaire
de NOz continue. Nous avangons donc que le retard de croissance est lié a ce retard
d’assimilation de I’azote.

Par conséquent, au terme de ce travail, il nous semble que le recours a une fertilisation
précoce de légumineuses amenées a fixer I’azote atmosphérique serait sans effet particulier sur
I'état de croissance et de développement des plants, par rapport a une fertilisation continue, a
condition d’utiliser une variété adaptée. Cette conclusion ne concerne que la croissance et le
développement et ne considére pas le rendement, qui pourrait étre influencé par la survenue
d’un déficit d’azote au cours du cycle de développement. D'autant plus que le déficit d'azote
observé intervient sur un intervalle de temps assez long, puisque malgré une reprise de
I'assimilation de l'azote par les plants susceptibles de fixer le N2, la teneur en azote total de ces
derniers reste inférieure a celle des plants disposant de NO3™ jusqu'au terme de l'expérience.
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Annexes
ANNEXE | : Protocole de stérilisation des graines de légumineuses

e Matériel :
o 2L d’eau distillée
Erlenmeyer 250mL — Alcool 70%
Erlenmeyer 250mL — Hypochlorite 5% + 1 goutte de Twin 80/100mL
4 Erlenmeyer 250mL stérilisés
4 pinces stérilisées
Papier whatman stérilisé
Boites de pétri stérilisées
1 tamis/passoire stérile

0O O O O O O O

e Protocole :
o Laver les graines a 1’eau du robinet.
Laver les graines a 1’alcool (30 — 60s.).
Rincer 5 fois les graines a 1’eau distillée.
Tremper les graines dans 1’hypochlorite (2 — 3min.).
Rincer 10 fois a I’eau distillée.
Tremper dans I’eau distillée (30 & 60min.).
Sécher les graines a I’air libre.

O O O O O O

ANNEXE 11 : Description de la solution de culture pour Rhizobiums (a ajuster a pH=7)

. Masses (pour 1L de
Composés ) .
préparation)
Mannitol 10g
KH2PO4 0,59
MgSO4 0,29
Extrait de
19
levure

NaCl 0,19
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Effet de la modification de la source azotée sur la dynamique de croissance et de développement des
légumineuses a graines de saison fraiche.

Effect of the modification of the nitrogen source on the dynamics of growth and development of cool-
season legumes.

Les légumineuses peuvent prélever l'azote du sol par absorption racinaire, mais ont également la
particularité de réaliser la fixation symbiotique du diazote atmosphérique en symbiose avec des
Rhizobiums. Certains scientifiques avancent qu'une fertilisation précoce des Iégumineuses permettrait
un développement suffisant pour améliorer le potentiel de fixation symbiotique. L'effet du passage d'une
source d'azote a une autre sur la dynamique de croissance et de développement des légumineuses
reste inconnu. Afin de répondre a cette question, nous cultivons la lentille et le pois chiche en hydroponie
en chambre de culture. Il s'agira donc de déterminer une solution nutritive adaptée a la culture des
[égumineuses en hydroponie, ainsi qu'un protocole d'inoculation en phase liquide. Nous nous
intéressons ensuite a I'évolution de différentes variables de croissance et de développement de plants
inoculés ou non, exposés a du nitrate puis éventuellement privés de nitrate. Les résultats montrent que
la fixation symbiotique peut conduire & un méme état de croissance et de développement que
I'absorption racinaire. Nous ne remarquons pas de retard de développement, toutefois, la dynamique
de croissance est perturbée par la modification de la source d'azote. Le retard de croissance observé
est corrélé a un déficit d'azote au sein des plantes. Passé le délai de réactivation de la fixation
symbiotique, ce retard peut étre rattrapé. Ceci nous montre donc qu'un arrét d'apport de nitrate (au
stade floraison), aprés une fertilisation précoce, peut étre sans effet sur le développement et la
croissance (au stade fructification avance) de plants inoculés. Toutefois, le déficit d'azote consécutif au
délai nécessaire a la réactivation de la fixation symbiotique pourrait survenir a un stade clef de
I'élaboration du rendement, et pourrait l'influencer.

In addition to their capacity to realize symbiotic nitrogen fixation thanks to Rhizobia, legumes can also
absorb nitrogen from soil by root absorption. Some scientists put forward, that an early fertilization of
legumes could allow a sufficient development to increase the potential of symbiotic fixation. It is yet
unkown, if the transition from on nitrogen source to the other has consequences on the dynamics of
growth and development of legumes.In order to answer this question, we grow two cool-season legumes
(lentil and chickpea) hydropoically in growth chamber. We will first set up an adapted nutrient solution
for legumes, and a protocol of legume inoculation in liquid phase. Then, we will follow the evolution of
different growth and development parameters of inoculated plants first fertilized with nitrate and then
deprived of nitrate. Our results show, that symbiotic fixation can lead to the same growth and
development status than direct nitrogen root absorption. We do not notice any developmental delay,
although the modification of the nitrogen source interferes with the growth dynamics. The observed
growth delay is correlated to a nitrogen deficit in plants. After the delay due to the reactivation of the
symbiotic fixation mechanism, the growth delay can be caught up. Thus, the removal of nitrate after
early fertilization may have no effect on the development and growth of inoculated plants that are able
to fix nitrogen. However, the nitrogen deficit consecutive to the delay required for the symbiotic fixation
to be reactivated might occur during a key stage of yield formation, and might negatively affect it.

Mots-clés : Fixation symbiotique — légumineuses — azote - croissance — développement
Key Words: symbiotic nitrogen fixation — legumes — nitrogen — growth




