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INTRODUCTION GENERALE

Les légumineuses constituent une source impori@atprotéines et de lipides
dans l'alimentation humaine et animale. Elles am particularité biologique qui leur
permet de s’associer a des bactéries du sol (Rbh@ds), pour former des organes
symbiotiques «nodosités» ou «nodules» au sein desqes bactéries transforment
I'azote atmosphérigue en une forme assimilablelparlante (Mylonaet al., 1995).
Certaines espéces ont la capacité de fixer jusgd®Kg Nha (Blondeau, 1980) et
'ensemble des légumineuses produit chaque anngenatre planete, d’avantage
d’ammoniac que l'industrie des engrais azotes éniért al.,1992) Ces nodosités sont
le siege d’échanges trophiques complexes entreldax partenaires. Sachant que la
triple liaison de N est chimiquement I'une des plus difficiles & bris&’est donc grace
a I'enzyme « la nitrogénase » que la réduction gdeséNfait en NH Les bactéroides,
nom donné a la forme symbiotique de la bactériggivent des substrats des cellules de
la plante, essentiellement sous forme de malatdsqutilisent comme source du
pouvoir réducteur pour la nitrogénase et les claaimspiratoires. En échange, les
bactéroides fournissent le MNHbu des intermédiaires de la synthése des composés
azotés comme les uréides. Grace a leur capacitger Ifazote, les légumineuses
contribuent au maintient de la fertilité du solitten réduisant I'utilisation des engrais
azotés et la pollution qu’ils entrainent. Dans cesditions elles sont indiquées pour la
protection de I'environnement et pour le développeimd’'une agriculture durable
equilibree.

La culture des Iégumineuses est confrontée aquitsicontraintes notamment la
faible disponibilité du phosphore dans le sol. @engkr constitue un facteur limitant
majeur lorsque les légumineuses recourent a latidixasymbiotique de l'azote
(Hernandezet al, 2007). La teneur en P des nodosités, est d'allbeaucoup plus
élevée gue celle d’autres organes de la plantegX/a®96). La fixation symbiotique de
'azote s’accompagne généralement d’'une acidificatie la rhizosphére qui a pour
conséquence une augmentation significative de ddigponibilité de P (Behi, 2003).
Cet effet s’explique par le rble majeur que jouszdite dans le bilan des cations et
anions préleveés par la plante ietfine dans la modification du pH de la rhizosphere a

la suite d’exorption de protons pour compenserckalent de cations dans ce bilan
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(Hisinger et al., 2003). En utilisant N au lieu de N@, les légumineuses peuvent
acidifier davantage leur rhizosphere, qui se tiaghsir une augmentation de la
biodisponibilité de P (Alkamat al, 2009).

Parmi les lIégumineuses a graines les plus répaneiuappréciées, le haricot
(Phaseolus vulgarid..). Il est produit sur plus de 18 millions d’hews localisés
principalement en Amérique latine, et a l'est etsad de I'Afrique (Blair, 2009).
Originaire d’Amérique du sud et central, il est augd’hui cultivé sur tous les
continents. En 2006, la production mondiale décbgs, selon les statistiques publiées
par la FAO, s'est élevée a 28.6 millions de tondest 19.6 tonnes de haricots secs
(68 %), 6.4 tonnes de haricots frais (22 %) ett@rthes de haricots verts (9 %). Entre
1961 et 2006, la production totale de haricots @btbpassant de 14.4 a 28.6 millions
de tonnes, progressant assez régulierement awéaild % par an (FAO.STAT, 2009).
En effet, le haricot constitue un aliment de basarmprés de 500 millions d'étres
humains de part sa richesse en protéines (25%oce\iAndradeet al.,2003; Shimelis
& Rakshit, 2005; Shimeli®t al., 2006; Pujolaét al., 2007) qui peut substituer aux
protéines animales qui sont souvent inaccessible g nombreuses personnes.
Malheureusement, le haricot est souvent cultivés dbes zones marginales, ou plus de
50% des sols sont carencés en P. Comme touteédesiiheuses, le P constitue un
facteur limitant pour la culture du haricot. Enetffles sols moins fertiles en particulier
ceux déficients en P, constituent 'une des pressi@ontraintes de la production du
haricot (Lynch & Beebe, 1995). C’est le cas desorégjtropicales et subtropicales, ou
la production de cette culture est séverement dnipar la déficience en P, en
particulier dans les sols contenant de fortes aunagons en oxydes de fer ou
d'aluminium qui complexent le P et le rendent maiisponible aux plantes (Shenal.,
2005). C’est le cas aussi de certaines zones @resald’Algérie ou le pH des sols
dépasse souvent 8. Ainsi, sa faible biodisponébdians la majorité des sols cultivés en
fait souvent un élément primordial pour la sati8éac des besoins nutritifs des
végeétaux..

De nombreux chercheurs ont travaillé sur la variébgénétique vis-a-vis de
I'efficacité d’utilisation de P (EUP) chez le hasig efficience qu’ils ont attribué a
I'origine géographique des cultivars testés. lI$ suggéré que les génotypes ayant un
bon rendement en conditions de limitation phosghagFaient les plus efficients pour
I'utilisation de P. Dans un projet de coopératits,CIAT (Centre International de

Recherche Agronomique Tropicale) et I'INRA (InstitiNational de Recherche
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Agronomique) de Montpellier, ont obtenu des lignéesombinantes (RILS) et
contrastantes pour leur fixation symbiotique d'azdESN) et leur EUP issues du
croisement entre BAT 477 et DOR 364. Ces RILs sosteptibles de s’adapter aux
conditions méditerranéennes (Trabelsi, 2001). t@aas cette thématique que s’inscrit
notre travail.

La premiére étape est d'étudier sous conditionstrél®es sous serre, des
génotypes de haricot dont la fixation d’azote eldrante a la déficience en P. Sur un
nombre limité de génotypes, l'efflux de protons l@trespiration nodulaire seront
mesurés. La nodosité présente ce paradoxe d’'érede d’une respiration intense pour
fournir 'ATP nécessaire au fonctionnement de laogiénase, mais en revanche elle
maintient une teneur en oxygéne extrémement failales I'environnement de la
nitrogénase qui est facilement inactivée pay. ©a comparaison de génotypes
contrastants pour la tolérance de la fixation dl@azd la carence en P dans un agro-
écosysteme constitue la deuxieme phase de celtravai

L’hypothése de départ est qu'il existerait un liétroit entre la nutrition
phosphatée et la fixation d’azote dans le métatnaliénergétique intense des nodosités.
Les lignées de haricot contrastantes, sous fixatianote, du fait de I'acidification de
leur rhizosphére, contribuent-elles & mobilisePldu sol? Existerait-il des différences

d’efflux de H' entre les lignées contrastantes pour 'EUP?
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CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
Biodisponibilité du phosphore a I'interface sol-légmineuse

Dans le contexte de I'adaptation des Iégumineadasdéficience en phosphore
(P), ce travail de synthése a pour but de résuesecdnnaissances actuelles concernant
la biodisponibilité de P pour les légumineuses iheek) en général et du haricot, en
particulier. La présente synthese restera focal@ée I'exposition des plantes par
I'intermédiaire de leur systeme racinaire et shesSera donc exclusivement aux

interactions sol-racine.

1. La symbiose rhizobia-légumineuse

Les symbioses rhizobia-légumineuse sont des as®msa bénéfiques
réciprogues entre une plante et un micro-organisraesymbiose rhizobienne consiste
en l'association de bactéries du genre rhizoblastacines des légumineuses apres les
mécanismes complexes de reconnaissance entreuedganismes. Cette association
forme des nodosités (Figure 1) sur les racinesngééreur desquels la bactérie se
différencie en bactéroide capable de fixer 'azdbeosphérique. Certaines bactéries du
genre rhizobia ont la propriété de fixer I'azotmasphérique (B et couvre entre 40 et
80% de ses besoins (Walter, 2005). L'établisseetdrtfonctionnement de la symbiose

sont sous le contréle génétique de chacun despBtenaires (Gage, 2004).

Figure 1. Les nodules sur les racines du haricot
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La fixation biologique de l'azote est un procesgus permet de produire des
substances protéiqgues a partir de l'azote gazeésempr dans l'atmosphere et
I'environnement. C'est le processus de réductiagneatique de Bl(azote moléculaire)
en NH; (azote ammoniacal, ou ammoniac). Cette forme deribinée représente la fin
de la réaction de fixation et le début de l'incogtion de I'azote fixé dans le squelette
carboné. Ce processus est comparable a celui géndtosynthése qui permet de
produire des substances glucidiques a partir ducgdmonique (C¢g de I'atmosphere.
Mais, alors que la photosynthése est le fait ds les végétaux (sauf les végétaux
saprophytes), la fixation de l'azote ambiant rféatisée que par certaines especes de
bactéries et d'algues cyanophycées. Toutefois,odebreuses plantes, principalement
de la famille des Fabacées (Iégumineuses), lasegdlde facon indirecte, en symbiose
avec des bactéries de leur rhizosphére. Cetteitécipeut produire jusqu'a 300 kg
d'azote a I'hnectare, qui se retrouvent en partis tks récoltes exportées (protéines des
graines et fourrages) et en partie dans le sdisalie par les cultures suivantes. Au
niveau de la planette, on estime a 100 millionsot@es par an le volume d'azote ainsi
fixé, soit I'ordre de grandeur de la productionusitielle des engrais azotés dans le

monde

1.2. Processus de nodulation

La formation d'une nodosité se déroule en uneesapud’'événements dont les
étapes les plus importantes sont (Figure 2):
Pré-infection: Les rhizobia se multiplient dans la rhizosphérecgraux exsudats
racinaires. Des glycoprotéines de la plante, lesnles, permettent leur adhésion au poil
absorbant de la racine. Ce dernier réagit a laepoesde rhizobia par une courbure qui
serait provoquée par I'acide indole acétique.
Infection: Le rhizobia pénétre a I'intérieur du poil absorbdininduit le développement
d’un cordon d’infection, qui est constitué d’'unemigane cytoplasmique contenant une
gelée mucilagineuse dans laquelle les rhizobia skiptent activement. Le cordon
traverse la paroi pectocellulosique des cellulegétades ; il croit et se ramifie a
I'intérieur du cortex racinaire.
Genése du nodule:Des cellules corticales se différencient en mémsté Un
hypothétique transfert d’ADN plasmidique de la Baet a la cellule hote interviendrait
dans ce processus. La nodosité nait et croit patidité de ce méristeme. Le cordon

d’infection se ramifie tandis que les rhizobia sdtiplient.
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Maturation: Immédiatement apres la libération des bactériegs hiu cordon
infectieux, elles se divisent activement dans leomlasme de I'h6te. Les bactéries
subissent ensuite des changements morphologiqeesume augmentation de la taille:
ce sont les bactéroide toujours entourés d'une magr@bde séquestration. Chaque
bactéroide est maintenue séparément dans le csmopldes cellules de I'néte (Oke &
Long, 1999). Parallelement & cette différenciatites cellules racinaires de I'héte
augmentent considérablement de taille formant desissu central du nodule qui est
bien alimenté en seve et contiennent dans leurplagme de la leghémoglobine
(dérivant de légumineuse et hémoglobine) qui danferégion centrale de la nodosité
une coloration brunatre a rougeatre (Oke & Lon®99

Sénescence des nodositdsa sénescence des nodosités peut étre rapidenthritein
par de nombreux stress et aussi une réponse &gdasis systématiques des feuilles ou
a une régulation hormonale, résultant en une &&tpriotéolytique accrue (Puppbal.,
1991).

La structure, la forme et la taille des nodosi#&sent selon les partenaires de la
symbiose. Les nodosités a croissance déterminéenfed® chez le haricot) différent des
nodosités a croissance indéterminée par des aspecthologiques et physiologiques

importants
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Figure 2. Processus de nodulation
(Source : www.microbiologyonline.org.uk/forms/riaaom)

La formation des nodosités chez une espéce doneéEgiimineuse n’est
possible qu'avec certaines souches de rhizobiasb@ation des deux partenaires est
spécifique. La spécificité des interactions erdrbactérie et la plante héte intervient au
cours des différentes étapes de la formation demgigs, mais la reconnaissance
spécifigue semble intervenir a un stade précoaestsignaux moléculaires sont émis
par les deux partenaires (Figure 3). Les premigresx sont des composeés flavonoides
exsudés par les racines de la plante afin d'adtgegenes bactériens responsables de la
nodulation (Mulderet al., 2005). Ces derniers codent pour des molécules @itésurs
"Nod" responsables de la déformation spécifiquepdds racinaires et la formation des
nodules (Cooper, 2007). Des études microscopiqoesnontré qu'il existe aussi une

spécificité dans l'attachement des rhizobia a ttase des poils absorbants des racines
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(Denariéet al., 1993). Plusieurs travaux suggerent qu'une glydépre d'hbte appelée
“lectine” joue un role dans cette liaison spéciigBohlool & Schmidt, 1974).

Légumineuse en condition
de stress en azote

7

FLAVOMOIDES® : .
FACTEURS NOD"

Tl 4
/,-" + ._.‘ R z \H‘x\
’/ NodD Génes nod 4
" Boite nod

Figure 3. Communication moléculaire entre rhizoleelégumineuse (Gage, 2004).

La découverte de la fixation d'azote par la symdigkizobia-légumineuse
remonte au 19" siécle. La localisation de cette activité dansbiestéroides n'a pu étre
établie que beaucoup plus recemment avec des nmyemismes extraits de nodosités
puis incubés en présence d® B de trés faibles concentrations en oxygéne @sen,
1966). Le processus de la fixation symbiotique mtesen la réduction de l'azote
atmosphérique sous forme ammoniacale selon laioéagtivante (Dommerguex al.,
1999).

N, + 16ATP + 8é+ 8H" nitrogénase » 2NH+ H, + 16 ADP + 16Pi

La fixation symbiotique de I'azote atmosphériguigexa présence de la nitrogénase, de
I'énergie et un pouvoir réducteur. L'activité plytathétique de la plante fournit
I'énergie nécessaire aux processus enzymatiques fmouréduction de l'azote
atmosphérique en ammonium. La nitrogénase estmpleae enzymatique constituant,
d’'une part, de la dinitrogénase (protéine |) appéiéMoCo, qui est le site actif de la
réduction de B en NH. D’autre part, de la dinitrogénase réductase @met Il),
ferroprotéine qui assure le transfert des électr@tessaires a la réduction dgedln

donneur a la dinitrogénase.
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1.2 Respiration et diffusion de I'oxygene

Il existe dans le fonctionnement de la symbiosatfice d’azote chez les
légumineuses un certain antagonisme entre les rmesonportants en oxygene
nécessaire aux chaines respiratoires pour fouAliPl a la nitrogénase et la sensibilité
de cette enzyme a l'oxygene qui inhibe son fonc@nent (Gérard, 1993). Dans
I'étude de la réponse de l'activité réductrice éigtene (ARA), a la variation de la
pression d’'oxygene externe dans le compartimeimage (Drevon et al., 1987), il est
apparu deux points importants :

* L'optimum de 'ARA est obtenu pour une pressioroxygene de 35% donc
supérieure a la pression atmosphérique (21%).

* A de trés fortes pressions d’'oxygéne externe Bt 60% d’'Q), la nitrogénase n’est
pas altérée, mais présente une activité se siigétement en dessous de I'optimum.
Ces deux résultats nous indiquent que la nitrogesastrouve dans des conditions
limitantes d’oxygéne a la pression atmospheériqueedn et al., 1988) et qu'’il doit
exister un controle de la diffusion de l'oxygend'iatérieur du nodule sans lequel
I'enzyme de la fixation serait détruite aux forpgessions d’oxygéene.

On sait que la pression partielle de I'oxygenéraérieur des nodules est tres
faibles, de l'ordre de 1 Pa. Witty et al. (1986) iatroduisant une microélectrode a
oxygene a travers les tissus nodulaires, ont &taéne de dépression de ce gaz dans le
cortex interne, encore appelé parenchyme nodul@gdissus induit une résistance a la
diffusion qui change d’intensité selon la presgimxygene externe. Le mécanisme du
contrle de cette résistance, pourrait étre lié autgescence des cellules (Weisz et
Sinclair, 1987)

2. Le phosphore

Les engrais phosphatés sont produits a partir dergligisements de minéraux
phosphatés dont notamment des dépots d’originensédiaire marin (80%), des roches
magmatiques (17%), ainsi que des dépbts sédimentaisiduels et de guano (Zapata &
Roy, 2004). L'utilisation mondiale des engrais pittatés a augmenté de 900 millions
de tonnes en 1913 jusqu’a 17000 millions de tontzes les années 1980 (Hattal.,
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2004). Ainsi, certains experts pensent que leouesss risquent de s’épuiser d’ici 60 a
80 années (Liet al.,2004). Ce probleme est accentué par 2 phénomenes :

« d'une part, la faible efficacité des engrais quxtéde souvent pas les 50%. En
effet, quand un engrais phosphaté hydrosolubleappbrté au sol, il réagit
rapidement avec les composants du sol. Les produiten résultent sont des
composeés phosphatés modérément solubles et du hamespdsorbé sur les
particules colloidales du sol.

» dautre part, 'augmentation de la population mataliqui devrait atteindre 6
milliards d’habitants d’ici 2020 (Zapata & Roy, 200 fait que la limite des
terres agricoles est susceptible de se déplacerde= terres marginales, avec
des conditions environnementales difficiles, qumpoennent des sols fragiles
ayant une capacité de production inférieure etlus gros risque de dégradation
(Zapata & Roy, 2004).

Pour ces deux raisons, il est indispensable densepel’agriculture en terme de
durabilité.

Les engrais phosphatés peuvent étre fabriqués sielox procédés: on obtient
soit du super-phosphate (18 a 25% d@sf, soit du triple super phosphate (38 & 45% de
P,Os). Ainsi, la fabrication d’'une tonne de superph@dphnécessite 370 kg d’acide
sulfurique a 100%, tandis que celle d’une tonnérighle super phosphate nécessite 350
kg d’acide phosphorique.
(http://.sfc.friIDonnees/mine/eng/cadeng.htm#Engraissphatés).

Les déchets de fabrication sont pour les deuxéués la production de gaz
fluorés (HF), dont le pouvoir a effet de serre lestucoup plus puissant que celui du
CO,. En France, notamment pour les procédeés d'indinérdeur rejet est limité a 1mg
m? (Moyenne journaliére. Le second processus praglyslement du phosphogypse,
déchet qui n’est pas encore valorisé. D’autre past,activités agricoles sont la plus
importante source diffuse d’éléments nutritifs dédasvironnement. Ils sont apportés
sous forme d’effluent d’élevage et d’engrais min&ra

Dans ce contexte, la sélection de génotypes d#eslaayant un potentiel de
rendement élevé, efficaces dans l'utilisation diEsnénts nutritifs et tolérantes aux
stress abiotiques (sécheresse, acidité, salinigk, etc.) sera d'une importance

stratégique. En effet, leur emploi permettrait @soudre le probleme lié aux réserves de
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phosphore dans le monde qui vont en s’épuisanté&ae qu'il limiterait les pollutions
directes dues au processus de fabrication desismgnas I'environnement. lls occupent
a I'heure actuelle, une place importante dans lmgude programmes internationaux

de sélection.

2.1 Le phosphore dans la plante

Le phosphore (P) est un élément largement distribargs la nature. Il est
considéré, avec l'azote (N) et le potassium (Kjne® un constituant fondamental de la
vie des plantes et des animaux (Zapata & Roy, 200#y concentrations des tissus
végétaux en phosphore varient entre 0.1 et 0 .%o pees du dixieme des teneurs en
azote et en potassium (1 a 6%). A la différencenithate et du sulfate, le phosphate
n'est pas réduit dans les plantes mais reste sofmme oxydée la plus élevée (Zapata
& Roy, 2004).

Le P est un constituant essentiel des végétaux, ldaeneur moyenne en cet
élément est de I'ordre de 0.5 a 1% de la matiechesd_es grains, organes de réserve
par excellence peuvent atteindre 5000 mg de Péknpatiere séche (Fardeau & Morel.,
2002). Le P s’accumule d’abord dans les jeunesdig®ur se concentrer ensuite dans
les organes de reproduction et les graines. Dass degnieres le P est stocké
principalement sous forme de phytates et consgtmwéron 50% de P total dans les
graines des légumineuses et 60% a 70% dans lessgias céréales. Il se trouve
partiellement a I'état de phosphate minéral, maigost en combinaison organo-
phosphatée complexée avec les lipides, les protedeglucides. Il entre dans la
composition des phospholipides abondants dans éshmanes cytoplasmiques et qui
joue un role considérable dans le processus ddrpéog des ions dans la cellule.

Pour la reproduction, le P est un constituantABN et de I'ARN et traduit les
informations génétiques. En ce qui concerne lesfeah de I'énergie, les ions
phosphoriques, sont capables de recevoir 'éndugineuse captée par la chlorophylle
et la transporter a travers la plante, pour lat®seg de 'ATP. Ainsi le couple ATP-
ADP permet de stocker et de fournir I'énergie néage a toutes les réactions
chimiques. De ce fait, le P est un élément fondaahequi intervient dans la majorité
des grands cycles biochimiques (Fardeau & Mordd220_e P participe également a de
nombreuses réactions meétaboliques de la plante,meona respiration et la

photosynthese. Il intervient également dans tolgssautres réactions qui exigent de
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I'énergie. Il entre également dans la composities dipides structuraux de la
membrane, des acides nucléiques qui composentréa PADN, ainsi que dans les
phosphoprotéines qui sont impliqués dans la phothége (RUBP soit bi-phosphate
Ribulose) ou encore la respiration (Glucose-6-Phats).

Le phosphore permet la formation correcte des gsgaiides quantités
importantes de phosphore sont stockées dans lesnsemsous forme de phytine) et
accélere leur maturation. En effet, le niveau dgprovisionnement en phosphore
pendant les étapes reproductrices regle la partdes photosynthétats (produits de la
photosynthese) entre les feuiles-sources et lesnesgreproducteurs (Zapata & Roy,
2004). De méme il stimule la croissance des raceteaméliore la fixation Ndes
légumineuses. Des plantes déficientes en phosphongrent un retard de croissance.
Cela se manifeste souvent par une couleur vertéfdnoncentration plus élevée en
chlorophylle) et wune coloration rougeatre (augniora de la production
d’anthocyanes) (Zapata & Roy, 2004).1l accroit égant la résistance de la plante au

froid et aux maladies.

2.2 Le phosphore dans le sol

Les minéraux phosphatés terrestres connus sontrttes phosphates. Prés de
200 especes minérales ont été recensées. Cepdmdamille des apatites est la mieux
représentée. Il s’agit de minéraux de formule t§@a (PO4)CaX,. Les plus courants
sont I'hydroxyle apatite (X=0H), la fluoroapatit&<F) et la chloroapatite (X=CI). Les
principales réserves mondiales de phosphates,oen®ir7x18 tonnes de phosphore
sont constituées de phosphorite. La roche phosplesiéessentiellement composée de
fluoroapatite. Dans un environnement calcaire atitsgp est un minéral trés stable et se
présente souvent dans la taille des sables, cdaquend aisément reconnaissable
(Frossardet al., 2004). C'est un minéral facile a synthétiser a dodempérature, en
milieu alcalin. Dans les sols non carbonatés, Bldaieneur en calcaire, de nombreux
auteurs mettent en évidence une forte corrélatire ées teneurs en Fe ou en Al et les
teneurs en P. Cette relation peut traduire I'adsorplu P sur des phases minérales plus

ou moins bien cristallisées du Fe et de Al.

Le P dans le sol existe sous deux formes prin@paeganique et inorganique
ou minérale, qui se répartissent selon deux phabese liquide (P en solution) et phase

solide ou particulaire (P lié a la phase solidelir&les ions de la solution du sol et les
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ions maintenus a la surface des adsorbants, existd#s échanges constants qui
aboutissent a un état d’équilibre. Lorsqu’une caudérieure vient rompre cet équilibre
(apport d’engrais, prélevement par les racines)medifications de concentration dans
I'une ou l'autre phase du systeme provoquent ursteait vers I'autre phase.

Le phosphore inorganique (Pi) est trés peu solulales le sol du fait de
I'existence de liaisons de forte énergie (Jaill&rdHinsinger, 1993). Sa concentration
dans la solution du sol est souvent inférieure1® 2xrmol.L’* (Hammondet al., 2004).
De plus, sa vitesse de diffusion est trés lente @ere de 10%10%° m’s?) en
comparaison a d'autres nutriments tels que le pitas(de I'ordre de I8-10% m.s
! ou le nitrate (de I'ordre de 1810 m%s™) (Strémet al., 2001 ; Hinsinger, 2004).
En conséquence, le phosphore est I'un des 6 macimeats (N, P, K, Ca, Mg et S) les
plus inaccessibles du sol. Plus de 90% du phosptotaé est sous forme insoluble
(Mengel & Kirkby, 2001).

Ceci est vrai aussi bien dans les sols calcaiide phosphore est complexé par
le carbonate de calcium Ca-P (Hinsinger, 1998§rs#t al.,2005; Ligabeet al.,2004)
et de magnésium Mg-P (Stréehal.,2005), que dans les sols acides ou le phosphore est
alors complexé par les hydroxydes de fer et d’ahiumi (Hinsinger, 1998; Ligabat
al., 2004). Ainsi, la zone d’épuisment du phosphoreo@utdes racines se limite
généralement a moins de 1 mm autour des racinéssifiger, 1998, 2004). L’'acide
phosphorique étant un acide faible, le pH joue gdament un réle prépondérant dans
la dissolution des combinaisons phosphatdasitefois, dans les sols cultivés des
régions tempérees, le pH est voisin de la newdrakt qui fait que les phénomenes de
dissolution sont relativement restreints (Jaill&rdlinsinger, 1993).

Quant au phosphore organique, il représente enaf@® du phosphore total
sachant que cela peut varier de 15 a 80%. Géné&natewette fraction augmente avec
I'incorporation de matiere organique dans le sol.

La minéralisation et I'immobilisation des composéganiques phosphatés sont
des processus qui font partie du cycle du phosptians les sols qui contiennent des
quantités significatives de matiere organique. Eek moitié du phosphore organique
dans le sol est sous forme d’acide phytique (pkytion phosphate de sucre libéré par
la décomposition des résidus de plantes par lesooriganismes. Des acides de la
matiere organique mais ils sont rapidement dégradeés

Comme c’est le cas pour l'azote, la minéralisatin'immobilisation du

phosphore se produisent simultanément. La prépandérd’un phénoméne par rapport
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a l'autre dépend de la proportion C/P du sol (auGtldu ratio C/N/P) selon les rapports
suivants:
* Rapport C/P<200 : minéralisation nette, d’ou litté@ade phosphore organique,
* Rapport C/P=200 a 300 : absence de gain et pergghdgphore inorganique
disponible pour la plante,
e Rapport CP>300 : immobilisation nette
(http://www.iav.ac.ma/agro/dss/fertilite_4/3phosphbtm).

2.3 Le prélevement du phosphore par la plante

Le phosphore est absorbé principalement pendamnbissance végétative et, par
la suite, la majeure partie de celui-ci est tragsfalans les fruits et les graines pendant
les étapes de reproduction (Zapata & Roy, 2004).&bsorption dans la solution du sol
s'effectue sous la forme de I'anion orthophosphatmovalent (HPO,) et divalent
(HPO,®). Pour un pH neutre , les deux formes sont équiirest dans la solution du sol
(pKa= 7.21 a 25°C) (Hinsinger 2001).

Le P phytodisponible désigne la fraction du P dli susceptible d’étre
prélevée par les végétaux. Ce transfert sol-plesiteine des étapes clés qui conditionne
la circulation du P au sein de I'écosysteme cultiv@nutrition des plantes en P suppose
un mécanisme de prélévement actif par la racingallpar conséquent, un gradient de
concentration en P dans la solution du sol, a prit&ides racines. Ce gradient est le
moteur d'une diffusion depuis les zones non rhizéspues vers les racines qui
constitue un flux diffusif de P pouvant assuresdémtiel des besoins de la plante.

Le prélevement des plantes doit étre compenséaphibération de P dans la
solution. Il y’a ainsi transfert depuis la phasédsovers la solution (Fardeau & Morel,
2002). Les mécanismes impliqués (dissolution, gésor) conditionnent la nutrition
des végétaux. La rhizosphére est donc un liethagges importants entre le sol, la
solution de sol, la racine et la microflore quiatétine une modification des équilibres
ioniques et gazeux et une augmentation de la ctratidm en composés organiques
(Lemanceau & Heulin, 1998).

Le transfert duP de la phase solide vers la solution dépend desmsimes
physiques, chimiques, et biologiques, développédgeacing(Guivarch, 2001 et Morel,
2002). Ainsi plusieurs mécanismes permettentdgdt®on du P par les plantes:
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L'interception racinaire désigne l'absorption des éléments nutritifs paadine (et les
mycorhizes) lors de sa croissance, sans qu'auqlacgénent d'ions ne soit mis en jeu.
Dans le cas du P, cet apport n‘excéde pas 1 %edesb de la plante (Barber, 1984) .
Le flux de masse ou « advection &est le flux lié a I'absorption d'eau par la péaqui
compense ainsi I'évapotranspiration. Le flux d'atiea du P ne représente également
gu'une faible fraction du P assimilé par la plgf@&deau & Morel, 2002).
La diffusion désigne le mouvement des ions dans la solutiagereire par un gradient
de concentrations. Dans le cas du P, le prélevemetft par les racines et, le cas
échéant, les mycorhizes entretiennent ce gradiEnsi, la diffusion associée a la
libération conjointe du P lié a la fraction solide sol, assure I'essentiel des besoins de
la plante.

Le phosphate entre dans la racine par la voie aptglie (Rausch & Bucher,
2002, Smith, 2002) (Figure 4).

rhlzoderros. .
5a10mM
10 2 100 pM
= .
= 1a3mM
o
a
=
=
U Q

Figure 4. Visualisation du trajet du phosphate ¢  Figure 5. Concentration en phosphate
la coupe transversale d'une rac principaux compartiments de la cell
d’hellébore. Le trajet apoplastiquees végétale d'apres (Hubert, 2001).
représenté en bleu et la voie symplastiqt
rouge (Hubert, 2001).

La teneur en phosphate dans les organites cedlsldFigure 5) varie et est
régulée
en fonction du milieu extracellulaire et des besanhysiologiques de la cellule. En
effet le cytosol est le compartiment dont la cotiggion en phosphate est la mieux
régulée: elle est de I'ordre de 10 uM (Joudtedl.,2003). La concentration cytosolique
est essentiellement contrdlée par les échangeslavadieu extracellulaire et avec la
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vacuole: l'efflux de phosphate est régulé en fanctile la quantité présente dans le
milieu externe (Ragothama, 1999). La vacuole eptiteipal réservoir de phosphate de
la cellule (85 a 95% du phosphate libre) (Raush @chgr, 2002). La vacuole est
d’ailleurs le premier compartiment a se vider erogghate lors de la carence en

phosphate.

2.4. La déficience du sol en P et les stratégigsrdiévement par la plante

Le phosphore étant trés peu disponible dans lele®lplantes ont développé
plusieurs stratégies pour le rendre biodisponible:
1. elles peuvent stocker le phosphore dans les ratingesles périodes d’abondance
pour ensuite le redistribuer dans les parties ageie lors des périodes de déficience,
2. elles augmentent leur taux d’endomycorhization,
3. elles développent leur biomasse racinaire, cegaméme produisent des racines
spéciales appelées protéoides,
4. elles peuvent excréter d’avantage d’acides orgasigt d’enzymes,
5. elles acidifient le milieu par excrétion de protd#s (Li et al., 2003; Tanget al.,
2004 Stronet al., 2005).
Le phénomene d’acidification a notamment été ifiéntlans le cas du mais
(Zea maysL.) (Hinsingeret al., 2003) du lupin blancLpinus albu¥ (Shenet al.,
2004). Il est particulierement important chez légumineuses (Alkamat al., 2009;
Kouaset al.,2009). Ainsi, le pH dans la rhizosphére peut s'evétre différent du sol
non rhizospherique, pouvant atteindre une difféeede une ou deux unités de pH
(Hinsingeret al., 2003). Cette stratégie s’avere tres intéressaans bbs sols calcaires.
Dans le cas des sols acides, elle peut étre neliddols la mesure ou une acidification
trop importante conduit a intensifier la solubilitkes ions phyto-toxiques tels que
I'aluminium (Hinsinger, 1998). Dans ce cas, le pitawe est rendu biodisponible par
échange d'ions OHet de HCQ sur les oxy-hydroxydes de fer et d’alumine
(Marschner, 1995; Hinsinger, 1998). D’autre paet,phénomene d’acidification peut
étre également da a la libération des acides ayggasidans le sol. Dans les deux parties
a venir, nous traiterons plus particulierementeedeux phénomenes.
Une variation du pH des sols provoque la libératatu phosphore par la
solubilisation des minéraux qui complexent le ptasp (Mengel & Kirkby, 2001).

L’acidification ou l'alcalinisation du sol par Iggantes est directement liée aux taux de
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prélevemet de cations-anions. Le principe est #mpuand d’avantage de cations sont
prélevés, des Hsont exsudés par les racines afin de compenseaséBede charges
positives préleveées. Il y'a donc alcalinisation ldecellule. Ce processus entraine par
voie de conséquence une acidification de la rhizéxsgp A l'inverse, quand ce sont les
anions qui sont majoritairement prélevés, on olesemne alcalinisation de la
rhizosphere via la libération de OHu de HCQ (Hinsinger, 2001; Hinsingegt al.,
2003).

L’azote joue un réle clef dans cet équilibre puideagit du nutriment le plus prélevé
(prés de 70% sur la totalité des cations-aniongeydd) par la plupart des espéces
végétales (Marschner, 1995). Ainsi, un apport dezous forme de nitrate (NP
entrainera a une alcalinisation de la rhizosph&rkinverse, un apport sous la forme
d’ammonium (NH"), entraine une acidification. Cette acidificatisgra d’autant plus
forte que les principaux éléments minéraux absopaéda plante autre que 'azote se
trouvent sous forme cationique‘(KC&") (Jaillard & Hinsinger, 1993).

En réponse a une déficience en phosphore, undieaidin peut étre la conséquence
d’'une baisse dans les prélevement de l'ion niteatefaveur d’'une augmentation du
prélevement des cations (Taeal.,2004). C’est le cas notamment pour le lupin blanc
(Lupinus albusL.) (Kaniaet al., 2002). Ces auteurs expliquent que cette diminution
peut étre associée a une baisse de l'activité elezyme nitrate réductase et par
conséquent une accumulation des nitrates dansskasstracinaires. Ce phénomene
induit en retour une inhibition du prélevement en NO3. D’ailleurs, d’apres Sheat

al. (2005), le prélevement des anions demande d’avardamergie a la plante que le
prélevement des cations. Or, sachant qu'une defieieen phosphore perturbe le
métabolisme énergétique, cela pourrait induirereadement une diminution dans le
prélevement des anions. Ce phénomene a déja éévélans le cas d’'une toxicité en
aluminium (Hinsingeret al., 2003). Plusieurs expériences tendent a confirmer ce
phénomenes. Ainsi, Tangt al. (2004), rapportent que chez le haricBhéseolus
vulgarisL.), on observe sous nutrition azotée NE sous déficience en phosphore, une
alcalinisation moindre que celle observée suréesoins avec phosphore suffisant. De
méme, Hinsinger (1998) observe que sous nutritmotée ammoniacale (NH, les
plantes sont plus efficientes dans la mobilisatian phosphore, que sous nutrition

azotée nitrique (N©).
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L'autre phénoméne d’acidification est le flux dams organiques. En cas de
déficience en phosphore ou en fer, I'exsorption de&les organiques augmente
(Bhattacharyya, 2003; Hinsinget al.,2003; Stromet al.,2005). Sheret al. (2005) ont
démontré chez le lupin blancupinus albu¥ qu’en cas de déficience en phosphore, la
plante développe des racines protéoides a parsiquedles elle exsude des acides
organiques et en particulier des citrates. Le m@mé&nomene est observé chez le
Lupinus pilosusl’alfafa, le colza (Ligabat al.,2004). Les acides organiques agissent
dans le sol en tant que ligands qui entrent en étitign avec I'anion phosphate. Ils
provoguent ainsi la libération du phosphore paod#sn du phosphore des minéraux
(Parent & Khiari, 2005). Ainsi, certains acidesanmgues sont tous aussi aptes a libérer
le phosphore des oxydes d’alumine ou de fer quead@plexes calciques (Kang al.,
2002). Jones (1998) rapporte que le malate etrateisont principalement exsudés en
cas de déficience en phosphore. Il est d'aillenté&réssant de noter que ces deux acides
organiques ne précipitent pas I'ion“C&lones, 1998). Pour des raisons de neutralité
électrique, les anions organiques sont exsudéswavea plusieurs cations. Apres avoir
suggéré dans le premier temps que ce cation Sdierschner, 1995), il est avéré que
les mécanismes de libération des acides organigiesles H étaient séparés
biochimiquement (Libagat al., 2004 ; Stronet al.,2005). Les H sont en effet libérés
par la pompe HATPase. Pour de nombreuses espéces, I'ion accorapmmt n'a pas
encore éte identifié. Toutefois, dans le cas datef Kaniaet al. (2002) ont démontré
gue sa libération s’accompagne d’'une hausse diviltacde la pompe ATPase. Il n'est
pas forcément évident que les acides organiqués dwirigine d’'une modification du
pH de la rhizosphére (Stroet al., 2005).

3. La déficience des sols en P et conséquenceslawymbiose légumineuse-rhizobia

La déficience en P peut avoir deux causes, laiprenest la faible teneur en P
total de certains sols pauvres, en matiere organaqutres lessivés, la deuxieme peut
étre la complexation du P avec les cations Ca, WAlIFe, sous forme d'oxydes ou
hydroxydes insolubles indisponibles pour les ptardemme dans des sols acides riches en Al
et en Fe libres (Raghothama & Karthikeyan, 20058t se retrouvent en quantités
importantes dans les sols, 0.2 a 0.7 % soit plusitannes par hectares (Giroux &

Enright, 2002). Ou des sols alcalins riches eragals en s'immobilisant avec le Ca. Ce qui
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peut contribuer en cas de carence a élargir larptides sols cultivés. La déficience en
P induirait des modifications morphologique, métae et physiologique (Figure 6 ).

[ Carence en phosphate =

- ,—

Signaux précoces

+ facteurs de transcriptions

= réponses générales aux stress

[— —

Modifications morphologique s
= changement horm onaux
« déweloppement du systéme racinaire
= prolifération de poils absorbants

C —
Modifications métaboliques

= altération du métabolisme
= activation de woies métaboliques

[ g
Modifications physioclogiques
= augmentation de l'import de phosphate

- mobilisation du phosphate intracellulaire
= recyclage du phosphate intracellulaire

Figure 6. Chronologie hypothétique des génes impliqués darmatence de phosphate.
Ce déroulement a été ordonné selon une échellgaarbide carence de phosphate allant
d’'une carence courte a longue (Hammendl.,2004).

3.1. Modifications morphologiques

Le phosphate est considéré comme un facteur lilmitaria division cellulaire.
En général et en conditions de carence en phosphatehitecture racinaire est
modifiée pour augmenter la surface d’échange etoexple sol au-dela de la zone
d’épuisement présente autour des racines (dévelumme de racines secondaires
latérales et augmentation du nombre et de la tddke poils absorbants) (Hammoeid
al., 2004). La plante s’adapte aussi a une distributiéiérogene du phosphate dans un
sol. Les racines latérales se développent forterdans les zones les plus riches en
phosphate alors que leur croissance est inhibés anzones les plus pauvres. En
parallele au développement du systeme racinait@plasance générale de la plante est

ralentie.
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3.2. Influence sur le systeme racinaire et aérien

Des travaux montrent que la déficience en Pi adfées paramétres de croissance
chez les plantes deéhaseolus vulgarisEn effet, en cas de carence en P la croissance
racinaire est beaucoup moins inhibée entrainasi,an terme de matiere séche, une
diminution du rapport parties aériennes /racinéBernal et al, 2005). Ainsi, chez
Phaseolus vulgarjsce rapport s’abaisse de 5.0 pour des planteisanfés en P a 1.9 en
cas de déficience. Ce dernier auteur a montré dapoés semaines de privation des
plantes du haricot en P, que cet élément esttrddui2% et 67% respectivement dans
la partie aérienne et la partie racinaire Elleaseolus vulgarisAinsi, la privation
prolongée en P des racinesRigaseolus vulgarignduit la formation de radicaux libres
(Malusa et al., 2003 et la modification de la composition de la memilran
cytoplasmique en phospholipides. Ces résultatsesoiccord avec ceux de Tagigal.
(2001) qui ont trouvé que chez des plantes agéd® geurs, la croissance aérienne et
racinaire des plantes recevant 5 uM de P (cas fildaihee) étaient respectivement de
55 et 62 % alors qu’en présence 25 UM en P (casiffisance) elle est respectivement
de I'ordre de 82 et 88 %.

3.3. Influence sur les nodosités

Une des spécificitées des légumineuses fixatricemzade est l'importance
particuliere que revét la nutrition phosphatéetasurque le P est le deuxieme élément
limitant la croissance végétale (Vareteal.,2000). Ainsi les nodosités constituent des
puits importants pour le P (Targ al.,2001) en lien avec le colt énergétique élevé de
la fixation symbiotique de I'azote. En effet, it &en établi que la biomasse nodulaire est
fortement corrélée a la disponibilité en P de ¢antd. La carence en P diminue le nombre de
nodosités par plante et/ou la masse individueendeosités (Kouast al.,2005 ; Alkama et
al., 2008), ainsi que la masse des bactéroidedechea (Sa & Israél, 1991).

Dans le cas des Iégumineuses, les plantes symimstigxigent plus de P que les
non symbiotiques, car environ 20% du P total delénte est assigné aux nodules
(Gunawardenat al., 1992). Par rapport aux autres organes végétaloqrieentration
en P dans les nodules reste supérieure et momstédf par la déficience en P (Tableau
1).

Cependant, la biomasse nodulaire est fortement¢léera la disponibilité en P pour les
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plantes (Hellsten & Huss-Danell, 2001), elle esteiment réduite sous sa déficience
(Gunawardenat al., 1992), notamment au niveau de la taille des nod(R#iset &
Drevon, 1995; Tanget al., 2001). Schulze & Drevon (2005), ont rapporté que
'adaptation des plantes de luzerne vis-a-vis d’'eaeence en P se traduit par des
nodules de volume réduit alors que leur nombreeresnistant. Dans un autre sens,
Valverde et al. (2002) suggerent que les réserves de la graine eanBtituent un
mécanisme adaptatif qui garantit I'infection rhimnime et la formation nodulaire mais
une moindre survie des rhizobia en sols carencés mourrait diminuer la probabilité de
I'infection.

Israél (1987) & Vadeet al.(1995) suggérent gu'il est possible que la fontete en
P des nodosités soit liee a une forte proportiorP dgructural. En effet, la quantité des
membranes est 20 fois plus forte dans les celhflasées que dans des cellules non infectées
en raison de la proliféeration exceptionnelle de imemes bactéroidiennes,
péribactéroidiennes, ainsi que mitochondrialesg@sen, 1995). La carence en P pourrait
affecter la synthese de la phosphatidyl-cholineegtiicheRhizobiunet Bradyrhizobium
(Miller et al.1990), l'un des principaux phospholipides membragades membranes

péribactéroidiennes.

Tableau 1.Influence de la concentration en P sur quelquesnpetres nodulaires et la fixation
de I'azote chePhaseolus vulgari§Graham & Vancg2003)

Parameétres mesurés P additionné dans la solution nutritive
(Ppm).

1 4 16
Poids sec nodulaire (mg/plant) 70 212 354
P nodulaire (%) 0.21 0.20 0.29
P de plant trouvé dans les nodules (%) 9.0 10.9 9.7
N totale du plant (mg) 45 108 126
Réduction d’acétyléne (uM/planth 4.3 12.4 34.0
Activité spécifique nodulaire (WM 48, g* nodule H) 0.061 0.058 0@
Fixation par unité de P (uM,8, mg P nodule 1) 28.5 26.9 33.7
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3.4. La fixation symbiotique de I'azote et la caremnphosphore.

La disponibilité du P dans le sol et surtout sa ilisation par la plante ont un
effet direct sur leur capacité a fixer 'azote asploerique (Hirsclet al., 2001). Ainsi,
sous déficit en PRPhaseolus vulgaris une faible capacité de nodulation et donc une
faible fixation symbiotique de I'azote atmosphégdGraham, 1981). Unkovich et Pate
(2000) suggéraient que les taux de fixation det@atmosphérique M\par la symbiose
haricot-rhizobia peuvent atteindre 150 kghdi*, avec une accumulation moyenne de
55 kg N> ha'dans la partie aérienne. Chez le haricot le rappmtette fixation (pousses
aériennes /racines) est de 2.8, soit I'équivalenné fixation totale moyenne,;Nle 85
kg ha™.

Robson (1983) a suggéré que la carence en P limiteraifixiation de N
indirectement, via la croissance de la plante héde,chez la plupart des Iégumineuses
nodulées, la teneur en P total de la partie aériesnfortement corrélée a la disponibilité en P.
Chez le pois carencé, Jakobsen (1985) a obsengugneentation de la teneur en P total de
la partie aérienne des le ler jour d'un apportlsapgntaire de P alors qu'il faut attendre le
3*™ jour pour que la biomasse, la teneur en P elvitéctle réductrice d'acétyléne des
nodosités soient augmentées. Mais chez le sojacéaran apport supplémentaire de P se
traduit par un rétablissement synchrone, en dews,jae la teneur optimale en P dans les
feuilles et les nodosités, tandis que l'augmematle la vitesse de croissance n'est
mesurable que deux semaines plus tard (Sas &I, I$8484; Israél, 1993). Ces auteurs ont
conclu que l'augmentation de la production desqgslyothétats précéde ou coincide avec
la stimulation de la fixation deJNEn plus de la déficience en P, la perméabiliduteire
vis-a-vis de I'oxygene peut étre impliquée dansélgulation de la fixation de I'azote
atmosphériquéHunt & Layzell 1993)

Pereira et Bliss (1989) suggérent qu’il est possidameéliorer en méme temps
la fixation de N et I'efficience d'utilisation du P, ainsi des lighélu haricot, se sont
révélées actives pour la fixation dg Méme sous des faibles concentrations en P. En
effet, plusieurs travaux indiquent que I'applicatide P augmente le contenu de I'azote
dans les graines de Iégumineuses, comme la lustriee soja (Drevon & Hartwing,
1996). Dans le méme sens Oliveriaal. (2004) ont trouvé que 1.5 mM en P est la
concentration optimale pour le développement etrl@issance de la symbiode
vulgaris —R. tropici Ainsi, l'activité spécifique nitrogénase varidaeles traitements

en P,
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elle augmente de 10 a 20 fois dans les nodulepldetes cultivées respectivement avec
1.5 mM et 2 mM de P en comparaison avec celle Bedgs cultivées sans P.

4. Le Haricot
4.1 Origine du haricot

Il est généralement admis que le progéniteur dspé&eevulgaris (haricot
commun) serait une forme haseolus aborigenusane tropicale autogame, a gousse
déhiscente et petite graine non dormante. Le matdtadésigne, a la fois, le fruit, la
graine et la plante qui les produit. Il dérive ga@olt, nom de ce légume en Nahuatal,
langue parlée par les azteques (Anonyme, 1999nSeépts (1991) la domestication
aurait pu s’effectuer a partir d’'une seule popolatsauvage, a l'intérieur d’'un méme
centre d'origine. Le haricot a été domestiqué aro®P€&t au Mexique il y'a déja 8 a
10000 ans (Yves & Claude, 1999) (Tableau 2). Agdwri, la culture du haricot est
largement répandue sur I'ensemble du globe, etpmcawne place importante dans
I'activité agricole et dans 'alimentation humaidetuellement, il existe 200 especes de
forme, de couleur, de saveur et de compositionhioique différente a travers le
monde, mais les plus utilisées sont :Pleaseolus coccineugharicot d’Espagne), le
Phaseolus lutanuéharicot de lima), l&?haseolus acutifoliugTepary bean) et enfin le
Phaseolus vulgarigui est I'haricot commun (Blair, 2009).

Plusieurs études ont porté sur la caractérisagsrhdricots afin de les assembler
en groupes et distinguer les zones de leur cudide leur développement dans le but
de faciliter leurs études: Sur le plan morphologidgaumonier, (1979), a pu répartir les
haricots en fonction de leur taille en nain et @eapuis selon la présence ou pas de
tissus parcheminés tapissant l'intérieur des gaudsetableau 1 donne les groupes de
haricot en fonction de leur taille et des exemplegjuelques especes cultivées dans le

monde.
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Tableau 2 Répartition des groupes d’haricots selon leutetan plusieurs especes.
Laumonier, (1979

Groupes Variétés

A rame sans parchemin A cosse violette, Blanc de juillet, Beure or du iRHtsméralda,
(mange tout) Saint-Fiacre, il de pérderie.

A rame avec parchemin Soisson blanc, Soisson vert, Crochu de Montmagnghdlet a

(a écosser) longue cosse a rame.

Nain sans parchemin Contender, Espada, Coco de Prade, Roi des Be@uwes, rose
(mange tout) d’Eyrague.

Nain a parchemin Triomphe de Farcy, Obélisque, Morgane, Saint-Espuge, Fin
(filet). de bagnols.

Nain a parchemin Rognon de coq, Flageolet chevrier, Coco blanc peSdoingot,
(a écosser). Ariel, Michelet a langue cosse.

Les études morphologiques et biochimiques desépliass, qui constituent
I'essentiel des protéines de réserve de la graordirment I'existence de trois (3) pools
géneétiques principaux (Figure 7 & tableau 3):

» Un pool andain, caractérisé par les phaséolinest Te grosses graines,
s’étendant depuis I’Argentine jusqu’a I'Equateur.

» Un pool méso-américain, caractérisé par les pliasédS et de petites graines
couvrant 'ensemble de '’Amérique centrale depeif?hnama jusqu’au nord du
Mexique.

» Un pool intermédiaire, entre les deux autres,ésigm Colombie et jusqu’'a
récemment assimilé au pool andain.

Ces mémes études permettent ainsi d’étudier ifwigles haricots, que I'on
trouve maintenant, disséminés dans les zones sédcames plus basses comme le
Brésil ou en dehors du continent américain comragirbpe et I'Afrique. Dans le
premier cas, le haricot serait originaire du po@soraméricain et aurait pu cheminer
par le Venezuela. Les haricots cultives en Afriggegaient d’origine andine, ayant
cheminé directement ou indirectement via I'Europecaurs de la période coloniale
(Vadez, 1996).

La variabilité génétique chez le haricot a donaissance a plus de 100 espéces
de haricots de forme, de couleur, de saveur etatluw nutritive diverses (Laumonier,
1979; Anonyme, 1999).
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Tableau 3.Répartition des groupes de haricots selon leumpeosition

biochimique. Vadez, (1996)

Groupes Type de phaseoline Répartition des grougesss le
continent américain
Pool andain Phaseoline de type : T De I'Argentirsgiu'a I'équateur.

Pool méso-américain ~ Phaséoline de type : S

Pool intermédiaire

Du Pan@amsqu'au nord du

Mexique.

Phaséolines de type: TetS  éSituColombie.

Figure 7. Aire de domestication du haricot commun (httpwikipedia.org/wiki/Haricot)
1 - centre mésoaméricain 2 - centre andin

4.2. Classification

Selon I'’APG (2003) on attribue a I'haricot la cldissition suivante:

Classification classique
Regne :Plantae.

Sous régne Tracheobionta.
Division : Magnoliophyta.
Classe :Magnoliopsida.
Sous classe Rosidae.
Ordre : Fabale.

Famille : Fabaceae.

Genre : Phaseolus.

Espece Phaseolus vulgaris.

Classification phylognétique
Clade : Angiospermes.
Clade : Dicotylédones vraies.
Clade : Rosdées.

CladeFabidées.

Ordre : Fabale.

Famille : Fabacae.

Genre : Phaseolus.

Espéece Phaseolus vulgaris.
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Le nombre chromosomique du haricot commBhaseolea vulgarisL) est de
2n = 22 (a une exception prés). Le genre Phaseehfsrme 55 espéces (Debouck,
1991)

On sépare les variétés de haricot en 4 groupes gaio habitus de croissance,
qui dépend de la caractéristiqgue du bourgeon telmif) le type I, ou habitus I, est un
type déterminé, sa croissance est buissonnanteuaga@mification importante; (ii) les
types Il et Il sont eux aussi a port buissonnaatsnsa croissance est déterminée. On
trouve chez le type buissonnant une majorité detgpes a maturation précoce avec de
grosses graines, (iii) le type IV est a croissandéterminée mais son port est grimpant
ne présentant aucune ramification. C'est la formreectbissance la plus proche du

phénotype sauvage.

4.3 Importance de la culture du haricot

La culture du haricot présente un double intéréurpses fruits dans la
consommation humaine: (i) Les gousses ou grainscamsommes a |'état frais; (ii) Les
graines a I'état sec, alors que les résidus deireglt(tiges, gousses) sont destinés a
I'alimentation des animaux (Anonyme, 1993). Comfru de leur aptitude a fixer
I'azote atmosphérique, les légumineuses produidestprotéines en abondance (leurs
grains contiennent 3 fois plus de protéines quex s céréales), sans fertilisation
azotée (Domergue, 2006). Cependant les grainésudcot sont dites incompletes, car
elles sont déficientes en certains acides aminasrime, 1999) et elles constituent un
complément pour ceux des graines de céréales (QLA39). De part leur composition,
les protéines des graines du haricot sont treshpeode celles de la viande de mouton
(Kentour, 1999). Ainsi, dans de nombreuses régmas/res de la planéte, ces especes
adaptées constituent une importante source deituvarhumaine (pois chiche, haricot,
pois, lentilles, arachide...). Elles représententsulbstitut pour les populations qui
accusent d’'importants déficits en protéines animédlBomergue, 2006). En effet selon
Benatmane (2000) l'algérien n’en consomme que 15 &/j, alors que les normes
établies par la FAO sont de 33 g/ habitant/j. Ersple leurs hautes qualités gustatives,
les gousses et les graines du haricot sont undlenteesource d’acides aminés, de
vitamines et une bonne source d’éléments minéilaaikaricot présente des teneurs qui
varient suivant le type et I'état de sa consommati@mme on peut le constater dans le

tableau 4.
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Tableau 4.La composition des grains et des gousses du haetmt son type et sa

consommation (Anonyme, 1999).

Acides

aminés

Vitamines

Eléments

minéraux

L’élément quicot Haricot sec Haricot frais
dolique Crus Cuit
Acide folique  + + + +
Thiamine + + + -
Niacine + + + -
Pantothénique + - - -
B6 + + - -
A - - + +
C - - + +
K + + - +
Mg + + + +
Fe + + + +
P + + + -
Zn + + - -
Cu + + + (Traces) +
Ca - - + -

- Le signe +: signifie que I'élément considéerémstent dans la composition.
- Le signe -: signifie absence de I'élément dansoimposition.

Les graines du haricot, apportent en outre, deet@e (341 a 342 calories), des

glucides et des acides gras insaturés qui favdriselmon fonctionnement du systéeme

cardiovasculaire. On dit que le haricot frais a@stétique, dépuratif et anti-infectieux
(Anonyme, 1999).

Tableau 5.Valeur nutritive du haricot vert et du niébé erl(f)g) de graine entiere

(Stantan, 1970)

Nom Calorie Hydrates de Eau Protéines Matieres Fibres  Glucides
botanique (kcal) carbone (9) grasses
Vigna 342 60.3 11 234 1.8 4.3 60-65
unguiculata
(L).wap
Phaseolus 341 61.4 11 22.1 1.7 4.2 60-65
vulgarisL
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Sur le plan agronomique et en tant que Iégumindaskaricot peut s’intégrer
dans des systemes de production biologique qusenil la bio-fertilisation. Dans ces
systemes, le haricot, parmi dautres légumineusss, utilisé dans des rotations
culturales ou associé a d'autres cultures dansied® limiter les effets défavorables
pour I'environnement (Canado et,&003). Le haricot en tant que Iégumineuse:

» Posséde le systéme de fixation azotée le plusnpeaiht, du fait qu'’il associe
cette fixation a la photosynthese (Pochon, 1984&)symbiose entre le rhizobia et la
légumineuse est responsable de prés de la moiti@ztge fixé annuellement par voie
biologique (120 millions de tonnes d’azote qui kestouble de I'apport des bactéries
libres) (Davet, 1996).

» Favorise le développement des mycorhizes qui aneéli la nutrition
phosphatée des plantes lors d’'une carence endgetente le degré d’infection des
autres plantes par ces microorganismes (Smith &dR&808). Au dela d'une
amélioration de la nutrition phosphatée des cutules mycorhizes semblent jouer
d’autres réles dans les agro systémes: blocagméesix au niveau des hyphes dans les
sols pollués, amélioration de la nutrition en miétéments et en N des cultures, de la
résistance de la plante au stress hydrique et aladnes, et de la stabilité structurale
des sols (Smith & Read, 2008).

» Constitue un bon précédant cultural dans la mtattomme elle peut bien
s'installer aprés les solanacées, les cucurbitaetéss brassicacées et elle donne un
meilleur rendement si elle est cultivée apres Eorig blé ou le mais (Wortmaret
al.,1994; Fageria, 2004).

> Apporte des masses importantes de résidus fersuginies pouvant activer la
vie microbienne du sol (Abdenour, 1982). Des asdimris symbiotiques fixatrices
d’azote établies entre des bactéries du sol (riayobt des Iégumineuses ont été
utilisées pour la restauration d’écosystémes dégrdens le sud de 'Espagne (Requena
et al.,2001) et au Portugal (Werneratt, 2000).

» Offre une rupture efficace dans le cycle des mesadt des ravageurs des
céréales a pailles. Le haricot joue égalementlédé plante piége en diminuant le taux
d’infestation sur la céréale, comme dans le casStiigua hermonthicagqui est une
plante parasite qui attaque le sorgho et non liedtaiHall, 2001).
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Sur le plan économique, la production mondiale deicbts, selon les
statistiques publiées par la FAO en 2007, s'estélé 28.6 millions de tonnes, dont
19.6 de haricots secs (68 %), 6.4 de haricots {20) et 2.6 de haricots verts (9 %)
(Figure 8). En 2002, ces chiffres étaient respectivemen8l&, 18.3, 5,7 et 1.7
millions de tonnes. Entre 1961 et 2006, la productotale de haricots a doublé passant
de 14.4 a 28.6 millions de tonnes, progressantzassgillierement au taux de 1.5 % par
an.

Pour les haricots secs, la production mondialestinée a 19.6 millions de tonnes en
2006 (FAOSTAT, 2007) (Figure 9). La surface totatmnsacrée a cette production
représentait un peu plus de 26 millions d'hectams un rendement moyen de 7.4
quintaux par hectare. Les quinze premiers payseseptent plus de 80 % du total
mondial (FAOSTAT, 2007). Les trois premiers, Brékitle, et Chine représentent 44 %
du total et les six premiers (les précédents plagrivhar, Mexique et Etats —Unis) prés
des deux-tiers (Tableau 6).

En France (2006), la culture du haricot occupe renvidl 000 hectares pour une
production de 413 000 tonnes, soit en moyennehH) due principalement aux haricots
verts qui représentent les 3/4 des surfaces et 86 kb production (FAOSTAT, 2007).

st RS LA ]

ML

Bl Hancaots verts

25 01 Harcats frois

B Harcals secs

Figure 8. Production mondiale du haricots 1961-2006 (FAOSYAT

Le haricot est cultivé largement en Amérique kit centrale. Le Mexique et le
Brésil étant les principaux producteurs et/ou lasconmation moyenne par habitant est
de 13.3 Kg/an. En Afrique, la production est momdauf en Afrique de I'est comme

'Ouganda, le Kenya, le Rwanda, le Burundi ou lanZamie ou la consommation
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moyenne par habitant est de 30 Kg/an. En Afriqud’aleest, c’est surtout le niébé
(Vigna unguiculatavalp L.) qui est consommé par les populations 82ad996).

Production de haricots par continents

Mt - 2006
I
i W Afrioue
Haricots verts 2Lt
B Amanqus
o Asie
Haricots frais O Eurcpe
B Oceanie
|
Haricots secs
T ] T !
0 5000 10 000 15 000 20000

Figure 9. Production de haricots par continents Mt-2006 (BA®@T)

Haricots secSurface cultivé®endemenProduction

2006 (milliers d'hectares{g/ha) (milliers de tonnes)
Brésil 4016,8 8,6 3436,5
== Inde 8600,0 3,7 3174,0
B Cchine 1204,0 16,7 2 006,5
Bl Myanmar 1720,0 9,9 1700,0
B-1 Mexique 1708,3 8,1 1374,5
B Etats-Unis 614,7 17,2 1 056,9
B Kenya 995,4 5,3 531,8
== Ouganda 849,0 4.9 424,0
B+l Canada 180,0 20,7 372,7
W= |ndonésie 313,2 10,5 327,4
Argentine 235,1 13,7 322,8
E# Tanzanie 380,0 7,6 290,0
== Rwanda 356,4 7,9 283,4
i®. Corée du Sud 360,0 7,8 280,0
=4 Burundi 240 9,2 220,0
== Iran 111,3 19,4 216,1
B Cameroun 230,0 8,7 200,0
— Nicaragua 243,0 8,1 197,1

Tableau 6.Principaux pays producteurs de haricot secs e goR0.STAT)
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4.4 Limitation de la production, sélection et cesigent chez le haricot

Le haricot présente un potentiel de rendementlefatmmparé a d’autres
légumineuses comme le soja. En effet, il est pgtodsous contraintes
environnementales diverses: stress biotiques e#bintiques notamment déficit
hydrique, présence de pathogénes comme I'anthraano$e virus de la mosaique. Le
haricot est plus sensible aux conditions extrémesvitonnement que des céréales (blé,
riz). Une étude menée par le CIAT a montré que @@%sols ou est cultivé le haricot
sont carencés en P. L'importance de cette culturpoassé les améliorateur a
sélectionner des variétés capables de s’adaptesalugeu fertiles pour satisfaire la
demande croissante des populations.

Des croisements entre génotypes Andins et Méso-ikaiBs ont été entrepris pour
obtenir des lignées a bon rendements en conditimms limitantes en P ou pour
améliorer la capacité des génotypes en sols pdileseroir infertiles. Il semblait
nécessaire de sélectionner d’'une part pour certairectéres promoteurs du rendement
en conditions non limitées et d’autres part posr génes conférant une aptitude ou
tolérance particuliere a une limitation donnée.

Les rendements obtenus par les types | ou les g@e®8 grosses graines sont souvent
inférieures aux autres types ou aux génotypes depegraines. Ceci est di a la
croissance déterminée et au nombre limité de bousyéoraux (Vadez, 1996), mais
aussi a une durée pour parvenir a maturation phgue chez les habitus indéterminés,

notamment les habitus IV alors que les habitusit généralement précoces.

4.5 Propriétés symbiotiques de I'espece

Malgré plusieurs travaux d’amélioration, le hatigest souvent considérée
comme un fixateur d’azote médiocre, notamment ppport au Soja (Yoshida, 1991)
malgré les travaux d’amélioration de ce potentighrflarson 1993). Ce caractére
pourrait s’expliquer par: (i) la sensibilité pati@re de la nodulation aux reliquats
azotés. Le haricot produit en systeme intensiffedilisé en azote ce qui génere en
début de la culture un reliquat important en azotéequi empécherait le haricot
d’exprimer au mieux son potentiel de fixation syatlgjue. (i) D’autre part, la carence
de certains sols, notamment tropicaux, couplée @ité&ralisation rapide de la MO

pousse le haricot a utiliser 'azote minéral plude sa propre capacité symbiotique.
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Plus particuliéerement dans le cas de la carenced® esont les besoins sont plus
importants pour la fixation symbiotique que poaskimilation minérale (Israel, 1987).
Cependant, Il existe une variabilité interspéciigpour la fixation symbiotique
de l'azote chez le haricot (Bliss, 1993; Vadez, 99%ur le plan génotypique on peut
trouver dans le réservoir génétique du haricotwdemtés ayant une bonne tolérance a
la carence en P ainsi qu'une bonne fixation syndpiet d’azote, et qui permettrait
d’améliorer les rendements par le biais de ce tamacPeu d’études ont porté sur

I'interaction de la fixation d’azote avec la careran P chez le haricot.

5. Objectifs et stratégie de recherche
5.1 Problématique de la these

Durant ces 15 derniéres années, l'intérét desnliguses a graines pour
I'alimentation humaine a considérablement augméans le bassin méditerranéen pour
l'autosuffisance alimentaire en protéines et ldification des systémes de production
céréaliere. Toutefois, aucune des légumineusesiaegr traditionnellement cultivées,
telles que pois-chiche, feve, lentille ou hariom, s'est réellement développée. Cette
difficulté résulte en particulier d'une forte insiléé de leurs rendements.

De nombreuses especes de légumineuses ont latéagpacroitre dans des sols
tres peu fertiles. Elles sont utilisées en touta®eg climatiques dans la restauration de
sols appauvris par I'exploitation intensive et ¢'gion. Cette capacité des Iégumineuses
a réhabiliter des sols dégradés ou a colonisersdissnouveaux, est largement due a
leur fixation symbiotique de I'azote atmosphériqiesSN) par les rhizobia qu’elles
hébergent dans leurs nodosités. Cette symbiosaifalraque année a la biosphere une
quantité d'azote équivalente a celle synthétiséevpi@ chimique dans l'industrie des
engrais. Ses bénéfices écologiques et économiguésansidérables.

La déficience en phosphore est I'un des facteingtant la production des
légumineuses, en particulier dans les sols desszorggliterranéennes et tropicales, et
d’autant plus que leur rendement dépend de la EBNapport critique de P pour la
croissance de la plupart des légumineuses es€f@ué en nutrition azotée symbiotique
gue nitrigue ou ammoniacale (Darrah, 1993). Cetigetaice est généralement attribuée
au colt énergétique élevé de la FSN qui augmerggue la Iégumineuse nodulée est

exposeée a une déficience de P (Ribet et Drevorg)199
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Or le haricot apparait plus exigeant en phosplyoke les autres légumineuses
comme le soja ou les acacias (Israel, 1987 ; Vatie26 ; Ribet et Drevon, 1996).
Cependant il existe parmi la diversité du haricotAenérique Latine, des lignées a fort
potentiel de fixation d’'azote (Bliss, 1993), aingi'a forte efficacité d'utilisation de P
(EUP) (Vadezet al.,1999). Dans ce contexte, des géniteurs ont éeetg@inés par le
CIAT et I'INRA, puis croisés avec des variétés giamiance agronomique. Parmi ceux-
ci, le croisement de BAT 477 et DOR 364 a génértligeées contrastantes pour leur
FSN et leur EUP susceptibles d'étre adaptées awnditbons méditerranéennes
(Trabelsi, 2001). Tangt al. (2001) ont montré que les génotypes parentauxhtipd a
la déficience en P par des flux différents de prstlibérés par les racines. Or une telle
réponse a pour conséquence d'augmenter la capacigeplante & mobiliser différents
éléments minéraux du sol, en particulier P, ce auistituerait une adaptation a la

déficience en phosphore.

En effet, les Iégumineuses acidifient les solsdae leurs besoins en azote sont
couverts par la FSN avec la moléculgn¢utre (Bolaret al, 1991; Tanget al., 1998).
Les racines nodulées absorberaient alors plustimsajue d’anions, compensant cette
différence par un efflux de protons permettant dentenir I'équilibre ionique de la
plante (Hinsingeet al., 2003). Tanget al, (2001) et Alkama (2004) ont montré que
cette acidification dans la rhizosphére des Iégemses, varie largement selon I'espéce
végétale considéréeMedicago truncatula et Phaseolus vulgaris son stade
physiologique et son statut symbiotique. Dans aé¢s & pH élevé cette excrétion de
protons peut contribuer a la mobilisation du P danshizosphéere (Tangt al, 2004).
Elle permet la solubilisation du phosphate lié & dations calciques et ferriques en
particulier, et le rend ainsi assimilable par lané absorbant la solution du sol. C’est le
cas des sols calcaires rencontrés en Algérie,oteteurs en phosphore extractible sont
souvent trés basses. Les légumineuses pourraieatjdoer un rdle important dans la

biodisponibilité du phosphore dans ces sols.

5.2 Objectifs

La diversité génétique du haricot en Amérique &tinpermis d'identifier avec le
CIAT, des lignées recombinantes du croisement d®EB82 et BAT477 a fort pouvoir

fixateur d’azote (FSN) et a forte efficacité disaition de phosphore (EUP). Des
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expériences précédentes ont été réalisées poer festet de Rhizobium tropiciCIAT
899 sur 50 lignées de ce croisement qui avaiergé@eetionnées dans le cadre du projet
PPR de coopération INRA (France) — IS (Cuba) enpkesquelles ont été choisies les
lignées contrastantes qui sont utilisées dansajetpte these.

L'objectif de cette thése est de:

(i) quantifier et localiser les fonctions rhizogpigues associées aux efflux de
protons et au niveau des racines nodulées de Bgme€embinantes , contrastantes pour
leur EUP par leur FSN. Les flux de protons libégrasles racines nodulées: Taglgal,
(2001) ont montré que les deux variétés parentsdsaricot, BAT 477 et DOR 364, se
distinguent par des efflux différents dé, et probablement d'anions organiques. Or, les
protons et les anions organiques sont susceptidescontribuer a mobiliser le
phosphore dans la rhizosphere, en particulier és calcaires, et donc d'améliorer
I'efficacité d'acquisition de P,

(i) d’étudier leur relation avec la consommatidioxygene liée a I'activité
nitrogénase, la consommation g'@ar les nodosités qui est proportionnelle a leur
activité de fixation symbiotique. Drevoet al, (1988) ont montré que la FSN

rhizobienne est régulée par la faible perméabilitélulaire a Q qui determine la

microaérobie intra-nodulaire et les quantités d'ATRi sont nécessaires au
fonctionnement de la nitrogénase, enzyme bacté&iaqn catalyse la réduction de
I'azote atmosphériqgue en ammoniac,

(i) d’évaluer la contribution de ces flux a laotdisponibilité du phosphore dans
la rhizosphére eh fine au rendement de la Iégumineuse en sols peu fertile

Les recherches seront menées en milieu contr@lé serre en France et au

champ de faible fertilité en P en Algérie

Les résultats attendus sont de deux ordres:

Dans une perspective de recherche sur le fonament de la rhizosphére, ce
travail nous permettra d'engager la réflexion autimila maniere de prendre en compte
dans des modeéles de nutrition minérale des platédigt des modifications physico-
chimiques induites par la Iégumineuse sur le mil@ette recherche devrait conduire a
terme a une meilleure intégration des processusudiion minérale, en particulier
symbiotique, dans les modéles écophysiologiquesfodetionnement de la plante

entiére.
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Dans une perspective de développement agricolmn@get de gestion de
I'environnement, ce travail nous permettra de \@rifla pertinence des critéres
d'adaptation de la fixation symbiotique de I'azbia disponibilité de P que nous avons

déterminé. Il servira d’appui a la sélection daétas de haricot de la zone de référence.

5.3 Hypothése de base

L’hypothése centrale de mes travaux est doncileaste :
Les processus rhizosphériques, i.e. le flux deepeghent, le réapprovisionnement de P
en solution et les modifications chimiques danshiaosphére, sont des déterminants
majeurs de la biodisponibilité de P pour les plante
Les lignées de haricot contrastantes, sous fixatianote, du fait de I'acidification de
leur rhizosphere, contribuent-elles & mobiliseP léu sol ? Existerait-il des différences
d’efflux de H' entre les lignées contrastantes pour I’ EUP.
Sur cette base nous pouvons partir sur I'hypotléskes variétés efficaces fixent plus
d’azote que les variétés non efficaces. Cellesiféeraient plus leur rhizosphére et
par conséquent mobiliseraient d’avantage le P dlgs® dans le cas des variétés non

efficaces
5.4 Approche expérimentale

Le programme de recherche comprend une caradiénissn milieu contrélé de
lignées de haricot contrastantes pour I'Efficaditdtilisation du Phosphore (EUP) et la
Fixation Symbiotique de I'azote (FSN), et une éatihn au champ de leur potentiel de
rendement sous faible intrants de N et P. Les étetlemilieu contrdlé auront lieu a
Montpellier sous la direction de J.J. Drevon (DRNRA). Les observations au champ

sont menées en Algérie sous la direction de M Oeifena I'INA).
5.4.1 Milieu contrdlé sous serre

La possibilité de déceler avec précision des whffées entre lignées dans ce
dispositif constituera la base des mesures de lEsesaaérienne, racinaire et nodulaire.
Ces déterminations se font eif'Bsemaine de culture, aprés les mesures de fluitesscr

ci-dessus. Elles seront suivies de dosages enrtemenérales N et P.
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Détermination des flux et des échanges gazeuxe: ddmparaison variétale de
lignées recombinantes (RIL), déja sélectionnées pmuwr EUP et FSN contrastantes
parmi les 120 lignées du croisement BAT477 x DOR364c des variétés de haricot
cultivées en Algérie, est menée sous serre en déraaonditions hydro-aéroponiques
avecRhizobium tropicCIAT899 comme rhizobia de référence. Ces conditioises au
point initialement sur le soja (Kalia & Drevon, B)8sont appliquées sur le haricot
(Hernandez & Drevon, 1991). Des observations ere gggrmettent d’établir la relation
entre leur efflux de Hli¢ a la fixation de Net leur adaptation & la faible disponibilité
en P d’'un sol de référence de Cazevieille et dissdsdIgérie choisis selon I'approche
au champ.

La présélection en hydro-aéroponie s’effectue dkassconditions de croissance
nodulaire optimales, éloignées des conditions&géadt en absence de sol en patrticulier.
Pour cette étude et se rapprocher du milieu régbramier test avec sol sera effectué en
milieu contrélé avec le dispositif de couche mideesol (1mm) adapté a la symbiose
rhizobienne dans le cadre du DEA de N. Alkama (20G4 dispositif est équipé d’'une
toile a bluter dont le diamétre des mailles (30 jpermet les échanges de solutés entre
les racines nodulées et la couche mince de sok prapéche le passage des racines
(Casarin etal., 2004). Afin d’effectuer une premiére comparaisaterspécifique
defflux de protons, les plantes seront transféréesdébut de °3* semaine de
croissance, des bacs dans ce dispositif avecluressiallitique décarbonaté (Chromic
Cambisols) de Cazevieille en Languedoc France,egtiiun sol de référence pour
I'UMR Eco&Sols. Le flux de H sera calculé a partir de I'évolution du pH et duyoir
tampon du sol (Behi, 2003). Les résultats sur ceunince de sol seront comparés a
ceux mesurés pendant la méme période en culture{agdoponique par la quantité de

KOH nécessaire pour contréler le pH de la solutiotritive.

Par ailleurs, afin d’évaluer l'efflux de protonsmiguement lié a la FSN, la
consommation d'@ liée a l'activité nitrogénase des racines noduléesa mesurée
durant la 8™ semaine sur plantes aprés transfert en bouteille sérum, coméueitd
dans la figure 10. Le principe des mesures esuilees!|’évolution de la concentration
d’O, en faisant varier la pression partielle doxygedans le flacon apres
étanchéification du compartiment des racines nasul@&ec un joint rhodorsil non

toxique autour du collet (Jebara & Drevon, 2001).
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Les biomasses aérienne, racinaire et nodulairensegterminées en®® semaine de
culture, pour les deux dispositifs, hydroaéropoaterhizotron, aprés les mesures

décrites ci-dessus. (Figure 10).

Transfert Transfert

Bouteilles Rhizotron

Figure 10. Dispositifs utilisés en conditions semi-contr@&eaus serre en hydroaéroponie
(Bacs et bouteilles) et en sol rhizosphérique (&ihin)

5.4.2 Au champ

Des observations au champ sont réalisées en Algkms la région de Tizi
Ouzou avec les lignées de haricot sélectionnédessus. Les valeurs de nodulation,
biomasses aérienne et nodulaire a la floraisonpnsecomparées aux valeurs
"potentielles” établies en conditions optimales fdation symbiotique d’azote en
conditions contrbélées. La description quantitatieela nodulation, nombre et biomasse
est particulierement importante car ce sont dearpeires particulierement sensibles a
la déficience en P (Vades al.,2001). Les analyses physico-chimiques des sale®t

plantes seront mesurées.

Test multilocal. Un test multilocal des lignées de haricot les mlostrastantes
en serre (INRA), a été proposé a des producteuls gion de Tizi Ouzou. L’objectif
est d ‘évaluer I'effet de la variabilité spatialesdparametres mesureés initialement dans
I'essai en station, et d’'intégrer les pratiquesspayes dans I'évaluation au champ. Des
échantillons de sol sont prélevés pour la mesusepdeamétres physico-chimiques. La
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localisation des producteurs sur ces communes atesimpagnée d’'une enquéte aupres
des agriculteurs selon un questionnaire préparé lpathoix des parcelles d’étude. Des

données sur la production du haricot ont ainsicétiectées au niveau des communes
dans la Wilaya (Province) de Tizi-Ouzou.

Test agronomique.Les lignées précédemment citées ont fait I'objeh aessai
agronomique. Afin d’évaluer I'expression du potehtdes légumineuses dans des
conditions de sol en place, les lignées sélectiemmt étudiées en milieu contrdlé sous
serre, sont comparées au champ a la variété letdigadida. Chaque demi-parcelle
recoit une fertilisation phosphatée qui assureblesoins du haricot, et I'autre demi-
parcelle sert de témoin. La biomasse aérienneptebre et la biomasse des nodules
seront mesurés a la floraison. Ce stade physmlegcorrespond en effet généralement
au développement maximal nodulaire et végétatihdrcot. L'acidification du sol et
les paramétres physico-chimiques qui y sont liéspre mesurés sur des échantillons

composés de sols de rhizosphére prélevés avptalees a la floraison
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Démarche a suivre I

Essais

2. Milieu non controlé

1. Milieu semi-contrélé

France Algerie

Sous serre

Station expérimentale

Hydroaéroponie Rhizotron Test multilocal

A 4

Chapitre 2 Chapitre 3 Chapitre 4 Chapitre 5

AN

Chapitre 4 ()| | Chapitre 4 (II)

Figure 11: Plan de la thése. Les résultats obtenus feronjetales chapitres de cette thése. Le chapitreafit ét
consacré a la synthése bibliographique.
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CHAPITRE 2

Is genotypic variation of H" efflux under P deficiency linked
with nodulated-root respiration of N, - fixing
common-bean Phaseolus vulgaris?

Il est reconnu que la faible disponibilité du pplosre (P) dans les sols constitue
un probléme majeur pour la production de biomas$sz des plantes. Cependant, les
organismes du sol telles que les bactéries, chamapget les plantes, ont développé de
nombreuses stratégies pour augmenter la dispdéikiti P. L'efflux de protons (I et
par conséquent, I'acidification de la rhizospheest une de ces stratégies. Ce
phénomene est particulierement important notamrpeat les Iégumineuses (Taed
al., 2004).

Plusieurs travaux ce sont intéressés a l'intevaantre perméabilité nodulaire a
'oxygéne et la déficience en P. Des résultats neomtque I'amplitude du déclin
d’ARA di a l'acétylene est variable selon le gépetgt que la perméabilité nodulaire a
I'oxygeéne est accrue sous déficience en P. Ceaésegque la déficience en P induit
une limitation en oxygéne du métabolisme noduldxe.I'oxygéne est présent en faible
concentration dans la nodosité, et cette limitagshaccrue sous déficience, ce qu'une
augmentation de perméabilité nodulaire pourraitigiiEgment compenser.

Cependant, il n'y'aurait que I'étude de Salmtral. (2008) et Alkamaet al.
(2009) qui se serait intéressée au lien qui exdtemtre I'efflux de protons et la
respiration des racines nodulées du haricot.

Les objectifs de ce deuxieme chapitre sont domsulévants:

1) Comparer des lignées contrastantes en termesance et d’efflux de protons
2) Rechercher si la perméabilité nodulaire révée hriations intra-spécifiques. Cette
variation est-elle liée a I'efflux de’Hp

Pour répondre a nos objectifs, 7 RILs contrastameur leur Efficacité
d’Utilisation du Phosphore (EUP) ont été cultivéesis serre: 147, 124, 115, 104, 83,
75 et 34. Les graines sont stérilisées puis inesuldvant la mise en culture en
hydroaéroponie, un milieu nutritif liquide (Annegg. L'aération du milieu de culture
est assurée en permanence par bullage d’air cordpties plantules sont transférées en
bouteilles sérum de 1l contenant la méme solutiatnitive. Ce dispositif est adéquat
pour I'observation de la nodulation et les mesuféshanges gazeur situdes racines

nodulées.
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La mesuren situ de I'efflux de protons est faite au cours de l#we des
plantes dans les flacons sérum. La quantité dibdrés par les racines est déterminée
par le suivi quotidien du pH. Celui-ci est ajusté.8 par addition de KOH TOM. Le
volume de KOH ajouté pour I'ajustement du pH dedéution nutritive est déterminé
selon la procédure décrite dans le paragraphe geélaulture. La quantité de’Hest
donnée par la relation suivante: Q = CV / 1000 a@equantité de matiere (mol) de
H"; C, concentration de la solution de KOH (M); \Glwme de solution de KOH (ml)
utilisée pour I'ajustement du pH.

La consommation d'® par les racines nodulées (Conr) est mesurée awec u
oxymétre a deux voies (Abiss, La Verpillere, Frgnser les plantes transférées en
flacons et agées de 39 a 44 Jours Aprés Semi (JAS)our avant la mesure de la
Conr, le niveau de la solution nutritive dans Bcéin est réduite au tiers du volume du
flacon de facon a mettre en contact la majoritéraeiles et la phase gazeuse.

Le principe des mesures d’échange gazeux corsssié/re avec I'oxymetre relié
a un enregistreur, I'évolution de la consommatit,dlans le volume connu du flacon
sérum contenant le matériel biologique a testecedti des diverses tubulures. Une
pompe péristaltigue permet d'assurer une circulatiet une homogénéisation
permanente de la phase gazeuse entre l'incubatezings nodulées) et I'oxymetre, a
un débit de 400 ml mih Des confinements successifs sont réalisés avecp@
initiale de 21, 25, 30 et 40 KPa,Apres 15 min de confinement, la Conr peut étre
calculée suivant la formule donnée par: Comkp©,(V/24.2)(60/t), aveA\pO, = pO,
initiale - pG finale en % de pression atmosphérique; V (en)l#rgolume de la phase
gazeuse dans les conditions expérimentales; t {(Bh=temps entre la mesure initiale
et finale d'02; 24.2 (en litre) = volume de 1 ma daz pur dans les conditions
expérimentales. La Conr est exprimée en umatd@@sommé planteh™. (Figure  ci-
dessous).

L’ensemble des résultats obtenus fait I'objet djpremier article intitulé: «ls
genotypic variation of H efflux under P deficiency linked with nodulatedsto
respiration of N - fixing common-beanRhaseolus vulgar)® » qui a été soumis en
2010 a la revue PPB.
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Figure . Dispositif de mesure in situ de I'oxygene consonpaéles racines nodulées du
haricot.(a) photo du dispositif (bouteilles a gauche et pera droite); (b), représentation
schématique Oex = oxygeéne expiré; Oin = oxygeéngii@sConr = oxygéne consommeé
par les racines nodulées (Jebara & Drevon, 2001).
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Abstract

In order to examine genotypic variation of comnio@an in growth, phosphorus
uptake, nodulated-root proton release, and nodate germeability, seven common-
bean recombinant inbred lines (RIL) from the cradsBAT477 x DOR364 were
inoculated byRhizobium tropiciCIAT 899, and grown in hydroaeroponic culture under
glasshouse. A positive correlation was observeddsst shoot and nodule biomass for
most of the studied RILs. Overall, the P concemmawas 1.5 to 2 fold higher in
nodules than in shoot. Under P deficiency, therémle common-bean RILs acidified
more their rhizosphere than the sensitive ones.pfbin release of the RILs 147, 124,
104, 75 and 34 was positively correlated with nedj-permeability. It is concluded
that nodulated common-bean release a substantialir@nof H into the rhizosphere
that is linked to the symbiotic Nixation, and depends upon the nodule permealidity
O, diffusion.

Keys words: H" efflux; Nitrogen fixation; Nodule respiration; Pdenlus vulgaris;
Phosphorus deficiency; Symbiosis.
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1. Introduction

Common-beanRhaseolus vulgaris.) is the most widely grown food-legume
for direct human consumption in the world [2]. Howe its economic development is
limited by the large variability of its yield. Thiss often due to low content of
phosphorus of the soils where it is grown in patic under Mediterranean and tropical
climates, whenever water deficiency is not the méioiting factor. Indeed, there are
many examples of increases in growth and yieldashmon-bean by P fertilization.
Like other legume plants depending on symbioticogien fixation (SNF), common-
bean requires more P than plants depending on ahihkf11,28,3]. In addition, SNF
potential for selected cultivars is generally lowsan for other grain legumes [10].

Phosphorus is present in small quantity in theoBphere (0.1%) and in most
soils it does not exceed 0.3%, although it varieth ihe type of soil and farming
system, in particular with the contributions of men and waste [27]. Thus, low
phosphorus fertility of the soils may be due to lmtal P content, particularly in soils
with low organic matter content. However, the lovaitability of P is often due to its
insoluble association with such cations as Ca,rAt@and its adsorption on surfaces of
mineral phases.

In response to P deficiency, plants show two egias, depending on their
ability to adjust their external and internal P uegment [5]. The internal strategy
consists in optimising the metabolic phosphorus effieiency (PUE) by producing
overall more biomass per unit of P consumed, whidixing more N per unit of P for
a SNF-dependent legum [29]. The external stratemysists in developing a more
effective system of acquisition of P by either gasing the absorbing surface through
root architecture, root hair and mycorrhizal hypkhdech enhance the volume of soil
explored, or by secreting protons, organic acidd phosphatases whose role is to
dissolve insoluble P of the soil [24,19]. Thus ionemon-bean, soybean, lupin and
alfalfa, P deficiency has been shown (i) to redineenumber and biomass of nodules as
well as their nitrogenase activity [17,28,16], (i) increase the absorption surface and
density of the roots resulting in more exploratafnthe soil volume [30], and (iii) to
acidify the rhizosphere by root exudates [15] andrélease [23-24]. In addition, the
root-induced solubilisation of soil P is increassdrhizosphere microrganisms.

For legumes an additional "Hrelease is associated with the SNF [22,8].

However, the relation between the genotypic vamatn P use efficiency (PUE) for the
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nodule respiration and the'elease is not well documented, except the regeris of
[13] and [1] with a diversity of cowpea and commumean genotypes though they were
not RILs. The present study addresses whetherdtialated-root H release is related
with nodulated-root respiration and.ffixation adaptability to low P supply among

RILs of common bean contrasting in tolerance oeRciency.

2. Materials and methods
2.1. Biological material, soil and culture conditso

The seven RILs dPhaseolus vulgarigvere selected among the progenies of the
crossing of two parental RILs, namely BAT477 and RBB4, from the International
Centre of Tropical Agriculture (CIAT, Cali, Colond)i Seeds were sterilized with 3%
calcium hypochlorite for 5 min and rinsed by 5 wagk with sterile distilled water.
They were then transferred for germination on agér, consisting of 100 ml Bergersen
solution containing 5 g mannitol and 7 g agar ihot distilled water with sterilization
at 120 °C for 20 min [31].

The inoculation was performed by soaking 4 d-s¢edlings for 30 min in a
suspension of an inoculum Bhizobium tropiciCIAT899 containing 19bacteria mif.
This rhizobial strain, kindly provided by the CIATS a reference for the studies on
common-bean because of its high capacity to fixoggn and its ubiquity with the
diversity amongP. vulgaris (Vadez et al, 1996). The inoculum was prepared from
rhizobia culture preserved in tubes at 4 °C, thiemsferred into 100 ml of following
sterilized liquid YEM (Yeast Extract Mannitol) menth with stiring at 28 °C during 24
h: 900 ml distilled water; 100 ml of Bergensen camicated solution containing 1 g
KCI; 0.1 g Fe(4; 0.4 g CaCl, 4.5 g NaHPO,;12H,0 and 1 g MgS®7H.0, firstly in
100 ml of distilled water then adjusted to 1 |, asubsequently added with 1 g Yeast
extract, 10 g mannitol [31].

For each P treatment, 20 inoculated plants waresterred into containers of 0.2
m large, 0.4 m long and 0.4 m high for hydroaerap@ne-culture during 28 d. Based
on work of [28],P was supplied weekly in the form of KPP, (75 or 250 umol plafit
week for deficient or sufficient P supply) to the follavg nutrient solution that was
changed every week: Ca{1650 mM); MgSQ-7H,O (1000 mM); kSO, (700 mM);
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Fe EDDHA (8.5 mM Fe as sequestrenejBB; (4 mM); MnSO4H,0 (6mM); ZnSQ-
7H,0 (1 mM); CuSQ7H,O (1 mM); NaMoO,-7H,0O (0.1 mM).

The oxygenation of the culture solution was engimga permanent flow of 400
ml" min™ of compressed air. The pH was adjusted dailyvalae of 6.8 with KOH (0.1
M). A supply of urea was provided with 2 mmol planh the initial solution and 1
mmol plant' at the first change of solution after two weeks,oirder to optimize
nodulation[6]. The plants were then grown in N-freetrient solution. The whole
experiment was carried out in a glasshouse undepdeature conditions of 28/20 °C
during 16/8 h day/night cycle with an additiondlihination of 400 pmol photons ™
s and 70% relative humidity during the day.

2.2. Measurements of proton release and nodulaistdcy uptake

At 28 days after sowing (DAS), plants representihng mean growth in

containers for each P treatment were transferrelividually in 1l serum bottles
receiving the previously described nutrient solutéecording to [4].
To compensate for acidification of the nutrientusioin, the pH was measured daily,
like in containers, and corrected to 6.8, if neaggsby adding a quantity Q (mol) of the
KOH solution determined as Q = CV@here C is concentration of the solution in M
and V is the volume of solution used in ml.

At 39-44 DAS, the consumption of,(by the nodulated-roots (Conr) was
measured with two-way oxymeter (Abiss, Verpilldfeance), connected to a recorder,
and the evolution of ©consumption was followed by monitoring, @ the known
volume of the serum bottle plus tubing like desetilin more details by [12].

One day before the measurement of Conr, the t#véle nutrient solution in the
bottle was reduced to one-third of the volume s the whole nodule population was
in direct contact with the gas phase. A peristghiionp ensured the circulation and
continuous homogenisation of the gas phase betwleenmodulated roots and the
oxymeter, with a flow of 400 ml mih Successive measurements were performed after
15 min with an initial p@ of 21, 25, 30, 40, kPa OThe consumption of Owas
calculated as Conr ApO, (V/24.2)(60/t), withApO, = p0O; initial-pO; final in % of
atmospheric pressure; V in |, volume of the gassphander the experimental
conditions; t in min, time between the initial afidal measurement of £24.2 in |,

volume of 1 pure gas mol under the experimentatitimms [21]. Conr is expressed in
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umol & consumed plafith™®. The nodule @permeability is calculated as the ratio of

the slope of the regression between Conr and eaitp(D.
2.3. Analysis at harvest and statistical data Esicg

The plants were harvested at the flowering staifje the first pod measuring 2
cm long. The shoot was separated from the rodieatotyledonary node, then weighed
after 48 h at 70 °C. Nodules were separated froenrtots, counted and weighed
separately. Soil samples were dried at 105 °C fioh2Their pH was measured in an
aqueous suspension shaken at 1200 rotation$ foirB0 min with a soil/solution ration
of 1/5.

The available P of the soil was measured by therDisethod according to standard NF
ISO 11263 after extraction by soil agitation wite@ution of 0.5 N sodium bicarbonate
with pH 8.5.

In order to determine the contribution of P suplyplant growth, the response
curves were established from biomass values wahstitware Excel Microsoft Office
XP.

For regressions shown in various figures, covagaacalysis was performed for the
calculation of the F value, with decision of sigraince for p <0.05.

Differences between means of all parameters fdicseriit versus deficient P treatments
were determined by two-way analysis of variance QAB\) and significance was

tested with the Fisher's LSD test, with p<0.05, B&0as significant and highly

significant, respectively.

3. Results
3.1. Growth and nodulation

The P supply and RILs affected significantlye shoot and root biomass. P
deficiency decreased significantly the shoot bisnlag more than 36% for 147, 124
and 83 (Fig. 1a). By contrast the decrease wasigatificant for other RILs, with less
than 25% for 115, 75, and 34 and 104 being interatedP deficiencydecreased
significantly the root biomass, though without natetion between P supply and RILs
(Fig. 1b).

The P supply, RILs and the interaction P suppl¢ RiLs affected significantly
the nodule biomass and number, and the individodule mass. P deficiency decreased
significantly the nodule biomass by more than 5086 dll RILs, with the largest
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decrease being 71% for 147 (Fig. 1c). It decredeednodule number by more than
40% for all RILs with the highest values for 75 @wlagainst the lowest for147 and 83
(Fig. 1d). P deficiency decreased significantly théividual nodule mass by 40% for
124, 147 and 83, but by less than 16% and notfgignily for 115, 34 and 104 (Fig.

le). Under P sufficiency, the individual nodule sagas the highest for 115 and 34
against the lowest for 124, 147 and 83 (Fig. le).
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Figure 1. Effect of P nutrition on a) shoot b)root biomagsociule biomass d) nodule
number and e) individual nodule biomass in 7 beamotype in hydroaeroponics. Data
are means and SD of 12 harvested plants at 4aftlrysowing. P deficiendi® versus

P sufficiency—
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In order to assess the efficiency in use of theotfial symbiosis (EURS), the
values of the shoot biomass were plotted as aiamaif those of nodule biomass in
Figure 3 withthe slope of the regressions being an estimatdefEURS. Under P
deficiency, a positive correlation was observedveen these two parameters for 115,
124, 34 and 104. Under P sufficiency a positivaalation was observed for all RILs
except 104. The EURS of 34 under P sufficiency \88% lower than under P
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Figure 2. Effect of P nutrition on use efficiency of rhizaldymbiosis (the regression parameter
of shoot as nodule) in 7 bean genotypes in hydopasrics. Data are means SD of 12 replicates
at 45 days after sowing. P deficier@yversusQ P sufficiency
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3.2. Proton release by nodulated-roots

RILs and the interaction between P supply and Ritfscted significantly the
H* release cumulated during 12 days after transfer. Both P deficiency and
sufficiency, the highest Hrelease was observed for 115 against the lowestf@n83
with a difference of
about 60% between both RILs (Fig.3). Thé fdlease of 115 was significantly higher
than that of 75, 104, 124, 34 and 147 with value$836, 27%, 37%, 39% and 44%,
respectively.

The data in figure 4a made it possible to caleuHdt release plaftd™® and H
release rDW d'. RILs and the interaction between P supply and sRéffected
significantly these two parameters. The highe&trelease plaft d* under both P
deficiency and sufficiency, was observed for 11&iast the lowest one for 83 (Fig.4a).
For 124, P deficiency decreased significantly flasameter by 26%, but it increased it
by 27% and 10% for 75 and 34 respectively. The dsgi{ release rDW d* was

observed for 115 against the lowest one for 83.4Big

3.3. P concentration in shoot and nodules

The P supply, RILs and the interaction betweenupply and RILs affected
highly significantly the P concentration in shoodanodule at flowering stages. Under
P sufficiency, shoot P concentration was 1.5 tol@ higher for 34, 115 and 75 than for
147, 124 and 83. P deficiency decreased signifigaimé shoot P concentration for 147,
124 (Fig. 5a). Overall, the P concentration inuled was 1.5 to 2 fold higher than in
shoot. Under P sufficiency 34 had the significartilghest nodule P concentration.
There was no difference between 124, 75, 115 addat@reas the significantly lowest
value was observed for 147 and 83. Under P defigiethe P nodule concentration
decreased significantly for 147, 124 and 115, aad significantly higher for 34 than
for 75, 104, 115, 83, 124 and 147 by 6, 21, 25438and 56% (Fig. 5b).
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2.4. Nodulated-root consumption of O

The response curves of the consumption pbpthe nodulated root (Conr) as a
function of the external concentration of i@ figure 6show that raising p©&nduced an
increase in Conr to a maximum value correspondinghé critical oxygen pressure
(COP).
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Figure 6. Nodulated root @ consumption as a function of rhizospherig O
pressure on for 7 bean genotypes under P suffigiOnversusP deficiency® .
Data are means SD of 6 replicates between 40 ahdD®S in serum bottles.
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Under P deficiency, the COP was the highest foardd 104, whereas it was the
lowest for 124. Under P sufficiency the Conr was liighest for 83 and 75 with more
than 400 pmol @h* plant' whereas it was the lowest for 147 and 124 withua860
umol O h' plant®. Under ambiental p§ 75 had the highest Conr value for both P
deficiency and P sufficiency .

The nodule permeability was calculated as theestighe response of Conr as a
function of pQ as explained in detail in [12]. P deficiency desed significantly the
nodule permeability for 124 and 147 by 20 and 77égpectively, and by contrast it
increased this parameter significantly for 75 ar®l 8 91 and 76%, respectively
(Fig.6).

In order to assess whether thérelease was related to the @spiration linked
with SNF, the H release was plotted as a function of the nodutmeability in Figure
7. Interestingly, we found a significant correlatibetween nodule permeability and H
release for RILs 147, 124, 104, 34 and 75.
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Figure 7. Relation between proton release with nodule pehifiey of 7 bean
genotypes in hydroaeroponics. Only the significemtrelations were presented.
Data are means SD of 4 replicates harvested atyg@after sowing. P deficien@y
versus P sufficiencD
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4. Discussion

The major finding in this work is that "Hrelease positively correlates with
nodule gaz-permeability for 147, 124, 104, 75 aadRg.7) Although, the curvilinear
regression of Hrelease as a function of nodule permeability #f &and 34 suggest that
positive correlation between these 2 parametekslisl only for nodule permeability
below 40 mm h™. In these conditions, the correlation betweénrélease and nodule
permeability suggests that part of thédlease may be related to symbioticfiXation
since nodule permeability controls nodule respratithat supplies ATP for N
reduction catalysed by the bacteroidal nitrogenagfin the nodule infected-zone
[9,13]. Thus, the differences among RILs in amoditrelease per unit permeability
could be explained directly by differences in Hroduction per @ consumed by
nodules. In this work, these genotypic differendas not relate significantly with the
variations in nodule P concentration among RILsrasponse to P supply (Fig. 5)
although. P concentration was up to 2 fold highemadules than in shoot under both P
deficiency and sufficiency in agreement with prexmbservations of [29] for common
ban. By contrast, above the nodule permeabilitg¢@fmn? h', the steady Hrelease
although the permeability raised (Fig. 7) can bengared with the steady shoot dry
weight (sDW) although nodule dry weight (nDW) ralssbove 0.4 g per plant (Fig. 2).
The later suggests that a decrease in activity hef additional nodules would
compensate an excessive increase in number of emdul

The differences among RILs in amourit tdlease can be explained indirectly by
differences in cation-anion balance[23,26]. Thusogen nutrition affects rhizosphere
acidification by influencing the balance of aniomdacation uptake by plants[14,7,8].
Legumes relying on Nfixation generally take up more cations than asiand thus
extrude proportionally more 'Hhan OH at the root—soil interface for compensation of
electrical positive charges and regulation of cgtiaspH in their plant cells[22,25].
Also nodulated-roots might exudate organic anidmet twere not accounted for in
cation-anion balance (Tamgg al.,2003). In contrast, plants supplied with nitrat€OgN
acquire more anions than cations, and exudate Rylions to balance the electrical
negative charges [25]. When exuded at large flugggnic anions can contribute some
significant proportion of cation-anion balance aswn for citrate in white lupins [18]
where H release was not strictly related to citrate redeasder P deficiency [18]. In

contrast, malate release shows a strong dependsndd release[33]. The higher
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rhizosphere acidification by the tolerant 75 an® tian by the sensitive 147 and 83
(Fig 5) suggests an involvement of root-acidifioaticapacity in the adaptation of
common-bean to P deficiency. Thus, an essentiaine@for the plant adaptation to P
deficiency would be HATPase playing an essential role for the enharntedelease
by roots in addition to a passive release of ogamions mediated by channel-like
transporters [32]. It is generally accepted thaspla membraneHATPase, as primary
transporter, pumps protons ‘(Hout of the cell, thereby creating pH and eleetric
potential differences across the plasma membraesul® of [20] also suggest an
involvement of root plasma-membrané-ATPase in the adaptation of soybean to P
starvation.

In conclusion, our study based on RILs shows tlmatulated common-bean by
CIAT 899 exudates a substantial amount 6fitdo the rhizosphere that is linked to the
nodule permeability to ©diffusion which supports the symbiotic, lixation. It shows
also that the tolerant nodulated common-bean toefidncy acidifies more their
rhizosphere than the sensitive ones. Further stugked to check if the same results
will be observed with other rhizobial strain, andaddress with molecular tools whether
differences between RILs are associated with diffees in phosphatase genes
expression. Also the RILs are available for figldds to test whether their potential
differences in PUE and proton release are assdcigitih differences in adaptation to

low-P soils.
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CHAPITRE 3

Genotypic variation of H" efflux under P deficiency with nodulated-
root respiration of N, - fixing common-bean Phaseolus vulgarisin
rhizotron

Dans le chapitre précédent I'étude est menée seus en hydroaéroponie. Elle
est portée sur des lignées recombinantes (RILshaficot qui différent dans leur
tolérance a la déficience en P. Les résultats alstsont innovateurs. D’'une part, nous
avons démontré qu’en milieu hydroaéroponique, lasines nodulées du haricot
excrétent dans leur rhizosphére une quantité” djbi est corrélée a la perméabilité
nodulaire. Ce qui laisse penser qu’une part'dddcrétée par les racines nodulées est
liée a la fixation symbiotique d’azote atmosphéeigbin effet, la perméabilité nodulaire
contrdle la respiration qui fournit 'ATP pour la&éduction de K catalysé par la
nitrogénase des bactéroides a l'intérieur de l& zofectée du nodule.

D’autre part, nous avons démontré que sous datieien P les RILs tolérantes
acidifient plus leur rhizosphére que les sensib@spendant le comportement de ces
RILs en contact du sol rhizosphérique, en terméldiede H' , n’est pas encore connu.
Nous nous sommes interésseés, dans ce chapitreaspest.

Les objectifs de ce chapitre sont donc les susrant
1) Etudier I'efflux de protons des racines nodulées RILs contrastantes en contact du
sol rhizosphérique

2) Comparer I'efflux de protons des lignées semsildl celles des tolérantes.

Le dispositif utilisé pour la culture en rhizotrest celui utilisé lors des travaux
de Alkama (2004) sur haricot (Figure ci-dessous.dpositif permet d’étudier les
phénomenes physico-chimiques qui se déroulent @ansizosphere en créant un sol
rhizosphérique. Le sol rhizosphérique est le voldmeol influencé par les activités des
racines. L'appréciation du volume du sol rhizosphé est conditionnée par la
méthode d’échantillonnage. Dans la plupart desestulé sol rhizosphérigue est estimé
comme étant le sol fixé sur les racines aprés agité vigoureusement celles-ci. Cette
méthode d’échantillonnage du sol rhizosphériqueeddpde I'expérimentateur, alors

que ce n’est pas le cas avec le dispositif utilies. plantes sont récoltées 3 semaines
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(3) Couche
mince de sol

(1) Cale PVC

(4) Papier filtre

Toile & bluter
—

-
L=
Support en PV

Figure. Dispositif de culture sur couche mince de sol tignées du bac aprés la

cinquiéme semaine. (a) les plaques de sol dansals< a raison de 5 répétions par
traitement. Couche de sol vue de, (b1) dos cotéls®) face coté racines. (b3) schéma
du dispositif. (C1) et (C2) les différentes piécesstituant le dispositif, (1), cales ; (2)

plague de verre; (3) couche de sol; (4) papiaefif5) support pour la plante; (6) toile a
bluter.
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apres le transfert, et le sol est prélevé poutitretion de I'efflux de protons et du P
assimilable. L'efflux de protons est déduit patcobdes variations du pH du sol
induites par la culture des plantes. La quantitéektrétée dans un sol cultivé est une
fonction d’'une part du pouvoir tampop) (du sol, de la variation du pkAgH) avant et
apres la culture et de la masse (M) du sol, ettégouart du tempsAf) de culture. Elle
est donnée par la relation: O (B* ApH*M)/ At exprimé en umol plantej™, oup est
exprimé en pumol OH(g sol)*(unité pH)*; ApH (en unité de pH), M (en g}t (en
jours) (Helyar & Porter, 1989).
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Abstract

In order to examine genotypic variation of comnib@an in growth, phosphorus
uptake, nodulated-root proton release as a funafoR concentration in rhizospheric
soil, seven common-bean recombinant inbred linék)(RRom the cross of BAT477 x
DOR364 were inoculated witRhizobium tropiciCIAT 899, and grown in rhizotron
under glasshouse. Under P deficiency, the tolezantmon-bean RILs acidified more
their rhizosphere than the sensitive ones. Ovdtal P concentration was 1.5 to 2 fold
higher in nodules than in shoot. During assaysogénase activity declined a few
minutes after exposure of the nodulated roots &ydene. For the tolerant RIL 115, the
decline was larger in low-P than in control plaat&l the bump appears in P deficient..
In contrast in P sufficiency, for the sensitive RI47 the same results were observed
like in P deficiency of the RIL 115. It is concludi¢hat the genotypic variability in P
use efficiency for symbiotic nitrogen fixation isssmciated with a variation in
nodulated-root proton efflux and respiration in e¢oam bean rhizosphere, and that
these parameters should be measured for more sbniyagenotypes in order to test

whether they correlate with the adaptation gfddpendent legumes to low-P soils.

Keys words: Bioavailability, Genotypes, ARA; Nitrogen fixatioRhosphorus,
Rhisosphere, Symbiosis.
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1. Introduction
Nitrogen (N)-fixing plants have an inherently higher phosplso(®) demand

than NQfed plants, which attributed to the high energetist of symbiotic M fixation
(SNF) (Ribet & Drevon, 1995). This is particulatifue for common bean which is
generally considered to be more sensitive thanrddgames crops to most biotic and
abiotic contrainst, including P deficiency (Vadszal.,1996). Nodulation requires large
allocation of plant P resources, nodule P conctatrdbeing up to 3-fold higher than
that of the other organs (Jakobsen, 1985; Vaateal., 1999). A positive correlation
between nodule number and P availability has bdtan alocumented, P deficiency
leading to nodulation delay and impairement (Ara&jd eixeira, 2000; Kouagt al.,
2005). Nodule growth is more sensitive to P deficiethan plant growth (Drevon &
Hartwig, 1997).

Some plant species have developped enhanced phea@sacidification among
various morphological and physiological stratedgescquire sparingly soluble P from
soil (Tanget al., 2001; Hinsingeret al., 2003). It is generally accepted that plasma
membrane BATPase, as primary transporter, pumps protori$ ¢dt of celle, thereby
creating pH and electric potential differences asrthe plasma membrane. Schubert
and Yan (1997) have demonstrated that the plasmaderi-ATPase of root cells plays
an essential role during ammonium nutrition. Anré@ase of the kinetic parameter
Vmax after ammonium nutrition suggests that theacidp of H release may be
adjusted to the particular requirements of ammomuntnition. In the same way, leumes
relying on N2 fixation generally take up more catidhan anions and thus extrude into
the rhizosphere proportionally moré than OH- (Tanget al., 1997). This acidification
capacity is P-dependent. According to Sas et 803p, H efflux by P-deficient plants
(grown at 1 and 5 uM P) was, on average, 2- td@+fan organic-acid exsudation.

In previous work with common bean lines, Kowgsal. (2005) showed that
nodule number and biomass were significantly digtiad by low-P treatments. The
present study addresses the question whetherffiux is related to a different
adaptability of common bean lines to low P supplyus, the effect of P deficiency on
H* release was investigated in 7 contrasting cominesn lines for tolerance to P

deficiency.
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2. Materials and methods
2.1 Biological material, soil and culture conditson

The seven RILs dPhaseolus vulgarigvere selected among the progenies of the
crossing of two parental RILs, namely BAT477 and RBB4, from the International
Centre of Tropical Agriculture (CIAT, Cali, Colond)i Seeds were sterilized with 3%
calcium hypochlorite for 5 min and rinsed by 5 wagk with sterile distilled water.
They were then transferred for germination on agér, consisting of 100 ml Bergersen
solution containing 5 g mannitol and 7 g agar ihot distilled water with sterilization
at 120 °C for 20 min (Vincent, 1970).

The inoculation was performed by soaking 4 d-aéddings for 30 min in a
suspension of an inoculum Bhizobium tropiciCIAT899 containing 1dbacteria mi.
This rhizobia, kindly provided by the CIAT, is afeeence for the studies on common-
bean because of its high capacity to fix nitroged #&s ubiquity with the diversity
amongP. vulgaris (Vadezet al, 1996). The inoculum was prepared from rhizobia
culture preserved in tubes at 4 °C, on the follgm20 °C sterilized agar YEM (Yeast
Extract Mannitol) medium: 900 ml distilled wateQ@ ml of Bergensen concentrated
solution containing 1 g KCI; 0.1 g FegD.4 g CaCJ, 4.5 g NaHPO,12H,O and 1 g
MgSO, 7H,0, firstly in 100 ml of distilled water then adjesitto 1 |, and subsequently
added with 1 g Yeast extract, 10 g mannitol andyXgar (Vincent, 1970). Rhizobial
colonies were transferred from preservation tulmee L00 ml of liquid YEM with
stiring at 28 °C during 24 h.

For each P treatment, 20 inoculated plants wearesterred into 45 | vat, 0.2 m
large, 0.4 m long and 0.4 m high for hydroaeropgmés-culture during 28 d. Based on
work of Vadezet al (1996),P was supplied weekly in the form of KO, (75 or 250
umol plant week® for deficient or sufficient P supply) to the follavg nutrient
solution that was changed every week: G40350 mM); MgSQ-7H,O (1000 mM);
K>SO, (700 mM); Fe EDDHA (8.5 mM Fe as sequestrengB® (4 mM); MnSO4
H,O (6mM); ZnSQ-7H,0 (1 mM); CuSQ7H,0 (1 mM); NaMoO47H,O (0.1 mM).
The oxygenation of the culture solution was ensurgd permanent flow of 400 ihl
min™ of compressed air. The pH was adjusted daily\talae of 6.8 with KOH (0.1 M).
A supply of urea was provided with 2 mmol plarin the initial solution and 1 mmol
plant® at the first change of solution after two weekspider to optimize nodulation

(Hernandez & Drevon, 1991). The plants were thawgrin N-free nutrient solution.
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The whole experiment was carried out in a glasshausler temperature conditions of
28/20 °C during 16/8 h day/night cycle with an addial illumination of 400 mmol
photons rif s* and 70% relative humidity during the day.

2.2 Measurement of proton efflux in rhizotron

In order to evaluate the influence of the nodwataot on the pH of the soil, 5
plants representing the mean growth in containeesaoh P treatment were transferred
individually at 28 DAS into the rhizotron describprkeviously by Alkamaet al. (2009)
for cowpea. The soil was characterized by highoca¢ixchange capacity (CEC), neutral
pH and low content of available P, in spite ofragher large total P content (Alkaret
al., 2009). It was sampled at a depth of 5—-20 cm in etk (South of France), and
was sieved (<2 mm) after removing stones and plasidues. It is classified as a
fersiallitic soil, i.e. chromic cambisols according FAO-UNESCO (1989). A
polyamide mesh of 30 mm (Nytrel 0.2SPN, Fyltis-UBG Lyon, France) separated the
soil from roots without limiting the exchange of telaand chemical with the nodulated
roots (Hinsinger & Gilkes,1997). Each 24 g of a@kd in each rhizotron was incubated
for 4 d at 20 °C. The rhizotrons were fixed vetticento buckets, with a filter paper as
wick bathing in the previously described nutrieolusion.

The initial pH of the soil was measured in an agse suspension with a
soil/water ratio of 1/5 (v/v), after having calctdd the water content of each sample. At
harvest, a fraction of soil of each replicate wasglved then dried at 105 °C for 24 h to
estimate the water content of each soil sample.H'hefflux, expressed in mmol plaht
d*, was calculated as: GHBs*AH*Ma)t™* where, s is buffer capacity of the soil in
mmol OH ¢ soil unit pH,AH is difference between the final pH at harvest &rel
initial pH before the culture, Ma is mass of sa@kd in g, t is the duration of culture in d
(Helyar & Porter, 1989). The soil buffering capgcivas assessed by decreasing or
increasing soil pH by 1 unit after addition of dusimn of H,SO, or KOH. According to
the proton balance, the soil pH depends upon theuatrof H added or depleted from
soil solution and the intensity of the soil buffeat depends on the contents of clay and

organic matter (Conyeet al.,1995).
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2.3 Gas exchange measurement

In order to assess whether the above differenceSUSR link with nodule
nitrogenase activity the later was addressed wig¢haicetylene reduction assay for only
115 and 147, the two contrasted RILs for P defiyerThis measurement was done
only on the two RILs because of its complexity be thizobox.

Measurement of ARA were performed with injectingdgin rhizobox a flow —through
system. GH,4 content in the out. It is performed with injecti@gH- in rhizobox a flow
—through system. £, content in the out-flow was analysed with cataremeGas
samples were taken at different times every twoutei. For genotype investigation,

ARA was measured during 90 min at 48 day after sgwi

2.4 Analysis at harvest and statistical data pisiogs

The plants were harvested at the flowering staifje the first pod measuring 2
cm long. The shoot was separated from the rodteatotyledonary node, then weighed
after 48 h at 70 °C. Nodules were separated froenrtots, counted and weighed
separately. Soil samples were dried at 105 °C foh2Their pH was measured in an
aqueous suspension shaken at 1200 rotation$ foirB0 min with a soil/solution ration
of 1/5.

The available P of the soil was measured by therOisethod according to standard NF
ISO 11263 after extraction by soil agitation witsa@ution of 0.5 N sodium bicarbonate
with pH 8.5.

In order to determine the contribution of P supilyplant growth, the response

curves were established from biomass values wahstitware Excel Microsoft Office
XP.
For regressions shown in various figures, covagaacalysis was performed for the
calculation of the F value, with decision of sigraince for p<0.05. Differences between
means of all parameters for sufficient versus dkgfilcP treatments were determined by
two-way analysis of variance (ANOVA) and significenwas tested with the Fisher’s
LSD test, with p<0.05, P<0.01 as significant anghly significant, respectively.
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3. Results
3.1 Growth and nodulation

The P supply and RILs affected significarttig shoot, root and nodule biomass.
P deficiency decreased significantly the shoot lasissnby circa 40% for 83, 75 and 124
and by 24% for 147, whereas the decrease washHass26%, and not significant, for
115, 34 and 104 (Fig. 1a).

Under P sufficiency, the nodule biomass was sicanittly higher for 124 and
115 than for the other RILs (Fig. 1b). The nodutenass of 83 under P sufficiency was
6-fold larger than under P deficiency whereas is W&/, 2.8, 1.7, 1.5 fold for 104, 124,
34 and 115. By contrast root biomass was not sgamifly affected by P deficiency, no
by its interaction with RILs (Fig. 1c). The P slyppnd RILs affected significantlghe
nodule number, with decrease of more than 60% 4oar&l only 3% for 147 (Fig. 1d)
under P deficiency. P decreased significantly tithvidual nodule mass by more than
80% for 104 and 83, and 50% for 124 (Fig. 1le). Bytast, there was no difference in
individual nodule biomass between P sufficiency &ndeficiency for 75, 115, 34 and
147.

In order to assess the efficiency in use of theothial symbiosis (EURS), the
values of the shoot biomass were plotted as aifumatf those of nodule biomass in
figure 2 withthe slope of the regressions being an estimatheoEUURS. Significant
regressions were found for the RIL 124 with a digantly lower EURS under P
sufficiency than under P deficiency (Fig. 2). Altlyghh no significant regressions were

observed for other RILs whatever the P supply.
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Figure 2. Effect Of P nutrition on use efficiency of symbiothitrogen fixation
(EUSR) (the regression parameter of shoot as dionof nodule) of the genotypes
in rhizotron. Significant regression were found yorfor the RIL 124 with
significantly lower EUSR under P sufficiency thander P deficiency. Data are
means SD of 5 replicates harvested at 45 dayssafteing.

3.2 Proton efflux by nodulated-roots

RILs and the interaction between P supply and Ritfscted significantly the
pH of the rhizosphere whereas P supply had noteffewer P sufficiency, 34, 104, 75
and 115 induced the lowest pH, whereas under Ridefly, 75 and 104 induced the
lowest pH in contrast with 147 with a significantference of about 10% between RILs
(Fig 3a).

The data in figure 3a made it possible to calcubiteefflux plant* d* and H
efflux rDW™* d* from soil buffering capacity as described in mialsrand methods.
Under P sufficiency there was moré efflux plant’ d* for 34, 104, 75 and 115 than
for 124, 83 and 147 (Fig. 3b), and thé efflux rDW?* d* for 75, 104 and 34 was
significantly higher than for 115, 83, 124 and 18y more than 30%. Under P
sufficiency 83 was significantly lower than 104,714nd 115 by more than 40% (Fig
30).
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3.3 P concentration in shoot and nodules

P supply, RILs and the interaction between P supmpid RILs affected
significantly the P concentration in shoot and rlediat flowering stage. P deficiency
decreased significantly the shoot P concentratori47, 124 and 83, 104 and 115 (Fig.
4a). The values for 75 and 34 were significantiyhler than for 124, 83 and 147 by 37,
45 and 47%, respectively. With the other RILs tiffetence was less than 18%, and no
significant. P deficiency decreased significanthg thodule P concentration for 147,
124, 83, 104 34 and 115 (Fig. 4b). The highest evalias for 34 and 75 that was
significantly higher than for 124, 147 and 83 byamg 40%, and than 104 by 20%.

There was no significant difference with 115. Likehydroaeroponics (Alkamet al,
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submitted), 34, 75 and 115 show a high capacitgaiacentrate P in there shoot and

nodules.

P shooftat flowering stage
(mg P g plant DW)

P noduleat flowering stage
(mg P g plant DW)

75 115 34 104 83 124 147
Genotypes

Figure 4. Effect of P nutrition on a) shoot and b) nodulefiavering stage of 7
bean genotypes in rhizotron. Data are means SDreplicates harvested at 45
days after sowing. P sufficienl-1 versusP deficiencyld

3.4 Nodule and plant nitrogenase activity

ARA was assayed for the contrasting RILs 115 afid 4t flowering stage. For
the RIL 115, under P sufficiency the ARA for thesfireplicate was relatively steady
during all the time of the exposure teH; (Fig 5a). But, for the two other replicates we
observed a maximal activity of nitrogenase af@m#in exposure to £, (Fig. 5b,c).
However in the onset of the evolution of ARA of tteplicates 2 and 3 we observed at
the first 4 min of evolution a more intense activihan after. By contrast, under P
deficiency the ARA of the first replicate was mantéensive than from 5 to 10 min
(Fig.5d). It is!! followed from 9 to 12 min a newepod of intense activity than by a
weak activity until 30min where we observed a newemnse ARA . The low values
between 17 and 25 min corrresponded probably tasdegpk into the sampling syringe.
It might be the same for the replicates 2 and 3revleaks were observed (Fig. 5e, f).
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Figure 5. C,H, evolution on time in minutes of the genotype 1iler P sufficiencD
versusP deficiency@® . The numbers 1, 2 & 3 indicdtesreplicates

For the RIL 147 under P sufficiency, ARA kinetigsre close to those observed
for the RIL 115 under P deficiency. The ARA of tlirst replicate was more intensive
than from 6 to 12min (Fig. 6a). It is followed frob2 to 19 min by a new period of
intense activity then by a weak activity until 28nwhen was observed a new intense
activity of reduction of acetylene (Fig. 6a). Agdire less value observed at 15 and 18
min corrresponded probably to a gas leak . Forsgmond replicate we observed the
same evolution of ARA but the maesurement was st@gpe80min because of gas leak
(Fig. 6b). In the third replicate a lot of leaksr@ebserved. We can suppose that the
evolution of ARA will be as the two first replicatédbecause the evolution started as

them.
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4. Discussion

The aim of this research was to investigate thetiom between P nutrition and
proton efflux by nodulated-roots of seven genotypesommon bean in rhizotron in
order to address whether a P-efficient genotype naay more proton efflux than a P-
inefficient one. Differences in P-requirements kesw the RILs (Fig. 1, 2, 3) agrees
with previous descriptions of genotypic variatidos bean P-requirement in pots or in
field by Kolawoleet al. (2000), Krasilnikoffet al, (2003), Sangingat al. (2000) and
Alkama et al(2009). The greater tolerance of 115, 75 and 34peoed to others is
related to a greater phosphorus use efficiency Rkt is illustrated by greater growth
of nodules, shoot and roots with the same amouatailable P (Fig. 3,4). The greater
P requirement for nodules than shoot agrees wehptievious observation that the P
content is three-fold larger in nodules than inadBdor A. mangium(Ribet & Drevon,
1996) andG. max(Ribet & Drevon, 1995). The high requirement offd? nodules
might be related to high energy requirement of RB& process (Israel, 1987), i.e. the
equivalent of 30 ATP per Neduced (Salsagt al, 1984).
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The greater Hefflux for the P-efficient than for the P-ineffieit agrees with
previous conclusion of Targf al.(2001a) withP. vulgaris The greater Hefflux under
P sufficiency than deficiency is consistent witle thinding in genotypes o6. max
(Tanget al, 2007) but contrasts with previous observations sfimulation of the H
efflux by P deficiency under the same conditionghwil. sativa(Tanget al., 2001b)
and P. vulgaris (Alkama, 2004, unpublished). The acidificationtbé common bean
rhizosphere could be related to an excess of catisorption (Tang, 2001a; Hinsinger
et al.,2003). The rhizospheric acidification could comtite to the adaptation of legume
genotypes and species to P deficiency through fileete on P bioavailability. In the
soil of our study, the P that is fixed in the cealphosphatic complexes can be
solubilized according to the following equation foydoxyapatite which shows the
solubilizing effect of H (Hinsinger & Gilkes, 1997):
Cao(POy)s(OH), + 12H ——> 10€a + 6(HPO,) + 2(OH).

During ARA assays, nitrogenase activity declineféve minutes after exposure
of the nodulated roots to acetylene. For the tokeRIL 115, the decline was larger in
low-P than in control plants and the transient ARArease appears in P deficient. In
contrast in P sufficiency, the same results werenlked like in P deficiency of the RIL
115 confirmed the results obtained by Drevon & Wagtwith soybean and alfalfa
(1997). They hypothesized that exposure to AfCstimulates nitrogenase activity
because of a faster electron transfer toHly (Thorneley & Eady 1977) and an excess
of energy due to the absence of fixation. These stimulations of nitrogenase atyivi
would rapidly exhaust the pool of readily availabégluctant causing a decrease in
respiration followed by an increase in nodule €ncentration and a subsequent
decrease in nodule permeability.

The transient arrest of the decline in nitrogersdevity in the control might be
due to a transient mobilization of an additionalrse of reductant. The latter would be
less available under P deficiency since the am@st not observed in low-P plants. The
partial recovery of ARA evolution has previouslyebedescribed only iMyrica gale
exposed to €H, (Tjepkema & Schwintzer, 1992). The increases frogenase activity
may correspond to increases in nodule permeabdititough they are faster than the
increases in nodule permeability caused by thestearof intact nodule from ambiental
to limiting pO, (Weisz & Sinclair 1987; Drevort al, 1995). Alternatively, these
partial recoveries might be due to the establisliraka new balance between metabolic
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processes involved in NAD(P)H and ATP generatioliovang their disturbance by
exposure of nodulated-roots to Ar ofH; (Bergersen & Turner 1992; Streeter, 1995). It
may be relevant that these adjustments are slomderP deficiency.

Taken altogether, our observations support the losion that for the RILs the
the H efflux is greater in the rhizosphere of the mosfitient genotype, though it is
not stimulated by the later.. Another conclusiopmurted by our study is that a
relatively large GH2-ID occurs whenever an environmental factor, likeldficiency,
limits nodule development and growth more than ghewth of other plant organs,
therefore causing a saturation of the capacityhefsymbiosis to satisfy. Further work is
needed to adapt the rhizotron device to the ldageroot, in order to explore the
relationships between "Hefflux, nodule respiration and P solubilization gammon

bean rhizosphere with a larger collection of costirey genotypes.
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CHAPITRE 4

Nodulation et croissance des lignées recombiantesntrastantes du
haricot commun (Phaseolus vulgarisen multisites dans la région
de Tizi Ouzou

Dans le chapitre précédent, nous avons intégré praeniére approche en
conditions contrélées sous serre. Le comportementignées contrastantes a été utidié
en contact avec le sol rhizosphérique. Les résutitatenus rejoignent ceux obtenus en
hydroaeroponie ou il a été démontré que les ligséasibles secretaient moins d’efflux
de protons que les tolérantes.

Dans ce chapitre I'étude des RILs est élargiedsamtres sols en place. Cette
approche est basée sur des essais multi-locaupleem champ, pour explorer une
diversité des situations culturales du haricot camrdans la région de Tizi Ouzou une
des villes du nord d’Algérie. Une telle approchiengliqué une participation volontaire
des agriculteurs locaux. Les biomasses aériennesodtlaires des RILs ont été
mesurées au stade floraison et ont été comparégdnatlype traditionnellement utilisée
par les agriculteurs de cette zone de référence.

Les objectifs de ce chapitre sont les suivants:

1) Etablir le diagnostique nodulaire des lignéestiastantes sur différents sites de la
région de Tizi Ouzou. Cet objectif constitueradeis chapitre 4 (1)

2) Rechercher si la variabilité spatiale peut tisdwaes variations intra-spécifiques.

Cette variation est-elle liée a I'azote et/ou aduPsol ? Cet objectif constituera le sous
chapitre 4 (II).

Pour répondre a nos objectifs, les RILs étudiées serre ont été cultivées dans
15 différents sites de la région de Tizi Ouzou.duestionnaire d’enquéte a été établi au
préalable (Annexes). A travers cette enquéte, mouons comprendre quelles étaient
les pratiques culturales des agriculteurs recedaé@s notre zone d’étude (Annexes).
Notre enquéte a été réalisée sur plusieurs expirig situées dans la wilaya de Tizi-
Ouzou. Le choix de ces communes a été motivé papdrtance des superficies
réservées a la culture de haricot ainsi que leaws te productions par rapport aux
autres régions, selon les données de la DSA deOlizbu (2006).
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|. Nodulation diagnosis of contrasted Recombinantrhbred Lines of
common bean observed in multi-local field trial inMediterranean
conditions

Ce sous-chapitres répond au premier objectif dpitiead. Il traitera des essais
établis sur des lignées de haricot dans la régeiidi Ouzou. Le haricot est intégré
dans les différents assolements pratiqués pargesuéieurs de cette région. Celle-ci
figure parmi les premiéres wilayas les plus prodoces de cette légumineuse en
Algérie. En raison de sa richesse en eau le haggtotonduit en irrigué. En effet, elle
posséde des ressources en eau suffisantes pouseamculture, en été, grace a ses
nombreuses retenues collinaires.

L'ensemble des résultats obtenus fait I'objet darticle intitulé: «Nodulation
diagnosis of contrasted Recombinant Imbred Linesoaimon bean observed in multi-
local field trial in Mediterranean conditions , Fuzou, Algeria» qui a été soumis en

2010 a la revue crop field.

Photo d’'une parcelle de haricot chez I'un des agjgars de Tizi Ouzou.

Chapitre 4 93



I. Nodulation diagnosis of contrasted recombinantmbred lines of
common bean observed in multi-local field trial inMediterranean
conditions.
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Abstract

In order to integrate farmers practices, a multalatest was proposed to producers in
15 sites of Tizi-Ouzou area of Algeria, without nfation of their cultivation
methods. The genotype “El Djadida” (symbolised QhytEaditionally used by farmers ,
and seven potentially interesting recombinant iddnees selected among the crossing
of BAT 477 and DOR 364 carried out within the framoek of a co-operation CIAT-
INRA, namely RIL “124, 115, 104, 147, 83, 75 and Were compared. Sampling for
nodule and plant biomass was performed at the stbfj@wering, by excavating 20 cm
in depth and around the root-system of 10 plantsbpeck. Shoot, nodule and roots
were separated and oven dried for weight. Fourt@lsisvere determined with total-N
and total-P as the most determinant factors ofsttikclustering. The shoot biomass
with contribution of nitrogen fixation was nearlyhet same as with N nutrition
exclusively. Two main groups of RILs could be idBeatl as tolerant versus sensitive to
low fertility. Dj seems to be different of thoseogps and it was the most nodulated
genotype under low fertility conditions. Further nk® are needed to explore interaction
of more parameters of soil on nodulation and tlevgjn of common bean, including in
each site individually.

Key words: Nitrogen fixation, phosphorus deficiency, rhizolsgmbiosis, soil fertility,

genotypes, clustering, dendrogram.
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1. Introduction

Common bean was first domesticated more than §@@@s ago in South and
Central America and it is cultivated on all contitee Being a legume, common bean is
an important source of protein for the human diehimerous developing countries.
However, vyields are particularly low (0.5-0.7 t'hawhen compared with those
achieved in developed countries (2.5-3.5 H)h&FAO.STAT, 2010). Indeed bean is
often cultivated in marginal zones, where more tB@fo of the soils are deficient in
phosphorus. Like for most other legumes, phosphisras important limiting factor for
bean, and P-deficiency in soil constitutes thet fo@nstraint for its production in the
tropical and subtropical areas (Lynch and Beeb®5)9but also in Mediterranean
regions where phosphorus is linked to lime in §biabelsi, 2001).

Algeria is one of the southern countries whereppe@ppreciates dry seeds,
especially bean. So the country spend 50 000 timaigsaf dollars to import 62 000 tons
of bean (FAO.STAT, 2010) to cover the market dembedause area allowed to this
culture is limited (1300 ha), compared to India fingt country with 10 millions ha in
2008, and the vyield is low with 0.6 t h§FAO.STAT, 2010). Fresh bean is more
cultivated than dry bean, primarily on the coasiadl sub-coastal areas where climatic
conditions are the best for its culture. Bean isegally integrated in various rotations
though its area assigned is generally lower than &§ainst 50% for solanaceous and
30% for fodder (DSA, 2007).

Thanks to its symbiosis with rhizobia, common bean grow on poor soils
without addition of costly and potentially pollutamtrogen fertilizers. Indeed these soill
bacteria induce the formation of nodules on rootand sometimes on stems — of
legumes, in which they transform atmospheric nigrog\) into ammonium (NH)
that is used by plant to synthesize proteins. Maotrilimitation might be a major
constraint on legume MNixation and yield. In contrary, high rate of Nrfizer used in
intensive agriculture can inhibit the formation mbdules and the MNixing process
(Streeter, 1988). This fact is attributed to inditncharacteristics of the host plant, as
well as the great sensitivity to other nodulationding factors, such as the nutrient
deficiency, high temperatures and soil dryness {ibesgt al., 2006). Moreover, the P
requirement of legumes is increased when the legismdependent on Nfixation
(Leidi, 2000; Gentili & Huss-Danell, 2003)t.Thus symbiotic nitrogen fixation is an
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energetically expensive process which requires ruamaanic P than mineral nitrogen
assimilation (Vadez & Devon, 2001)

Vadezet al. (1999) demonstrated the existence of a genetiati@n for the
phosphorus use efficiency (PUE) for bean. The astisoggested that the genotypes
having a high yield in limited P conditions would most efficient for PUE. Within the
co-operation of CIAT (International Centre of Trogi Agronomic) and INRA
(Agronomic National Research Institute) of Montpell these authors obtained
Recombinant Inbred Lines (RILs) from the crossimgween BAT 477 and DOR 364,
which were contrasting for their symbiotic nitrogxation (FSN) and their PUE. The
parents of the RILs were found to be adapted tdvtediterranean conditions (Trabelsi,
2001).

In a previous work in glass house, Alkama et albisitted) have tested seven
RILs in hydroaeroponics both under P sufficiencyd d deficiency. Seeds were
sterilized with 3% calcium hypochlorite for 5 mindarinsed with sterile distilled water.
After germination, they were inoculated Byrizobium tropiciCIAT899 containing 19
bacteria mf. This strain is a reference for the studies onroombean because of its
high capacity to fix nitrogen and its ubiquity withe diversity amond®. vulgaris
(Vadezet al, 1996). For each P treatment, the inoculated plamre transferred into
serum bottles for hydroaeroponic cultuRhosphorus was supplied weekly in the form
of KH,PO, (75 or 250 pmol plartweek® for deficient or sufficient P supply) to the
nutrient solution that was changed every weekupp$y of urea was provided with 2
mmol plant® in the initial solution and 1 mmol plah@&t the first change of solution
after two weeks, in order to optimize nodulatioheTplants were then grown in N-free
nutrient solution. The whole experiment was carred in a glasshouse. The plants
were harvested at the flowering stage with the ficel measuring 2 cm long. The shoot
was separated from the root at the cotyledonarg nibetn weighed after 48 h at 70 °C.
Nodules were separated from the roots, countedhvenghed separately. According to P
status, and based on shoot biomass, two main gobup contrasting lines were
obtained: the group of the sensitive RILs with 83,7 and 124, with significant
decreasing of biomass under P deficiency by moaa 86%; and the group of the
tolerant RILs with not significant decreasing obtmass under P deficiency with less
than 25% for 115, 75, and 34.

This work aims to test these contrasting genotypdelds. Our approach was

consequently based on a multi-local field trialetqplore a large diversity of soils and
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culture conditions of common bean. Such approaghli@m a close association with
organized local farmers, and the ability to tak® iaccount the large variability of
agricultural situations. The nodulation rate andaglbiomass of RILs were measured at
the flowering stage and compared with the cultivaditionally used by the farmers as a

reference.

2. Materials and methods
2.1 Experimental sites

The experimental sites were located in Tizi-Ougairict, Algeria, at 100 km
east of Algiers. This area was selected for itsartgnce in bean production. The
rainfall is nearly 1000 mm per year. The area,bafua 3000 km2, counts about twenty
water reservoirs used for irrigation with full cajig reaching six millions rhper year.
The Mediterranean climate of Tizi-Ouzou is charazésl by a cold winter with
important rainfalls, and a very hot, long and daynsner which extends from mid-May
until mid-September. Climate of this region favoute bean development with
irrigation.

Fifteen sites were selected, representing the megoo-ecological conditions
where beans are produced. A recognition survey firgs conducted with key
informants among the farmers who were invited by Barticipatory Rural Appraisal
(PRA) to cultivate common bean on more than 1 hdaofl which was sprinkly
irrigated. They were mainly elderly farmers withdei experience in bean growing,
village elders as well as the frontline extensitaffsA checklist was used as a guide
throughout the interview process. The interview ered perceptions on adoption of
bean varieties, bean yield losses due to inseds,péxcal knowledge of pests and

cultural practices as a management option.

Soil of the 15 experimental sites were characteriby a standard sampling
using a drill with a 30 cm depth, before the sowifighe bean culture. It correspond to

the soil depth that is likely to be exploited by tloots of common bean.

2.2 Plant material

Seven Recombinant Inbred Lines (RILs), respedtinelted 124, 115, 104, 147,
83, 75 and 7, were tested. The seven RILs restribet crossing between BAT 477 and
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DOR 364, carried out by Ribet (1996) within thenfiavork of a co-operation CIAT-
INRA. DOR 364 is a variety having a good adaptatiorLatin America and to the
Caribbean: that results mainly from its tolerarweitus BGMV. BAT 477 was selected
in Mexico for its tolerance to the drought, and laakigh symbiotic nitrogen fixation
(SNF) and a high PUE and FSN in hydro-aeroponitucellike in agronomic tests in
tropical zone in Cub@Hernandez et al., 1993). Preceding experiments warried out
to test the effect oRhizobium tropiciCIAT 899 among 50 lines of this crossing
selected within the framework of the project ofaqmeration INRA (France) - IS (Cuba)
which made it possible to choose the contrastimgslithat were used in this experiment.
As a reference for the farmer, RILs were compargl V&l Djadida” (noted Dj), which
is a cultivar traditionally used by the farmerghis area.

The culture tests were carried out in a random, \itag plots were divided into
lines, each line carrying a genotype. The followaighe cultures was throughout the
vegetative cycle. At the stage of full floweringe.i 45-46 days after emergence, 10
plants for each genotype were harvested by excayatithin 20 cm deep around the
roots. Shoots, nodules and roots of the harvedttdspwere separated, oven dried and

weight.

2.3 Statistical analysis

The statistical analysis were done using the softwpackage STATISTICA 8
for Windows (StatSoft Inc. Statistica, 2007). Thenpipal component analysis (PCA)
and cluster analysis were used to explore the tsieicof data set (Jolliffe, 2002;
Mencio and Mas-Pla, 2008). The normality of datstrdbution was checked, and the
data were transformed by a square-root procedunedéssary. The variance analysis
were carried with a p-level of 0.05. The comparssohmeans were made according to
the test of NEWMAN and KEULS with a p-level of 0.05

3. Results
3.1 Typology of experimental sites

Figure 1 shows the result of principal componeaslysis (PCA) on soil

properties of the 15 experimental sites. The twanncamponents of PCA explained
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53% of the total variance, with 33% for componentarid 20% for component 2.

Content in total phosphorus (total-P) had high affsn component 1, whereas content
in organic matter (OM) and total nitrogen (total-hNd high effect on component 2.
Moreover, this analysis showed that granulometrscéll properties (clay, silt and sand

contents) were independent from chemical soil priogse
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Figure 1. Projection of the correlation matrix of granulonel(O and chemical soil

propertie@ of experimental sites according bb#h most significant component of the
principal components analysis. A principal compdnanalysis of the soil properties
showed that cemical properties structured the datta The two main components
explained 53% of the total variance, with 33% fomponentl and 20% for component 2.
Content in total phosphorus (total-P) had high @ffen component 1, since organic
matter content (OM) and total nitrogen (total-Nyhagh effect on component 2.

Cluster analysis in Figure 2 confirmed this analys/ the dendrogram of saill
properties of experimental sites. Similar dendrogravere obtained by including or not
the granulometrical soil properties. Cluster analydlowed to discriminate four soil
clusters, gathering between 2 to 5 sites per alu$tble 1 shows the mean values for
granulometrical and chemical soil properties farhesoil clusters. Granulometrical soil
properties were not significantly different betweetusters. Chemical properties
significantly differed between soil clusters for@a; content (but not soil pH), total-P
(but not Olsen-P) and total-N contents in soil (bat organic matter contents). Cag£O

content varied between 62 and 184 ¢ kgpwever, it must be noted that all soils were
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calcareous and that their pH was not significauwlifferent. Total-N content varied
between 1.1 and 2.3 g kghowever, only the soil cluster A (with 2.3 g ®gwas
significantly different from cluster C and D (with2 and 1.1 g K§ respective). In
contrast, total-P content varied from 99 to 506 kug: all the soil clusters were
significantly different, the highest being the soif cluster C with 506 mg Kg
However, the mean bio-available Olsen-P did noy batween soil clusters.
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Figure 2. Dendrogram of chemical properties of soils of expental
sites. Cluster analysis allowed to discriminate {abagregation distance
of 95) or four (at the agregation distance of 70i slusters. The same
dendrogram was obtained by including or not thengi@metrical soil
properties

3.2 Nodule and plant biomass

Table 1 shows also the nodulation and biomassoofinon bean. Nodule
number and biomass were significantly differentwsstn each soil cluster: nodule
number varied between 1 to 48 per plant, and nobliglmass between 1 to 54 mg per
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plant. The specific nodule biomass, which was adodanmg per nodule, was not
significantly different between clusters. Shootrbass was also significantly different
between soil clusters, the highest being in A elusthere soil total-N was the highest,

and the lowest being in C cluster where soil t®talas the highest.

Table 1. Granulometrical and chemical soil properties, alahipbiomass production on
four soil clusters. Different letters indicatedrsigcant differences at p < 0.05.

A B C D
Clay, g kg ! 370 + 40 250 + 140 350+ 130 240 + 60
Silt, g kg * 270+ 120 440 + 140 420 +130 260 + 40
Sand, g kg * 330+ 160 280 +170 220 + 150 480 + 90
pH 75+0.3 7403 7.7+0.3 7210.2
CaCo, content, g kg * 179+56 a 149 + 34 ab 184 + 66a 62 +11b
Organic matter, g kg * 113 101 1212 1212
Total-N, g kg ! 23+09a 1.5+0.7ab 12+04b 11+02b
Total-P, mg kg * 213 £ 20c 334+17b 506 £40a 99+8d
Olsen-P, mg kg * 34+21 45+ 37 30+16 3245
Nodule number 1.2+0.4d 12+4c 3316h 48+23a
Nodule biomass, g plant * 1.2+05d 10£2¢ 30+4b 54+3la
Root biomass, g plant * 2.7+0.6 23+0.3 24+0.3 23104
Shoot hiomass, g plant * 26+3a 20+4 be 18+2c 234D
Nodule/Shoot hiomass, g g * 0.07+0.02 d 0.47 £0.08¢c 0.66 + 0.09b 1.11+0.19a

Figure 3 specifies the relationships between &gt soil properties and bean
biomass. Figure 3a and 3c shows that total-P comtaa quite different between each
soil clusters, but this soil parameter was nottegldo neither nodule biomass nor shoot
biomass of common bean. Contrastingly, Figure 3jgssits that total-N content in soil
determined the nodule biomass of common bean ih gait clusters, the highest total-
N being associated with the lowest nodule biomakslule biomass was null when
total-N content reached 2.3 gkgf soil. Figure 3d shows that, shoot biomass \mas t
highest when total-N in soil was the highest withany nodule or the lowest when
nodule biomass was the highest. Figure 4 illustrétés relation between nodule and
shoot biomass of common bean in the four soil ehsstsuggesting that root nodulation
can compensate N-deficiency in soil if root nodolatwere more than about 30 mg of
nodule per plant, i.e. about more than 30 nodudeplant.
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3.3 Genotype differences

Figure 5 shows the nodule number and biomass, andtshoot biomass and
nodule/shoot biomass ratio of the studied genotygé® most variable biological
parameters were root and shoot biomass of comman, bexcept in soil cluster D
where nodule number and biomass varied consideeabbng genotypes. Soil cluster D
corresponded to the lowest total-N content in gbils allowing the highest nodulation
of bean roots. So, the difference in nodulatiormeen genotypes expressed mostly
under the most constraining conditions, i.e. whemtent of total-N and total-P contents
in soils were the lowest.

Figure 6 shows the dendrogram of the differenbgges. It evidences that local
variety El Djadida (Dj) was quite different frometiRILs genotypes. Among the RILs,
two main groups could be distinguished, the 7-137g8oup, and the 124-104-115
group, whereas 75 and Dj formed two single groapparately.

Figure 7 shows the relation between shoot and ledaiomass for the different
genotypes. The 7-147-83 group was characterizea Wwgak nodulation in all the soil
clusters, which consequently did not compensatdtdeficiency in soil. The 124-104-
115 group was characterized by a higher nodulatioroil cluster D where total-N
content in soils was low, allowing the genotypesdampensate partially the low total-N
content in soil by the nitrogen fixation. The Rllerptype 75 appeared intermediary
between the two groups. Finally, the local varietyDjadida (Dj) presented the ability
to produce the greatest nodulation in soil cluBteup to 100mg of nodules per plant.
This high level of nodulation made it possible tompletely compensate the N-

deficiency in soil by producing a similar shootmiass as in N-sufficient soil.
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4. Discussion
4.1 Multi-local approach to explore a large vatidpof soil properties

Multi-local approach has the advantage to makgofisible to explore a large
variability of soil and culture conditions. Howeyahe north of Algeria is widely
calcareous (Dijilliet al.,1999) and our trial was reduced to the Tizi-Ouzairidt. In
spite a certain diversity of soils in this area @vtaik, 1984; Yakoub, 1996), our result
show that the studied soils of our multi-local agmh on 15 different sites did not
present a large variability of their propertieseTiexture of soils were silty, silty-clay,
clay-silty or clayey. All the soils were calcareptise CaC@ contents being comprised
between 60 and 180 g Kgas the values reported by Djidlt al. (1999), and the soil pH
was 7.5 in average. Finally, granulometrical angispdo-chemical properties were few

different and not discriminant between the soilsitfs cultivated with common bean.

Statistical analysis showed that the differencesvben soils resulted mainly
from fertility status of soil, i.e. their N and Brdents. Hierarchical analysis allowed to
distinguish 4 groups of soils, of which the cherhipsoperties were significantly
different. Soil cluster A had a high total-N cornteand quite a low total-P content,
corresponding likely to well fertilized fields withigh N residues. In contrast, soil
cluster D had a low total-N content and a low Ptenhcorresponded likely to farming
with low fertilizer inputs. Soil cluster B and D dhantermediate position with rather
high P-contents and low-N-contents. Thus, thedadsification proposed by clustering
analysis may illustrate mainly the farmer practidasally, the multi-local approach on
a reduced area as the Tizi-Ouzou district has igigtdd the fertilizer status of soils

rather than their physico-chemical properties.

4.2 Response of common bean to soil fertility

Our results showed that nodulation rate and shamnhass of common bean
were significantly different between each soil tdusNodulation rate was the lowest in
soil cluster A where total-N was the highest, dmel iighest in soil cluster D where the
total-N was the lowest (see Figure 3b). It is vikelbwn that, both in actinorhizal plants
and legumes, nitrogen decreases nodulation (Helstd Huss-Danell, 2001; Gentili &
Huss-Danell, 2002, 2003; Gentiit al., 2006). In common bean, poor response to

rhizobia inoculants was associated with high lewél residual nitrate in soils
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(Rodriguez-Navarro, 1996). Moreover, high conceammof N in soil inhibits the
formation of nodules and the Nixing process (Streeter, 1988). So, bean is Ugual
considered to fix Mpoorly, being more sensitive than other legumehé¢opresence of
nitrate (Temprano-Verat al.,1997).

Our results showed also that nodulation rate otsa@an be high enough to
compensate N-deficiency in soil, and makes it fidedio produce quite as much plant
biomass as with high N concentration in soil (segufe 3d). This would need a
nodulation rate of more than about 30 mg of noggle plant, i.e. more than about 30
nodules per plant. So, the shoot biomass produetimmd present a minimum versus
nodulation rate: the biomass production would hestbontrolled in the same time by
soil mineral-N taken up by roots, and by-fikation by nodules (see Figure 4). The first
process would be limited by the availability of mial-N in soil, and thus by residual-N
concentration in soil; the second by nodule biomasslf limited by mineral-N in soil.
Mineral-N concentration in soil would have two aydaistic effects on common bean
growth. Voisinet al. (2002) have investigated in the field the effectsofi mineral N
availability on nitrogen nutrition and biomass oeap using 5 levels of mineral N
application at sowing ranging from 0 to 400 kg N‘ha

These authors found that even when soil mineradhilability strongly
inhibited symbiotic nitrogen fixation, nitrogen e$s was never observed in the field.
Despite the fact that Negt al. (1997) stressed that any diagnosis using thecatiti
nitrogen concentration was only valuable until bieginning of seed filling. These data
support the hypothesis of Lemaist al. (1997), based on observations of lucerne
(Lemaire et al., 1992), which stated that relationships betweerogén and growth
would be unchanged by the nitrogen nutrition regimmeleed, regulatory mechanism
would be under the control of C and N fluxes ingamh, through signalling molecules,
for both symbiotic M fixation (Neo & Layzell, 1997; Soussana & Hartwi§96) and
root absorption (Muller & Touraine, 1992).

4.3 Variation among common bean RILs

Our results make it possible to distinguish twanmgroups between the RILs
according to soil clusters: the group of 7-83-1aTd the group of 104-115-124. Among
them, four RILs (104, 115, 124 or 147) were congdeas references and multiplied

and tested in different areas in Lauragais, Frabhetyeen 2003 and 2006 (Drevenh
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al., personnal data)n this trial, the RILs 115 and 147 were very casting in a brown
soil, whereas no difference was observed in a goglyin the same reference area. Our
results obtained in field conditions in multi-locapproach are also similar to those
obtained previously in controlled conditions, indny-aeroponic and in rhizotron in
glasshouse, under P-deficiency (Alkaretal., 2010 submitted): RILs 83 and 147
appeared very sensitive to P-deficiency, althoulils R04 and 115 appeared tolerant to
P-deficiency and had a high PUE. Moreover, bothsR1I04 and 115 showed very
similar behaviour as the local genotype El Djadmtaich is surnamed “4x4 bean” by
farmers of Algeria for its ability to grow in anyis conditions, with the noticeable
ability to have a high nodulation rate in very doaming conditions, and then to
compensate the N-deficiency in soil by producinguilsir shoot biomass as in N-
sufficient soil. The two contrasting lines 115 aidi7, which have been extensively

studied recently in our group, can be indicatorthefstatus of P of the soils.

4.4 Limitation of multi-local approach

Do our results make it possible to conclude ahbateffects of P, N and their
interaction on shoot and nodule biomass ? LeidiRodriguez-Navarro. (2000) showed
that the interaction of N and P had an effect odutation of common bean. These
authors suggested that nodulation was improved bypply at a low concentration of
N in solution, whereas the effect of P at high Nhantration was neglectible. This
effect suggests that nodule formation and growtheviienited by P, whereas shoot and
root growth were little affected. As at low nitratencentration, increasing amounts of P
promoted both nodule formation and, Nixation. However, at high nitrate
concentration, nodulation did not improve with deged P supply. To some extent
stimulation of nodulation by P can counteract thieibition by N (Wallet al., 2000;
Gentili & Huss-Danell, 2002). In MNfixing legumes and actinorhizal plants, phosphorus
is often the most limiting nutrient for growth (Mas 2001; Gentiliet al., 2006).
Nutrient limitation may be a major constraint oguene N fixation and yield (O’Hara
et al.,1988).
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5. Conclusion

In conclusion, the classification of our experinarsites is mainly based on
total-P concentration in soil, which was signifidgrdifferent for each cluster, rather
than total-N concentration in soil, which was sfgaintly different only for soil cluster
A. That suggests that, in our data set, total-N #mdl-P concentrations in soil are
linked, likely by farmer practices such as ferétisn or position of bean in the rotation.
In this study, there was no obvious relation betw@dosphorus and biomass or
nodulation rate of bean. Moreoever, Olsen-P comagah in soil was not significantly
different between soil clusters. Among the four shiisters, common bean grown in
soil of cluster A was totally dependent on miné¥aln contrast common bean grown in
soil of cluster B depended on nitrogen fixationfnmgdules. But, common bean grown in
soil of clusters C and D depended both on noduiatiod N-mineral which inhibits
partially nodulation and which is compensated byliPa next analysis, it will be
interesting to reconsider the raw data of theseswibclusters C and D for looking for a
possible effect of Olsen-P concentration on nodutatind growth of the different
lines. On genotypical point of view, this multi-kdcfield trial confirmed the result
previously obtained in controlled conditions, thatRILs 83 and 147 are sensitive,
although RILs 104 and 115 are tolerant, to P-dexficy.
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CHAPITRE 4

[l. Are the nodulated Recombinant Imbred Lines of @mmon bean
(Phaseolus vulgarid..) links with soil Olsen-P in multi-local field test in
Mediterranean conditions?

Dans la partie précédente, nous avons établiiagndstique nodulaire sous
différentes situations culturales de haricot comrauinzi Ouzou, une des villes du nord
d’Algérie. Les résultats obtenus sont multiplesgiatre clusters ont été déterminés
selon N-total et P-total. Ces derniers sont lesefas les plus déterminants de cette
hiérarchisation ii) la biomasse aérienne sousifixat’azote atmosphérique était proche
de celle obtenue sous nutrition exclusive de l'azoinéral iii) deux groupes de RILs se
distinguent, les tolérantegersusles sensibles a la faible fertilité des sols eiiiiPD]
(génotype local) se distingue des groupes précgéddliest celle qui présente la
meilleure nodulation quand les sols sont peu &xtiCe qui justifierait le surnom donné
par les agriculteurs a la lignée locale «4x4» tk E$t capable de croitre dans différents
sols, notamment les contraignants avec une graaqhcité a noduler, par conséquent, a
compenser la déficience en N en produisant une dgemaérienne proche de celle des
sols a N suffisant.

Dans cette étude I'analyse est portée sur legechuislont P-Olsen n’était pas
significativement différent. Nous nous sommes g8es aux clusters nodulants ou les
différents sites de ces clusters ont été examinédeevoir s'il y'aurait un effet
significatif de P-Olsen sur la nodulation. Ceci dsinc I'objet de notre travail. I
représente une analyse plus détaillée de donnétssha partie précédente.

L’ensemble des résultats obtenus fait I'objet dsesond article de ce chapitre 4.
Il est intitulé: «Are the nodulated Recombinant tet Lines of common bean
(Phaseolus vulgarig.) links with soil Olsen-P in multi-local field $&in Mediterranean

conditions?» qui a été soumis en 2010 a la revRlart & Soil »
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Abstract

In order to assess the relation between symbtiogen fixation and soll
phosphorus, a multi-local test was proposed toywrers of Tizi Ouzou area in Algeria,
without modification of their cultivation practise$he nodulation and growth of the
cultivar “El Djadida” (symbolised by Dj) traditiofig used by farmers, was compared
with seven potentially interesting recombinant atbfines selected among the crossing
of BAT 477 and DOR 364, namely RIL 124, 115, 1047183, 75 and 7. The sampling
was performed at the flowering stage, by excava#igcm in depth and around the
root-system of 10 plants per genotype and perSheot and nodule were separated and
oven dried for weight. The major finding in this tkas that nodule biomasss were
positively correlated with Olsen-FAlthough, the curvilinear regressions of nodule
biomass and shoot biomass as a function of OlssmgBest the existence of 2 ranges of
Olsen-P among studied sites that are separateditipalcP values. Dj was the most
nodulated genotype. The P use efficiency for nacravas higher for Dj than for the
RILs, and the critical P for nodulation and growthDj was reached before that of the
RILs. It is concluded that the low nodulation o€tRILs was partly compensated by
increasing the efficiency in use of the rhizobigindiosis. Further work is needed to
study the interactions between soil P on the RIllismhass parameters in local

agronomic trials.

Key words: Genotype, MNfixation, clustering, agronomic trials, Olsen-Pil dertility,
rhizobial symbiosis.
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1. Introduction

Among legumes, common beaRh@seolus vulgarit..) is the most cultivated
and appreciated in the world. Indeed, the beantitotes a staple food for 500 million
humans for its high content in proteins which cahstitute the animal proteins which
are often inaccessible for many people (Andreidal.,2003; Shimelis & Rakshit, 2005;
Shimelis et al., 2006; Pujola et al., 2007). Originating from Central and Southern
America, common bean is cultivated in all contigentn 2006, the worldwide
production of beans, according to the statisticblipned by FAO, represented 28.6
million tons, distributing into 68% of dry bean®% of fresh beans, and 9% of french
beans. Between 1961 and 2006, the total produafoheans doubled, progressing
rather regularly at the rate of 1.5% per year (FATAT, 2009).

Unfortunately, common bean is often cultivatednarginal lands, where more
than 50% of the soils are deficient in phosphofimis, P-deficiency in soil constitutes
the first constraint for the production of bean rick & Beebe, 1995) in particular for
the tropical and subtropical areas. Like for afjumes, phosphorus is a major limiting
factor for common bean, although Pereira & Blis88@) show a large diversity in its
adaptation to low P availability. In addition, Vad& Drevon (2001) demonstrated the
existence of a genetic variation for the phosphange efficiency (PUE) for N
dependent growth of common bean. These authorsteéleecombinant inbred lines
(RILs) from the crossing between BAT 477 and DOR,36at were contrasting in their
PUE for their symbiotic nitrogen fixation and weaelapted to the Mediterranean
conditions (Trabelsi, 2001).

In a previous paper (Alkanet al., submitted), we have tested in the field seven
RILs (noted 7, 34, 75, 83, 115, 124, 147) issuethfthe crossing between BAT 477
and DOR 364. Our approach was based on a multi-fadd trial to explore a large
diversity of soils and culture conditions of commnimean. Soil properties were measured
previously, and the nodulation rate and shoot bgsmaf RILs were measured at the
flowering stage. The RILs were compared with aicait traditionally used by the
farmers as a reference, named El Djadida. A hibreat analysis of the soil properties
showed that four soil clusters could be distingegshccording to their total-N and total-
P soil concentrations, suggesting a link with farmeactices such as fertilisation or
position of bean in the rotation. The analysis lodat biomass or nodulation rate of

common bean showed that, when total-N concentraticoil was high, root nodulation
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was inhibited and common bean grown was totallyeddpnt on mineral-N, although

when the total-N concentration was low, nodulatrate was high and common bean
grown depended mainly on nitrogen fixation by nedulMoreover, a hierarchical

analysis of shoot and nodule biomasses of diffeliapt tested showed that the lines
were ordered according to their tolerance to Petlicy evaluated in hydroponics. This
last result was surprising because available phasigshconcentration in soil, measured
by Olsen-P, was not significantly different betweha different soil clusters given by

hierarchical analysis. So it will be interestingrezonsider the raw data of this multi-
local trial for looking at a possible effect of ®sP concentration on nodulation and
growth of the different lines.

The objective of this work was consequently toufboon the relationship
between Olsen-P and RILs cultivated in farm coodgi in a Mediterranean agro-
ecosystem. Our approach was based on a new anafydata collected in the multi-
local trial, investigated again in light of preveuesults presented by Alkaned al
(submitted).

2. Material and methods
2.1 Experimental site

The experimental sites were located in Tizi-Ougairict, Algeria, at 100 km
east of Algiers. This area was selected for itsartgnce in bean production. The
rainfall is nearly 1000 mm per year. The area,bafua 3000 km2, counts about twenty
water reservoirs used for irrigation with full cajig reaching six millions rhper year.
The Mediterranean climate of Tizi-Ouzou is charazésl by a cold winter with
important rainfalls, and a very hot and dry sumfn@m mid-May until mid-September.
The climate of this region favours the bean develept with irrigation.

Fifteen sites were initially selected, represemtime diversity of agro-ecological
conditions where beans are produced. A recogn#iovey was first conducted with
key informants among the farmers who were invited the Participatory Rural
Appraisal to cultivate more than 1 ha of land wittmmon bean. They were mainly
village elders as well as the frontline extensitaifs with wide experience in bean
growing. A check list was used as a guide throughtbe interview process. The
interview covered perceptions on adoption of beaneties, bean yield losses due to

insect pests, local knowledge of pests and cultorattices as a management option.
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Soil of the 15 sites were characterized by a stahdampling using a drill at a 30 cm
depth, before sowing the bean culture. This comedpgo the soil depth that is likely to

be exploited by the roots of common bean.

2.2 Plant material

Seven Recombinant Inbred Lines (RILs), respedtinelted 124, 115, 104, 147,
83, 75 and 7, were tested. They result from crgsbgtween BAT 477 and DOR 364
carried out by Ribet (1996) within the frameworkaoto-operation CIAT-INRA. DOR
364 is well adopted in Latin America and Caribbdanits tolerance to the BGMV
virus. BAT 477 was selected in Mexico for its ta@lece to drought. It show high
symbiotic nitrogen fixation and phosphorus usecedficy in hydro-aeroponic culture
and agronomic trials in tropical zone in Cufidernandezet al., 1993). Preceding
experiments were carried out to test the effe®tzobium tropiciCIAT 899 among 50
lines of this crossing selected within the framekwvofr the project of co-operation INRA
(France) - IS (Cuba) which made it possible to cleothe contrasting lines that were
used in this experiment. “El Djadida” (abbreviaf®gl was used as a local reference for
comparison with the RILs since this cultivar isditeonally used by the farmers in this
area.

The culture tests were carried out randomly irestes divided into lines, each
line carrying a genotype among the Dj canopy. &tdtage of full flowering, i.e. 45-46
days after emergence, 10 plants for each genotygre excavated within 20 cm deep
and around the root. Shoots, nodules and rooteeoharvested plants were separated,

oven dried and weighted.

2.3 Statistical analysis

As reported above, we have previously showed (#Akkat al, submitted) that a
hierarchical analysis of the soil properties madpassible to distinguished four soll
clusters according to their total-N and total-H soncentration. In this study, we have
left out the soils where total-N concentration wil svas high enough to inhibit the
nodulation of roots. So we have focused our stutgail clusters (clusters C and D in
Alkama et al, submitted) with the lowest total-N concentratioasd with the highest
nodulation rate of common bean. These soil clustersesponded to 8 experimental
sites. The soil properties and plant biomass pricaluof 8 experimental sites kept, and
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of 7 sites left out in this study, are presentedTable 1: soil properties were not
different between the two set of sites, except#dtaoncentration which was lower in 8
sites kept, inducing a response in terms of nogulahuch higher in the 8 sites kept for
this study. The statistical analysis were donegulie software package STATISTICA
8 for Windows (StatSoft Inc. Statistica 2007). Magiance analysis were carried with a
p-level of 0.05. The means were compared accorthnthe test of NEWMAN and
KEULS with a p-level of 0.05.

Table 1.Données physiques et chimiques des clusters AKBSE

Soil clusters A&B C&D
Clay, g kg-1 320+ 110 320+ 120
Silt, g kg-1 340+ 170 380+ 90
Sand, g kg-1 310+ 150 280t 170
pH 7.46% 0.26 7.51+0.32
CaCOa3 content, g kg-1 166+ 47 153+ 79
Organic matter, g kg-1 11+2 12+ 2
total-N, g kg-1 2.0+09a 1.1£04b
Total-P, mg kg-1 265+ 67 404+ 191
Olsen-P, mg kg-1 39+ 27 31+14
Nodule number 10+15a 45+ 35D
Nodule biomass, g plant{1 H17a 46+40b
Root biomass, g plant-1 27+22a 25:09b
Shoot biomass, g plant-1 29 a 20t7b
Nodule/Shoot biomass, gpg-1 0.4+1.1a 0.9+06b

3. Results
3.1 Plant nodulation

Figure 1 shows, on the 8 experimental sites, nsbant biomass produced by all
the 8 lines of common bean as a function of nodhibenass. We observed a highly
significant relation between shoot and nodule bissea, with a R value of 0.86 (p-level
< 0.01) and a slope of 200 mg of shoot biomassuymed by mg of nodule biomass.

30

20

Shoot biomass (g plaf}

{ ~ 1 £ y=0.2x+11.9

R =0.86 (P<0.01

1U T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Nodule biomass (mg plaft

Figure 1. Mean shoot biomassgersusnodule biomass of the 8 genotypes named EIl Djadia
147,124, 115, 104, 83, 75 and 7, grown on thep@®@mental sites retained. Data are means and
SD of 10 replicates collected at flowering stage.
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The significant relation makes it possible to drawoverall efficiency in use of
the rhizobial symbiosis of each RILs on the 8 sitegure 2 shows that a significant
relation was found for each RILs, except for 11heTocal variety El Djadida (Dj)

presented the ability to produce the greatest rabidu, up to 100mg of nodules per

plant.
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Figure 2. Shoot biomassersusnodule biomass for each 8 genotypes named E| @3adi
(Dj), 147, 124, 115, 104, 83, 75 and 7, grown an&texperimental sites retained. Data
are means and SD of 10 replicates collected atflmg stage.
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3.2 Nodule and shoot biomass as a function of Gisen

The question was to determine if the availabily P had an effect on the
nodulation of roots, and thus on shoot biomass ymtieh by common bean. Figure 3
shows mean nodule (Fig. 3a) and shoot (Fig 3b) ags®s of the 8 lines of common
bean as a function of Olsen-P concentration in gbithe 8 experimental sites. We
observed a highly significant relation between kagses and Olsen-P concentration in
soil. The best fits were obtained with a curvilinemuation. For nodule and shoot

biomasses, the optima were observed for a OlseorPeatration of about 40 and 35

-1
mg kg of Olsen-P in soil, respectively : behind thisuelnodule and shoot biomasses

increased with Olsen-P concentration, since abdus value nodule and shoot

biomasses decreased with Olsen-P concentratiawilin s
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Figure 3. Nodule a) and shoot b) biomasses, versus contientia Olsen-P in soll,
of the 8 genotypes named El Djadida (Dj), 147, 124, 104, 83, 75 and 7, grown on
the experimental sites retained. Data are meansSandf 10 replicates collected at
flowering stage.
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Figure 4 shows nodule biomass of the differeneédims a function of Olsen-P
concentration in soil of experimental sites. Excépt the RILs 83 and 115, the

nodulation was related to Olsen-P concentratiosoih It appears that the best fits were

-1
again obtained with a curvilinear equation, indimgtoptima around 40 mg kgof

Olsen-P in soil.
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Figure 4. Nodule biomassersusconcentration of Olsen-P in soil, of the 8 geneyypamed El
Djadida (Dj), 147, 124, 115, 104, 83, 75 and 7wgr@mn the experimental sites retained. Data
are means and SD of 10 replicates collected a&flmg stage.
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For El Djadida (Dj) for example, the nodulatiorcieased with Olsen-P until a
maximal value close to 120 mg of nodules by plaotresponding to the critical P
value of 35 mg of Olsen-P by kg of soil. For eastréase of 1 mg P Kgof soil, the
nodulation of Dj increased of 16 mg of nodule biesay plant. For the RILs 147, 104,
75 and 7 the relation was curvilinear with nodwatincreasing until maximal value
corresponding to the critical P ranging betweerb@0mg kg'. The maximal value of
nodulation given by the model was close to 70, B0 40 mg plant for the RIL 104,
147, 75 and 7, respectively. By contrast, the i@tatvas linear for RIL 124. For each
increase of 1 mg P Kgof soil the nodulation of the RILs increased of35and 2 mg
nodule biomass plaftor the RILs 104, 147, 7 and 75, respectively.

Figure 5 shows shoot biomass of the differentslias a function of Olsen-P of
the experimental sites. For Dj the shoot biomasseased significantly with Olsen-P
until maximal value corresponding to the criticallue of 28 mg Olsen-P Kgof soil.
The maximal shoot biomass given by the model wasly®f 22 g plant. For each
increase of 1 mg P Kgof soil the shoot biomass of Dj increased of Oghgot biomass
plant®. For the RILs the shoot biomass was related witke®P according to a
curvilinear model. For RILs 147, 124, 104, and B& maximal value corresponding to
the critical P was 35 mg Olsen-P kof soil, whereas for RILs 115 and 75 it was 32 mg
P kg® of soil, and for RIL 7 the critical P was abover P kg of soil.

The maximal value of nodulation given by the modeak nearly as above of 25,
20 and 15 g plafit for RILs 104, 115 and 75, RIL 124, and RILs 147d #8
respectively. For RILs 124, 75, 104, 147 and 11¢hdacrease of 1 mg P Kgpf soil
was associated with a shoot biomass increase ab1l ¥4 g plart. However, for RILs
83 and 7 each increase of 1 mg P ki soil the shoot biomass of the RILs increased of

less than 0.8 g plant
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Figure 5. shoot biomassersusconcentration of Olsen-P in soil, of the 8 genetypamed
El Djadida (Dj), 147, 124, 115, 104, 83, 75 angrbwn on the experimental sites retained.
Data are means and SD of 10 replicates collectédveering stage.
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3.3. Hierarchical classification of the RILs

Figure 6 shows the dendrogram of the nodule amwtshiomass of different
genotypes on the 8 experimental sites. It appé&atsie hierarchical analysis separated
first El Djadida from the group of 7 RILs issuearr the crossing between BAT 477
and DOR 364. At lower agregation distance, the nastant to P-deficiency RIL 115
was separated, then the group of less sensitive R4 and 124; and finally the most
sensitive to P-deficiency RILs 7, 147, 83 and 7&1t& different lines of common bean

were ordered from the most tolerant to the mossitiga to P-deficiency.

147
83
75

124

104

115

Dj

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Agregation distance

Figure 6. Dendrogram of the shoot and nodule biomatshe 8 genotypes named El
Djadida (Dj), 147, 124, 115, 104, 83, 75 and 7wgr@n the experimental sites retained.

4. Discussion

The major finding in this work is that, on the sdtdata kept for this study,
nodule biomass and shoot biomass of the 8 linexooimon bean tested were
significantly linked to Olsen-P concentration inlso

In this study we could highlight the existencetlod linear correlation between
nodulation and shoot biomass indicating that nalwere sufficiently efficient. We
have previously showed (Alkan& al, submitted) that this level of nodulation made it
possible to completely compensate the N-deficienspil by producing a similar shoot
biomass as in N-sufficient soil. Nitrogen nutritioof legumes, which relies on

atmospheric Bland soil mineral N, remains a major limiting factd growth (Voisinet
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al., 2007). A decade ago, breeders tried to increasetbka through hypernodulation
(Sagan & Duc, 1996; Voisiat al.,2007). The reduction of the atmospheric nitroggn b
the nitrogenase requires a large energy expendititrehalf to be provided by ATP.
This molecule is indeed necessary for the trandfetween components of the
nitrogenase complex, of electrons that will be éwalhy allocated to a nitrogen atom
for the ammonium synthesis. In the rhizobial legusyenbiosis, the synthesis of this
ATP depends on phosphorus (Ribet & Drevon, 1998yumes depending on symbiotic
N2 fixation have a higher internal P requirement dptimum nitrogen accumulation
than plants dependent on combined N (Ribet & Drevi®95). Several authors have
showed that P deficiency can impair nodulation &hdfixation (Tanget al., 2001;
Valverdeet al.,2002). In plants relying on Nixation, P stimulated nodulation angd N
fixation more than it stimulated plant growth (leskal987; Leidi & Rodriguez-Navarro,
2000; Hellsten & Huss-Danell, 2001; Gentili & Husanell, 2002, 2003; Valverdet
al., 2002).

Alternatively, stimulation of nodulation by P migbe ascribed to a general
growth effect in legumes (Robsat al., 1981; Jakobsen, 1985) and in an actinorhizal
symbiosis (Reddekt al.,1997). Thus, although Dj was the most nodulatecbtyge in
this study, its overall lower efficiency in usetbe rhizobial symbiosis suggesting that a
lack of nodulation of the RILs could be compensabgdan increase in the nodule
efficiency to support plant growth. In most studies positive response of plant growth
and symbiotic N-fixation to increased P supply in legumes is thdugp be because
symbiotic N-fixation is an energy demanding process with &@AJP requirement of
16 ATP for reduction of one molecule ob Mito 2NH; (Israel, 1987; Sanginget al.,
1989; Burris, 2000). The C cost ofHfixation to the plant has been estimated at 6-12
mg C per mg fixed-N (Vance & Heichel, 1991) whishfar greater than the C cost for
the acquisition of combined-N (Lambees al., 1998) supporting the conclusion that
nitrogen fixation would have a higher P requiremtnan combined-N nutrition. The
high P requirement of Nfixation and the subsequent legume growth is cest with
the observations that in fertile soil, legume gtowesponded more than grasses to
elevated CQlevels because of Nixation, whereas in P-deficient soil, the legunmes
longer increased biomass op-fikation in response to elevated ¢(AImeidaet al.,
2000). The influence of P availability on{fixation was emphasized by the fact that
during P stress in white lupin, 80% of new nodutevgh preferentially located near

cluster roots (Vancet al.,2003) where P uptake is higher than non-clustet parts of

Chapitre 4 125



the root (Adamset al., 2002). Also P deficient legumes may modulatgfikiation
through low sink demand for N (Hartwig, 1998; Almeet al.,2000) as a response to
decreased shoot growth through lowered leaf expareand lowered specific leaf area
(Jenseret al.,2003).

Moreover, the relation which linked nodule biomassl shoot biomass of the 8
lines of common bean to Olsen-P concentration ils oesented systematically a best
fit with a curvilinear regression, by increasingrfr 0 to about 40 mg of P Rgoil, and
by being quite constant or decreasing beyond taisevof P. P would limit nodulation
whereas above 40 mg of P*kspil, the P availability would be higher than theduole
requirement for most RILs, and eventually toxic Bjt Thus P toxicity is apparent in
low-P adapted plants when grown experimentallektively higher P supply, although
the extra P could be stored in the vacuole (Schatehal, 1998; Shanet al, 2004).
However, this study shows that legumes would star@ncounter such high
concentrations of Olsen-P toxicity in Mediterraneéelds. The contrasting absence of
correlation for RIL 115 suggests that this RIL wiblle less demanding for P than the
other genotypes of the study, since its relativ@lyh nodulation was not affected by
Olsen-P variation between 10 and 50 mg of P &mjl among sites. RILs 83 and 124
would be the most P demanding since their nodulat@s still responding to an
increase of P above 50 mg of Pliapil. Other P demanding genotypes in the conditions
of this study were RILs 7, 75 and 147 since thatical Olsen-P for nodualation was
above 40 mg of P kbsoil, by contrast with that close to 30 mg of P'lspil for RIL
104. This conclusion is confirmed by the signifitgarhigher maximal nodulation of
about 80 mg nodule biomass plarfior RILs for 115 and 104, than below 60 mg nodule
biomassplant for the other RILs. This agrees with the conclosi Vance (2003) that
for No-fixing legumes and actinorhizal plants, phosphasi®ften the most limiting
nutrient for growth (Vance, 2003).

Eventually the above variations in response ofutaitbn and growth to Olsen-P
may be explained by infraspecific interactions wittive rhizobia among the various
sites. Indeed previous studies have shown how eodwdcupancy by different
serogroups of rhizobia can be dramatically changeda result of changes in P
concentration, showing differences among rhizolsi@hin abilities to produce and
excrete Nod factors under low P level (Mullehal., 1988). In contrast, Zaroug and
Munns (1979) found that phosphate addition hadffexton the nodulation dfablab
purpureusby strains ofBradyrhizobiumCB756 and CB1024. Thus further work is
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needed to establish whether the rhizobial microggntbmay interact with nodulation
and efficeincy in use of rhizobial symbiosis of RE.s under limiting soil P supply.

5. Conclusion

In conclusion, a multi-local approach allows topkxe the behaviour of
different genotypes in field conditions close talréarm conditions. However, farm
conditions presents a wide variability due to tlegé difference in agricultural
practices. In a first paper, we (Alkaratal., submitted) have showed that experimental
sites should be first classified according to tiseit properties, mainly total-P and total
N-content in soil: in fact, high N content in sonhibited the root nodulation of
common bean. In this sudy, we have consequentlyskxt our attention only on sites
where soil had low N-content. In this condition, Wwave showed that shoot biomass
produced by common bean was related to the nodolasite of roots, demonstrating a
high use efficiency of rhizobial symbiosis in thds#d conditions. Moreover, specific
analysis showed that nodulation rate of roots, thd shoot biomass, depended to the
available phosphorus concentration in soil: it @ased with available P concentration
until a value close to 40 mg per kg of soil, andrdased above this critical value. We
confirm thus in field conditions a process well-lwmin controlled conditions. At the
level of genotypes, we have finally showed thatdrighical analysis of these data made
it possible to classify the different lines testadcording to their tolerance to P-
deficiency. Our results confirmed the results ybtamed in controlled conditions
(Alkamaet al., submitted). In addition, their underlined the t¢ansling ability of local
genotype, El Djadida surnamed “4x4 bean” by farmées tolerate low available

phosphorus concentration in soil.
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Chapitre 5

Nodulation, growth, P and N statut of contrasted Reombinant Imbred
Lines of common bean observed at two soil phosphasuevels under
biological nitrogen fixation.

Dans le chapitre précédent nous avons pu mettévidence I'effet significatif
de P Olsen sur la nodulation et la croissance dtilomal dans la région de Tizi Ouzou,
en Algérie.Nous avons obtenu une corrélation positive et Baative de P Olsen avec
la nodulation des RILs dans différents sites.

Dans ce chapitre nous voulions vérifier le role gueerait le P disponible sur les RILs
étudiées préecédement. Elles sont cultivées sousmeeaux de phosphore : P déficient
et P suffisant. L'essai est mené dans une paregfiérimentale en bloc comme indiqué

dans les photos ci-dessous.

Photos de I'essai agronomique
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Nodulation, growth, P and N statut of contrasted Reombinant Imbred
Lines of common bean observed at two soil phosphauevels under
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Abstract

The genotypic differences on growth and yield olmeon bean Rheseolus
vulgaris L.) in response to P supply were evaluated in & fexperiment under
biological N fixation. Eight cultivars were grown at P sufficagnand P deficiency, in
randomized block design in factorial arrangemerggéatative biomass was sampled at
three ontogenetic stages. The analysis of variadertified a significant effect of
genotype, phosphorus and time of sampling for alnadistraits for accumulation of
biomass and nutrients. Considering the averagenefthree samples, the higher P
supply stimulated the vegetative growth of theggpet increasing shoot and nodule
biomass of plant. Patterns of biomass accumulatidiered amonggenotypes. The
nodule senescence observed after flowering mighe haduced Blfixation during pod
filing.

Key words: Recombined Imbred Lines, nodulatioRhaseolus vulgarisPhosphorus,
Nitrogen
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1. Introduction

Comprises approximately 700 genera with more th@®00 species (Doyle &
Luckow, 2003), was the evolution of mutualistic $oses with nitrogen (N)-fixing
bacteria of the family Rhizobiaceae to directly tcap atmospheric dinitrogen §Nto
support plant growth. Symbiotic nitrogen fixatioBNF) takes place in specialized
rhizobia-induced legume root nodules and involveigllat association between the two
symbionts. SNF and legume crop production mighatfected by disease and insect
pressures but also by edaphic constraints thaudeclclimatic conditions, nutrient
deficiency.

Phosphorus (P) is an essential macronutrient laortgrowth and development,
with P concentration ranging from 0.05% to 0.5%npldry weight (Hernandeet al.,
2009). P is taken by the plants as phosphate fBt),Pi is unevenly distributed and
relatively immobile in soils. As a result, crop lgen 30% to 40% of arable land is
limited by P availability (Vanceet al., 2003). Widespread P deficiency is a major
restriction for SNF and legume crop productivin@rew, 1978).

Common bean is the world’s most important graigutee for direct human
consumption (Hernandeet al., 2009). P deficiency is widespread in the bean-
producing regions of the Third World and is perhdips factor that most limits N
fixation on small farms. Bean genotypes differ in fikation ability and P use
efficiency under P deficiency. Considering the ¢ge® need of nodulated legumes, P-
tolerant cultivars that in addition partition a miicant percentage of their P uptake to
nodules will be a prerequisite for improved bearfikation (Graham, 1981; Broughton
et al.,2003; Graham & Van¢c&003; Tanget al.,2004).

Common bean exhibits a generalized response &otiftzition (Oliveiraet al.,
2004). Combined analysis of seven experiments sticivat the maximal economic
fertilizer level for bean production was equal kg ha-1 of P (Barbosa Filho & Silva,
1994). Some works have noticed the genotypic vditiabfor responses to P
fertilization of bean yield (Pereira & Bliss, 1988pungdahl, 1990; Yaet al.,1995a).
Owing to such genotypic differences, fertilizerasunandation must consider the crop
technological level, in order to obtain the maxirpatential of specific cultivar (Araujo
et al.,2000).

Grain yield would not sufficient as unique criterifor evaluating efficiency in
use of bean genotypes, as yield integrates marphedand climatic variables, it would

likely to conseal the efficient germplasm (Informel1985). The identification of
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morphological traits and specific period crop deppement, regarded critical for
establishement of cultivars under low P, could eckathe ability of manipulating the
germplasm (Informe..., 1985). The lack of significa on the interaction between
growth under low P and three soil types might méeat bean adaptation to low P is
stable across different environments, making thecten and breeding relatively easier
(Yanet al.,1995b; Araujcet al.,2000).

The failure to establish effective nodulation iten considered as the mean
reason for poor Nfixation by common bean in the field, but speamay generally
predisposed to poor fixation because of ineffeciymbiosis and the short vegetative
fixation period (Piha & Munns, 1987). Most studiadaptation of beans to low P
availability where carried out under conditions ¢oned N, and studies to ensure that
tolerance to low P is compatible with, fixation are needed, since attempts to select
bean genotypes tolerant to low P are likely to thected by symbiosis established with
rhizobia. Genotypic variability in Nfixation at low soil P level indicates that bresgli
to enhance these traits simultaneously would bsiples(Araujoet al.,2000).

In a previous paper (Alkamet al., submitted), we have tested in a multi-local
field seven Recombinant Imbred Lines (RILS) isstredn the crossing between BAT
477 and DOR 364. The RILs were compared with avaulttraditionally used by the
farmers as a reference, named El Djadida. We aderdonstrat that, on the set of data
kept for this study, nodule biomass and shoot bgsmaf the RILs of common bean
tested were significantly linked to Olsen-P concatiin in soil.

The objective of this work was consequently touon the evaluation of the
differences of common bean RILs in the responde sopply of the vegetative growth,

N and P concentration in a field experiment unaerditions of biological Nfixation.

2. Material and methods
2.1. Experimental sites

The experiment was carried out at the Tizi Ouzooation in a complet
randomized block design in factorial arrangemenhvour replicates. Eight common
bean cultivars were cropped at two levels of Peficiéncy with the existing P in soil
and P sufficiency with50 kg ha-1 of P as tripleeiosphate. The soil namely Site 19
was classified between cluster C and D accordingassification given by alkamet

al. (submitted). Clusters C and D depended both onlatido and N-mineral which
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inhibits partially nodulation and which is competeshby P. The soil properties of the
experimental sites kept, in this study, are pre=skim Table 1 and its classification is

also given by an hierachical classificatiorfigure 1.

Table 1. Solil properties of the studied sites 19

Sites pH CaCO3 OM Total-P  Olsen- Total-N Clay Silt Sand
P
Site 19 | 8.2 25 1.08 230 12 0.28 36 37 27

o S
S17

Site 9 ——m—

{Site 8 ]
A

Site 44—

Site 1 —————
Site 2f———

Site 12

Site 1%
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B{

D

Site 5 |_
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s19 b———mo-———
Site 1 |
Site 14 I
Site 7 F
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Figure 1. Dendrogram of location of the studied sites 16 the fourth clusters obtained previously.

2.2. Plant material

Seven Recombinant Inbred Lines (RILS), respectivetted 124, 115, 104, 147,
83, 75 and 7, were tested. The seven RILs resfrived crossing between BAT 477 and
DOR 364. carried out by Ribet (1996) within thenfiework of a co-operation CIAT-
INRA. DOR 364 is a variety having a good adaptatiorLatin America and to the
Caribbean: that results mainly from its toleranw&itus BGMV. BAT 477 was selected
in Mexico for its tolerance to the drought, and laakigh symbiotic nitrogen fixation
(SNF) and a high PUE and FSN in hydro-aeroponitucelllike in agronomic tests in
tropical zone in CubéHernandezt al.,1993) . Preceding experiments were carried out
to test the effect oRhizobium tropiciCIAT 899 among 50 lines of this crossing
selected within the framework of the project ofaqmeration INRA (France) - IS (Cuba)

which made it possible to choose the contrastimgslithat were used in this experiment.
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As a reference for the farmer, RILs were comparghl V&l Djadida” (noted Dj), which
is a cultivar traditionally used by the farmerghis area.

Vegetative biomass was sampled at the stages \6l,aMd R7 of plant
developpement (Fernandetal., 1985; Araujoet al.,2000). The sample unit consisted
of 12 plants harvested from the two middle rowgath plot. Roots were washed and
nodules were detached. Shoots, roots and nodules separately dried and weighed.
Roots plus nodules and shoots were ground and Neodration was measured by

Kjeldahl procedure and P concentration by greeraomie methode.

2.3. Statistical analysis

The statistical analysis were done using the sofiwpackage STATISTICA 8
for Windows (StatSoft Inc. Statistica 2007). Thastér analysis were used to explore
the structure of data set (Jolliffe 2002; Menciad aas-Pla 2008). The variance
analysis were carried with a p-level of 0.05. Tlenparisons of means were made
according to the test of NEWMAN and KEULS with dgwel of 0.05.

3. Results
3.1 Biomass production

Figure 2 shows variation on nodule biomass in &®eof studied RILs in
comparison with Dj the local farmer genotype. AILR presented a reduction in nDW
after flowering. Such effect being less intens&Ih 28 which showed poor nodulation.
At flowering stage Dj was less nodulated with o20mg plarit against 40 mg plarit

Figure 3 shows variation on shoot biomass in &feof studied RILs in
comparison with Dj the local farmer genotype. Tmalgsis of variance of the sDW
identified significant effects of genotypes, phospis and time of sampling.
Considering the average of the three samples, theeh P supply stimulated the
vegetative growth of bean lines, increasing shagt weight. Patterns of biomass
accumulation differed among cultivars. In the Pideft soil, shoot was markedly
reduced with the sensitive RILs 147, 124 and 28vimgp the weakest values for these
parameters when P was limited in the soil. In awitrthe difference between P
sufficiency and P deficiency was not significant @ and 115. This is confirmed by
the figure 4 which shows the dendrogram of theeddit genotypes at P deficiency. It
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as evident that local variety El Djadida (Dj) wasitg different from the RILs

genotypes.
£ 80| Site 19
a
[@)]
E 601
()]
(%3]
]
5
S 40
[
>
3
S 20+ r/]\
Dj 147 124 115 104 83 75 28

Genotypes

Figure 2. Effect of two P level (P sufficiencyO versusP deficiency @ ) on nodule
biomass of 8 genotypes in the site 19.at threestiofiesampling: V1, V6 and R6. data are
means of 12 harvested plants.
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Figure 3. Effect of two P level (P sufficien versusP deficienc@® ) on shoot biomass
of 8 genotypes in the site 19.at three times ofpdangr V1, V6 and R6. Data are means
of 12 harvested plants.
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Figure 4. Dendrogram of the 8 genotypes named El Djadida, (Bfy, 124, 115, 104, 83,
75 and 7, grown on the experimental site 19
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Figure 5 shows, on the experimental site, alldatga (Fig. 5a) and the mean
(Fig.5b) shoot biomass produced by all the 8 lioesommon bean as a function of
nodule biomass under P sufficiency and P deficieaaidlowering stage. We observed a
significant relation between shoot and nodule biesea and a high values of nodul and

shoot biomass under P sufficiency than under Rigeity.
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Figure 5. Shoot biomass as a fonction of nodule biomass e@f8ttgenotypes named El
Djadida (Dj), 147, 124, 115, 104, 83, 75 and 7wgran the experimental site 19 under
two level of P: sufficiencyO versusdeficiency® . In a) all replicates of the 8 ggpes
were represented. In b) the mean of the data dliffexent replicates were represented.

3.2. Phosphorus status

The analysis of variance of the P-shoot showexlifsignt effects of genotypes,
phosphorus and time of sampling. Ontogeny reducedtirmuously shoot P
concentration in every RIL in each traitement. Boe RIL 124 at P deficiency we
observed a decrease at flowering stage and anaserat pod filling. The RIL 75
presented the highest value at P sufficiency (Datashown). The analysis of variance
of the P-root showed significant effects of genetyyphosphorus and time of sampling.
Ontogeny reduced continuously root P concentratioavery RIL in each traitement.

(data not shown)
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Figure 6a shows variation on P-content of studiéics and Dj the local farmer
genotype. The analysis of variance showed sigmfieffects of genotypes, phosphorus
and time of sampling. Ontogeny increased continlydascontent in every RIL in each
traitement. The RILs 75 and 104 and the genotyp@rBgsented the highest value in
both P sufficiency and P deficiency. In contrast RILs 147 and 28 was the lowest.

Figure 6b shows variation on PUE, i.e. the ratmrass:plant P concentration of
studied RILs and Dj the local farmer genotype. Tdmalysis of variance showed
significant effects of genotypes, phosphorus amg tof sampling. Ontogeny increased
continuously PUE in every RIL in each traitement. ltad the highest value comparing
with the different RILs. Between the RILs 147 wis towest.

3.3. Nitrogen status and nodule biomass

Figure 7 shows variation on N-shoot of studied Rlin comparison with Dj the
local farmer genotype. The analysis of variancdhef N-shoot identified significant
effects of phosphorus and time of sampling. Shocbhcentration decreased with time
at both P levels. In addition, genotypes growR ideficient soil showed a positive and

significant correlation = 0.90) between plant N content and nodule biortrigs?).
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Figure 6. Effect of two level of P: P sufficiencyversusP deficiencye on a) Pcontent and b) P
use efficiency: ratio biomass: plant P concentraitiothe site 19 for the 8 genotypes at three
times of sampling. Data are means of 12 harvedtadp level
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Figure 7. Efficiency in use of rhizobial symbiosis of 8 geyyms at flowering stage P
sufficiencyo versusP deficiency . Data are means of 12 harvestatpfor each genotype.

4. Discussion

Our work shows genotypic variation in P requiretrfen N, fixation in common
bean. The RILs and Dj presented different pattefisiomass production and N and P
accumulation on root and shoot system. The relatierhave found between genotypic
differences in P requirement for,Nixation and PUE agrees with previous similar
conclusions in common bean (Vadez & Drevon, 200it) ia soybean (Gunawardena et
al., 1992) andicacia mangiunfVadezet al.,1997). The PUE concept, initially defined
by Siddiqui & Glass (1981) and discussed by Goum¢yal., (1993), has gained
scientific interest (Israel & Rufty, 1988). It majso have economic significance for the
management of chemical fertilizers in highly prodke environment or in marginal
land where the cost of fertilizer limits its useadézet al. (1999) found that genotypic
differences for N fixation under P deficiency were most likely dwedifferences in
PUE. This is substanciated by three fold higher $&tRolerantversussensitive lines
with the same amount of P supplied. This compleméhe previous reports of
genotypic differences in SNF tolerance to P deficie which were attributed to
differences in P uptake ability (Pereira & Blis889).

Genotypes grown in P deficient soil showed a pasitand significant
correlation between plant N content and nodule bssn(Fig. 7), denoting that a
compensatory mechanism between nodulation and ginowth for N fixation occures.
The results indicated that in the P deficient ssihoot and root biomasses and

nodulation were markedly reduced with the sersifRILs 147 and 28 showing the
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weakest values for these parameters when P watedinm the soil. This constraint
induced a significant decrease in plant P uptakectumulation and P use efficiency
(PUE) in all the tested genotypes with some retati@riations.

5. Conclusion

We conclude that differences of the tolerance tdeRciency in soil existed
among the studied bean genotypes. Our study idEnfpiromising lines to be used in

selection for enhanced PUE for SNF in common bean.
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CONCLUSIONS GENERALES

Vers une vision dynamique et intégrative des process
rhizosphériques impliqués dans le transfert sol-plate-
minéraux

Les résultats obtenus au cours de ce travail ooupermis de répondre a notre
objectif principal de these qui consistait a veérifia pertinence des criteres d'adaptation
de la fixation symbiotique de l'azote a la dispditébde P dans des sols de culture
maraichere en Algérie. A travers I'exemple de ldtwwe de lignées de haricot
(Phaseolus vulgarid..) contrastantes pour le phosphore, I'enjeu ppakcide mes
travaux était d’évaluer la participation respectde divers processus rhizosphériques
impliqués dans le déterminisme de la biodisporéibtiti phosphore (P). Je me suis
notamment intéressée a l'efflux de protons et eespiration des racines nodulées de
cette culture.

Les résultats obtenusx-situ,en milieu controlé dans le chapitre 2 et 3, ont
suggéré que le prélévement racinaire de P ne gEmisystématiqguement limitant, dans
le cas des lignées efficaces, en particulier dassvlilieux déficients en P. Nous avons
pu mettre en évidence de larges modifications depirHaugmentent la biodispinibilité
de P. Nous avons démontré, d’'une part, qu’en hydopenie, les racines nodulées du
haricot excrétent dans leur rhizosphére une qéamté H qui est corrélée a la
perméabilité nodulaire. Ce qui laisse penser quipae d’H excrétée par les racines
nodulées est liee a la fixation symbiotique d’azatmosphérique. La permeéabilité
nodulaire contréle la respiration qui fournit 'ATgour la réduction de Ncatalysé par
la nitrogénanse des bactéroides a l'intérieur dmfee infectée du nodule. D’autre part,
nous avons démontré que sous déficience en P, lles tBlérantes, comparées aux
sensibles acidifient plus leur rhizosphere et guaar conséquence des concentrations
en P sont plus élevées dans le sol proche deracirees nodulées.

Parallelement & cette étude en hydroaéroponigpdtementation en rhizotron
dans le chapitre 3 a permis de mettre en évideneacidification de pres deunité pH
dans le sol provoquant une augmentation de la dibpité de P. Les résultats obtenus
rejoignent ceux obtenus en hydroaéroponie, lesééignsensibles secrétant moins

d’efflux de protons que les tolérantes.
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L’acidification de la rhizosphére apparait donc awmenun phénomene majeur régulant

la biodisponibilité de P pour le haricot dans lels.s

Les expérimentations menémssitu, en essai multilocal dans le chapitre 4 ont
permis d'évaluer au champ, les conclusions de mbtige sur les lignées contrastantes
menéesex situsous serreNous avons d’abord pu classer les sites en 4 gsogpe
dépendaient principalement de N-total et P-totdhaf@itre 4, partie ). Les valeurs
élevées de l'azote dans certains sites ont inhgbénddulation. Nous avons aussi
démontré que la biomasse aérienne sous fixaticzotBaatmosphérique était proche de
celle obtenue sous nutrition exclusive de l'azotmémal. Deux groupes de RILs
tolérantesversussensibles a la faible fertilité des sols en P stinduent. Ce qui
confirme les résultats obtenes situ

Dans une analyse spécifique des sols a forte atidn) (Chapitre 4, partie Il)
nous avons pu démontrer, que la biomasse aériestnpositivement corrélée a la
nodulation. Ce qui laisse supposer que la nutritivotée dépend principalement de la
fixation symbiotigue de N Nous avons également pu démontrer que les bi@wmass
nodulaire et aérienne sont corrélées au P OlsesoldiCes biomasses augmentent avec
'augmentation de la concentration de P jusqu’awaleur critique d’environ 40 mg kg
! de sol. Nous avons ainsi démontré au champ unegsos bien documenté en
conditions controlées.

Il faut noter que Dj «El Djadida»,génotype locak distingue des groupes
précédents en présentant une bonne nodulation dearsbls sont peu fertiles. Ce qui
justifierait le surnom de «4x4» donné par les agfgénirs a cette lignée locale. Elle est
capable de croitre dans différents sols, notamneentraignants, avec une grande
capacité a noduler, permettant de compenser |xieléfie en N en produisant une

biomasse aérienne proche de celle des sols a Nantff

Une des limites majeures de mes travaux concameadsultats des essais au
champ. En effet, lls sont obtenus en une seuleeari®@ur le soucis de répétabilité des
résultats, il serait intéressant de reprendre lmenédémarche multilocale sur plusieurs
sites et ce durant 2 a 3 années, voir plus. Cepéntis résultats obtenus semblent
pouvoir déboucher sur un certain nombre de persgscscientifiques en rapport avec
les différents processus rhizosphériques impliglaés le transfert sol-plante.
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En collaboration avec des microbiologistes, lesluhes issus d'interactions
remarquables entre les souches autochtones déidnigbles RILs ou Dj des parcelles
choisies, peuvent faire I'objet d’'un isolement omisé de rhizobia,. Ceci permettra
d’envisager un essai d’'inoculation croisé en savec un échantillon de 6 des isolats
choisis si possible avec des éléments de caraatiérnisobtenus par les microbiologistes.
L’objectif sera de vérifier si les potentiels séiennés avec la souche de référence
CIAT899, peuvent étre significativement modifiés r pdinteraction avec les
microsymbiotes rhizobiens locaux. Ceci permettrssade choisir le rhizobia natif pour
un test d’inoculation rhizobienne qui sera réatisés des parcelles ou la population
rhizobienne locale aurait été identifiée comme tiamie.

Le test multilocal proposé aux maraichers de ioré de Tizi Ouzou peut
interesser les céréaliers pour le haricot, maisidas autres Iégumineuses a graines,
voire les fourragere (la rotation blé jachere)

Concernant la physiologie de la fixation d’azotelet’équilibre ionique de la plante
sous nutrition azoté s’expliqueraient-ils uniquetrar le flux de protons associé a la
fixation de N ? Sachant que l'acidification de la rhizosphéreceone a la fois la baisse
de pH et les exsudats racinaires. |l serait, doecessaire d’étudier ce processus.
Rappelons que les plantes ont développé de nondwstratégies leur permettant
d’assimiler le Pi avec une plus grande efficacadgddes sols appauvris en cet élément.
Ces stratégies consistent en (i) une augmentaéida croissance racinaire, (ii) la mise
en place d’organes spécialisés (iii) I'expressiertrdnsporteurs de Pi a haute affinite,
(iv) la sécrétion d’exsudats racinaires et d’enzymsgecialisées et (v) I'association
symbiotique avec des champignons du sol. Il sdaait, interessant d’étudier

chaqu’une de ces stratégies.
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ANNEXES

I. Importance du haricot en Algérie et dans la régin de Tizi Ouzou

1. Importance et situation de la dulture du haricoten Algérie

Les variétés les plus cultivées en Algérie et desqguels I'autosuffisance est
atteinte, bien que le prix soit relativement élegagarticulier pour le haricot a écosser
sont:

» Haricot nain mange tout: Contender, El Djadida]ibte.
» Haricot nain a écosser: Coco de Prague, Pactole.

» Haricot a rame mange tout: Sidi Fered), Blancuiléej.
» Haricot a rame a écosser: Coco blanc, Coco daiBrag

Bien gu'il soit apprécié, le haricot sec est pearpart peu cultivé. L'Algérie
recourt aux importations pour couvrir la demandentrché. La production nationale

du haricot est représentée dans le tableau 1.

Tableau 1.La production nationale en haricot (MADR/DSASI, B0

Haricot vert Haricot sec

Année  Superficie Production Rendement  Superficie Production Rendeme

(ha) (gx) (gx/ha) (ha) (gx) nt (gx/ha)
1997 4880 236480 48,45 1400 6460 4,61
1998 5440 222830 40,96 1850 10790 5,83
1999 7110 263060 36,99 1740 9390 5,39
2000 5990 255230 42,60 1280 4190 3,27
2001 6000 295270 49,21 1180 7340 6,22
2002 6400 29700 46,48 1190 8640 7,26
2003 6730 406810 60,44 1560 10960 7,02
2004 7534 411000 54,55 1992 15810 7,93
2005 6928 332650 48,10 9240 6660 5,52
2006 7766 355076 45,72 1496 9145 6,11
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Le tableau 1 montre que les rendements du haviedt par hectare sont en
régression durant ces dernieres anneées: ils flottdeine maniére imprévisible de
36.99 gx/ha en 1999 a 60.44 gx/ha en 2004. La ptomy varie sans aucune
corrélation avec les superficies cultivées, d’'um péus de 222 mille quintaux a 411
mille quintaux. Cette production reste caractéripaée I'instabilité des niveaux de
récolte. La méme observation est faite pour la petdn du haricot sec avec une
production annuelle variant de 4190 gx a 15810 gx.

En Algérie, les superficies consacrées aux cudturaraichéres sont trés faibles
comparativement aux autres cultures. Elles occupeuiron 372096 ha pour I'année
2006 soit 4.65% de la SAU. Les surfaces agricalesmvées au haricot vert sont encore
plus faibles représentant seulement 2.08% de leerScip totale des cultures
maraichéres. Le haricot sec est peu cultivé enri&igavec seulement 1496 ha durant
I'année 2006 soit 2.23% des superficies réservéap@duction des légumes secs.

Les zones de production du haricot en Algérie stnées essentiellement sur le
littoral et le sublittoral. Les principales wilayggoductrices sont montrées dans le

tableau 2

Tableau 2.Les principales wilayas productrices du harico&gérie pour la période 2003-
2006 (MADR, 2006).

Wilayas 2003/2004 2004/2005 2005/2006

Superf Prod Rdt Superf  Prod Rdt Superf  Prod Rdt

(ha) (@x) (gx/ha)  (ha) (ax) (gx/ha  (ha) (ax) (ax/

) ha)

Ain 767 33200 43,3 900 27000 30,0 860 20800 24,2
Timouchent
Mostaganem 478 23800 50 150 10950 73 840 39980 48
Tipaza 952 37400 39 551 29210 53 658 31864 48
Boumer des 920 60400 66 910 63400 69 630 42000 67
Alger 566 35400 63 481 21990 62 613 40596 66
Skikda 647 32000 49 650 26800 41 550 19710 36
Tlemcen 394 26700 68 492 19410 39 502 15200 30
Djijel 358 22800 64 340 20110 59 348 18650 54
Tizi-Ouzou 377 26300 70 321 22490 70 342 22819 67
Taref 175 7500 43 106 3250 37 300 11600 39
Biskra 284 15000 56 252 9390 37 272 1590 50
Setif 256 16500 64,5 246 13000 52,8 248 18405 74,2
Bejaia 240 12000 50,0 233 7080 30,4 243 9750 40,1
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2. Importance de la culture du haricot dans la wilga de Tizi-Ouzou

Dans la wilaya de Tizi-Ouzou, le haricot est iné&gians les différents
assolements pratiqués par les agriculteurs de dgten. Que ce soit, les assolements
(rotations) maraichéres purs: (i) les assolemenenaux (Solanacées/ Liliacées/
Légumineuses) : Pomme de terre/ Ail- Oignon/ Hdriqd Dans les assolements
guadriennaux (Solanacées/ Liliacées/ Solanacéggnhi@euses): Pomme de terre/ Ail-
Oignon/ Tomate/ Haricot. Ou les assolements (k&) maraichage/ fourrage :
Solanacées/ Légumineuses/ Solanacées/ Fourrages.

Lors de ces assolements, 50% des terres sootédteaux solanacées, 27% aux
fourrages, alors que le haricot n'occupe en moyequne 5% dans les assolements

irrigués (Tableau 3).

Tableau 3. Les proportions approximatives des différentegesp dans les assolements irrigués de la
wilaya de Tizi-Ouzou (D.S.A, 2006)

Espéces Pourcentage dans
I'assolement

Pomme de terre 25%
Tomate 15%
Piment/ Poivron 10%
Ail/ Oignon 10%
Féve 5%
Haricot 5%
Concombre/ Courgette 5%
Melon/ Pasteque 10%
Betterave/ Fenouillet 5%
Laitue/ Carotte 5%
Navet/ Choux 5%

La wilaya de Tizi-Ouzou figure parmi les premiesgayas les plus productrices du
haricot en Algérie comme on peut le constater dangableau 8. Ceci serait dQ,
essentiellement a sa large consommation par lasahéd) surtout lors des fétes en été,
en plus des avantages climatiques qui caractérisetté wilaya (eau, température,
I'ensoleillement...). L'évolution des superficiedservées a la culture du haricot dans

cette wilaya est montrée dans le tableau 4
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Tableau 4.Evolution des superficies et de la production ducld dans la wilaya de Tizi-Ouzou de
'année 2002 a 2006 (D.S.A, 2006)

Année Superficies (ha) Production (gx) Rendemerdg/pa)
2002 313 21390 68
2003 334 22140 66
2004 377 26300 69
2005 321 22480 71
2006 342 22819 67

Le tableau 5 classe les communes de la wilayazigOlizou selon I'importance

des superficies consacrées a cette culture.

Tableau 5.Les principales communes productrices du haricos d&awilaya de Tizi-Ouzou. (Les
superficies en ha, la production en gx et les ramages en gx/ha) (D.S.A, 2005)

Les Communes 2003-2004 2004-2005

Superficie Production Rendement  Superficie Producti Rendement

Ouagenounne 60 7200 120 50 7500 150
Ain zaouia 15 900 60 30 1800 60
Tizi-Ouzou 53 2700 51 30 1800 60
Timizart 50 3252 65 20 1200 60
Fréha 30 1920 64 16 1180 72
Azeffoune 13 630 48 13 750 60
Mekla 12 600 50 11 440 40
Makouda 10 559 56 10 700 70
Ait Khelili 10 500 50 10 380 38
Tizi-ghenif 10 400 40 10 500 50
Draa-el-mizane 8 480 60 10 600 60
Azazga 6 600 100 6 600 100
Tigzirt 4 223 56 4 240 60
Mechtras 2 90 45 3 180 60

Selon les données de ce tableau, on constateamgrande variabilité pour tous
les parametres considérés (Superficie, productemgjement) d’'une année a une autre

et d’'une région a une autre.
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[I. Questionnaire d’enquéte

Dans ce qui suit nous vous présentons la fiche dgpguestionnaire d’enquéte établi

pour I'essai multilocal dans la région de Tizi Ouzo

Questionnaire d’enquéte

Nom : Date de passage :

N° Fixe : Wilaya :

N° Portable : Commune :

E-mail : N° de I'exploitation dans la commune :

1. Adresse de

I. Identification de I'exploitant
2. Si I'exploitant ne vit pas dans cette exploitationliquez son adresse

3. Nom et prénom de
PeXPIOItaNT... ...t
4. AQ€....coiiiiiinnn,
5. Situation matrimoniale @ .............coccoii
6. derniere Classe SUIVIE........c.covvi v iiiieiiee e e e e
7. Niveau de formation agricole :.............coviiiiiiiiinnnnnn.
8. Etes vous :
Exploitant uniqud— Exploitant principal—I

[I. Identification de I'exploitation

10. Statut de I'exploitation : 11. Superficie ha.............
EAC
EAI
Familiale
Autre (préciser)
11. Date de création ou de prise en charge dplbéation par vous méme

[l Choix de I'exploitation
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Nous avons choisi votre exploitation car:

A/ elle semble porter sur une ou plusieurs de vasefias la culture de haricot vert

et/ou haricot dolique

12. Année de début de la culture de

HariCot Vert.....ocoe e e

Haricot dolique....................

1.1.Priorité des spéculations pour cette saison?

Type de culture Surface totale  Nbre
(ha) parcelles

Haricotvert | | ...

Haricot dolique | | ...

Autres spéculations

1.2 Quelle est la (les) raison(s) du choix de lauwrelt

Choix de la culture

Motifs

Haricot vert

Haricot dolique

1.3 Utilisation

Haricot vert

Haricot dolique

Si Irrigation (Mode)
(fréquence)

1ére culture (ha)
2éme culture (ha)
Culture intercalaire

Ressources en eau
AEP
PUIT
Autre précise

B/ Suppose étre localisée sur des sols calcaires
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Haricot vert Haricot dolique
2004 —2005 2003 — 2004 002- 2002 2004 —2005 2003 — 2004 2003 - 2002

Nom ounuméro de la parcelle

Surface

Origine de la semence
Locale (produite)
Achetée

Semis:
Période
Distance entre les ligngs
Distance entre les plants
Nbre de graines /trou

Récolte

Période

Mode

Rendement/ha

Précédant cultural

Type d’entretien de la parcelle

Enherbement, Labour,

Désherbage, Labour, Autre...

Signes particuliers

Eventuelles carence en P

Carences en N

Présence de nodules

Nombre

Type

Position sur la racine

Couleur

Labour
Période
Type

Profondeur

Un chaulagea-t-il été effectué g

la parcelle

Si oui : Période
Dose

Engrais
Période
Type

Dose
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Fumures organiques
Période

Type
Dose

pente
Faible
Moyenne
Forte
Commercialisation
Autoconsommation
Commercialisation
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Connaissez vous des hétérogénéités sur cette lpe?detsquelles

Etes vous en mesure de fournir les calendriergdidigations des années précédentes

Jusqu’a quelle année peut-on remonter ?

Essayez de faire ressortir la dose de P, N eticalaanuelle a la parcelle :

Quelle a été la dose moyenne de P, N annuelle &gpaila parcelle (en gros)...
DE 2004 & 2005, .. ..ttt ettt et e e e e
DE 2003 8 2004 .. . .n ittt e e e e e
DE 2002 & 2003, .. ..ttt et et e e e e e
DE 2001 8 2002, ... eute it iee e et e e e e
DE 2000 @ 200L... ..ttt it e e e e e e e e

Avez vous déja effectué des analyses sur cettelpaftLesquelles

Autres remarques
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FICHE ECHANTILLONNAGE

Nom :
Adresse :

N° Fixe :
N° Portable :
E-mail :

Date de prélevement:

Wilaya :

Commune :

N° de I'exploitation
dans la commune :

N° de la parcelle :

Nbre de prélevements

ITINERAIRE TECHNIQUE :
Labour

Fertilisation

Précédant cultural

Si Haricot vert et : ou dolique

DESCRIPTION DE LA PARCELLE :

TYPE D’ECHANTILLONNAGE

CARACTERISTIQUES DU SOL:

Couleur
Texture
Structure
HCI

MO

Joindre croquis de la parcelle et autres piécesssaires
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[ll. Analyse de I'enquéte

3.1 Volet sociologique

L’enquéte est menée sur des agriculteurs appatténalifférentes catégories
d’age, de profession, de niveau d’instruction etndeeau de formation agricole. La
totalité, des individus questionnés, appartienh@ tnanche d’age allant de 20 a 40 ans.
Chez environ 55 % de ces individus, I'agricultueeconstitue pas leur principale source
de revenus. Par contre, pour les 45 % restantjdiature constitue leur seule source de

revenus.

Pour le niveau d’instructionfFigurel). 45 % de ces individus ont un niveau
secondaire (C.E.M), 27% ont le niveau termin&l"{8S) et 27% restants ont un niveau

universitaire. Cependant, parmi ces agriculteucsiaun’a suivi une formation agricole.

45 409 Universitaires

I m Lycéens

Figure 1. Répartition des agriculteurs selon le niveau drington.

3.2 Volet phytotechnique

Le prix du marché du haricot en Algérie est éldvé. ce fait 81 % des
agriculteurs s‘intéressent a cette culture pow @ésons économiques. L’objectif le
plus recherché par eux est de tirer profit de lagmaénéficiaire. Par contre, 18%
seulement des individus ont répondu avoir choigteceulture pour son intérét
agronomique. La discussion menée avec les agnesltaous laisse croire que la
majorité d’entre eux ignorent I'intérét agronomegdes légumineuses en général et
celui du haricot en particulier. D’ailleurs, la mgjé de ces agriculteurs apportent des
engrais de la méme facon pour les légumineusespque les autres cultures. lls
ignorent que les Iégumineuses sont moins exigeagteszote. Nous avons aussi

constaté qu’ils ne font pas de contrdles de norwmate leur culture. Ce qui peut étre
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attribué au manque d’informations et de vulgaiisaé ce sujet et probablement a leur

niveau d’instruction.

Tous les agriculteurs achetent leur semence sumalehé et ne jugent pas utile
d’assurer la multiplication de graines. De ce flaityariété utilisée est la méme chez la
plus part des agriculteurs. El Djadida est la pltissées dans la région, du fait de sa
disponibilité sur le marché, sa bonne productivdi@si que sa résistance aux maladies

et son adaptation aux conditions du milieu.

Notre enquéte a révélé que les périodes de laposemis et récolte

s’échelonnent sur des périodes différentes sebrélgions et le climat.

e Le laboure: La période de laboure s’étale du mois de Mai jusguhois de
Septembre. 64% des agriculteurs labourent leursepf@s au mois de Mai, 18% le font
en mois de Septembre par contre 18% de ces agucsltabourent au mois de Janvier-

Février.

Des difféerences de la profondeur de laboure oétcénstatées. Elle est en

moyenne de 40 a 50 cm.

. Le semis: E fonction des régions, la période de semis s’affe@ntre fin
Avril jusqu’au début Juin. L’ensemble de ces adteaurs effectuent un semis en ligne,
avec des distances entre les lignes et les plantditferent suivant la superficie
exploitée d’'un agriculteur a un autre. Ces distarsmnt respectivement en moyenne de

60 cm, et 35 cm. Ces agriculteurs mettent géaéraht 3 grains/trou.

. La récolte: La récolte se trouve liée a la période de floraigpm est fonction du

climat local. Dans les zones du piémont, la récdltéharicot vert s’effectue a partir du
mois d’Aodt jusqu’au mois d’Octobre. Pour la régaunsublittoral, la récolte s’effectue
du mois de Juillet jusqu’au mois d’Octobre. Pouritral, elle est plus longue, et

s’étale du mois de Juillet jusqu’au mois de Novesnbr

Le fait que le haricot vert soit récolté manueka il y'a lieu de signaler que le
manque de main d’ceuvre constitue une contrainteurgjsurtout durant ce stade de

production.

. Le rendement: Il nous a été difficile d’obtenir des informatiobgen précises

sur ce pointcar la majorité des agriculteurs, environs 72%,snont répondu par des
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estimations qu'ils ont jugées eux méme d’'imprégiaém's qu’environ 27% d’entre eux

n'ont pas répondu a cette question, (Figure 2).

I

Pas de réponse
m 90gx/ha
m 40gx/ha
60 a 90gx/ha

Figure 2. Répartition des exploitations selon les rendemelntsnus.

La destination de la récolte differe d’'un agrieult a un autre suivant
I'importance de I'exploitation. La majorité d’enteux commercialisent la totalité de

leur récolte alors que quelques uns laissent urigopar une consommation familiale.

3.3 Le processus de commercialisation

Le processus de commercialisation des récoltdsrdifd’un agriculteur a un
autre. Environ 45% d’entre eux écoulent leur lt&csur le marché de gros surtout lors
d’'une grande production, 18% d’entre eux vendeet partie de leur production sur le
marché de gros et 'autre sur le marché de détafbection la différence du prix de
vente. Par contre 27% assurent une vente diredeetdéalité de leur récolte sur le lieu
méme de production a des commercants de détabaudes particuliers.

Mécanisation: Le matériel agricole utilisé peut étre personnelaué. De ce fait notre

enquéte nous a démontré que 64% de ces agriculpessedent le matériel agricole
nécessaire pour la réalisation de leurs travaugufei 3). 36% des agriculteurs ne
peuvent entamer les travaux culturaux qu’aprésrdeoé les machines. Dans le méme
Sens, Nous avons pu constater un intérét des dgtickipour la mécanisation. En effet
45% des agriculteurs questionnés sont hautemerdnis&s, 36% ont un degré moyen
de mécanisation et les 9% de ces agriculteurs demietoujours dans les pratiques

artisanales.
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9,10% -
Hautement mecanisés

m Moyennement

\ 45 40% mecanisés
36.4094 / ’ Faiblement mecanisés

Figure 3. Répartition des exploitations selon le degré deamisation.

Main d’ceuvre: Notre enquéte a révelé deux types de main d’ceupegsianente et/ou
saisonniere. Plus de la moitié est saisonnieregmtsente 73% de la main d’'ceuvre
totale. La main d'ceuvre permanente est constijuéwipalement des exploitants
(propriétaires). Les exploitants agricoles ne fappel a des saisonniers que pendant la
période de récolte qui nécessite un grand nomlmmevders pas forcément qualifiés ce
qui se répercute sur la qualité des travaux studda récolte. C'est & ce stade bien

précis gu’'un minimum de savoir faire est nécesgzong favoriser la reprise.

Irrigation : Le haricot est une culture d’ été et se conduithcdoen irrigué. La
disponibilité en eau est différente d’'une régionree autre. Le mode et la fréquence
d’irrigation sont forcément différents d’'un agriteur & un autre. De ce fait, 82% des
agriculteurs optent pour une irrigation par aspersians les régions ou l'eau est
disponible (retenues collinaires, puits), 9% d’ergux utilisent le systéeme de goutte a
goutte qui leur permet d’économiser I'eau, et dlmpyer la fertigation. 9% restants,
occupant des petites exploitations, utilisent ustéayie traditionnel par rigolegigure

4). Néanmoins, la majorité des agriculteurs utilidenr propre matériel d’irrigation .

..

Aspersion
m Goutte a goutte
Rigoles

81,80%

Figure 4. Répartition des exploitations selon le mode d’atign.
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Vu la diversité topographique de ces régions, éssaurces en eau dont dispose
ces agriculteurs sont aussi diverses. L'irrigastaifectue grace aux retenues collinaires
chez 54% des agriculteurs questionnés, aux pudg 2@% et enfin 18% irriguent a

partir des ressources naturelles se trouvant @figur de leurs parcelles (Figure 5).

Retenues collinaires

18 200 - m Puits

Sources naturelles

Figure 5. Répartition des exploitations selon la source eau’'d’irrigation.

Le remplissage de ces ressources est conditionrié plviométrie saisonniere.
Les superficies cultivées et le choix des spéanatsont fonction de la disponibilité de
'eau. Les agriculteurs optent généralement posraldtures moins exigeantes en eau

lors des saisons seches.

3.4 Aspects agronomiques

Les exploitations sont dans leur totalité privéestes, dont 27% sont familiales
(Melk), 45% sont privées individuelles et 27% stmtées, avec des superficies allant
de 1 a 15ha réservées a différentes spéculatiammani@ de terre, culture fourragére,

culture maraichére).

La superficie consacrée a I'haricot dépasse ldiénde I'exploitation chez 45%
des exploitants, par contre, elle est inférieus®% de I'exploitation totale chez le reste

des exploitants ou elle représente seulement 20@& 4

2.5 Divers

> La contrainte majeure soulevée par la majorité atggculteurs questionnés
est le manque d’eau. C’est un facteur limitantrizdpction. Le choix de la spéculation
ou de la superficie a cultiver dépend largemertedfacteur.
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> |l est & remarquer que 100 % des exploitants auiesé le probleme du colt
élevé des intrants. Un véritable obstacle pourdeagtie d'une bonne production et
d’'une bonne qualité des récoltes.

> Le prix élevé des produits phytosanitaires sumkrché, leur disponibilité
ainsi que leur gqualité est aussi un des problemesaux. Ce qui conduit les exploitants
a diminuer le nombre de traitement pour les culturdectées. S’ajoute a cela les
attagues d’animaux sauvages qui causent d'impartigats sur les cultures.

> Les exploitants souffrent de manque de main d’'espour assurer les taches
nécessaires pour leur culture. Cela s’expliquelpduite de la population active vers
d’autres activités plus rémunérées, en plus du oemg formation et du savoir faire
des ouvriers d’'une maniére générale.

» La commercialisation et le transport constituemtpuobléme important qui
persiste toujours. La production est difficileménbulée, a cause des prix bas proposés
sur le marché, la non maitrise du fonctionnementaledernier par les agriculteurs et
I'absence du contrdle des prix. C’est donc lesmdeers qui en tirent plus de profit au
détriment des agriculteurs.

» L’'absence de I'Etat en matiére de subvention etugarisation constitue un
handicape pour les agriculteurs et limite les pwktgis d’améliorer leurs potentialité de
production. L’absence d'un statut bien défini enifgétes agriculteurs de se structurer
et de se stabiliser dans leur domaine.

Quelques agriculteurs ont répondu favorablemerdtée proposition, par contre
les autres ont accepté de porter ces essais ssiparcelles mais sous conditions:

> Les superficies qu’ils peuvent réserver doiverg petites.

» La quantité des semences a tester sera réduite.

> Faire intégrer l'agriculteur dans la recherchemstfique.
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Iv. Présentation de la région d’étude

1. Caractéristiques de la région

La wilaya de Tizi-Ouzou comprend soixante sept mames et vingt et une
dairas (Figure 1). Elle se localise au nord deoteezcentrale de I'Algérie délimitée:

» Au nord par la mer méditerranéenne.

> A l'est par le massif d’Akfadou et la wilaya dej&e.

> A l'ouest par les pleines du sahel d’Alger et ikaya de Boumerdes.

» Au sud par la chaine cristalline de Djurdjuraaewilaya de Bouira.

Elle se situe a une centaine de kilométres a kAtger. Elle s’étend sur
environ 2957 km2, soit 10% du territoire nationdgnt 59 % forment trois bandes
paralleles: la chaine coétiére, le massif centraleemassif du Djurdjura. Le reste
représente 35 % de collines et 6 % de valléesagigs cotieres.

Le relief de la wilaya de Tizi-Ouzou est donc tement montagneux et forme

la grande partie de son territoire.

1.1. Géologie et géomorphologie

L’existence de zones de chevauchement et de cheyriotamment dans la
partie sud, rend I'étude de la structure diffi@eppréhender (Abdessalem, 1995).
D’importantes failles se présentent particulierettams la partie sud de Djurdjura.
Cette tectonique cassante a affecté les différdotesations importantes dues aux
mouvements orogéniques alpins de la fin de I'émgaiee et le début du quaternaire
(Asla, 2002). Cette région est constituée de rquaisembles géologiques orientés
sur un axe est-ouest:

» La chaine cotiere : C’est un vaste synclinal palala la mer méditerranéenne.
* La chaine de Djurdjura :Elle représente un reliepartant dominant toute la
Kabylie, de nature calcaire reposant sur des tesrdidage primaire, elle recoupe

la chaine cétiére du massif de Tamgout.
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* Le socle métamorphique : Les terrains sont cligibllliens de nature
magmatique (granite, pegmatite) et métamorphiqué&agohiste, quartzite)
d’age paléozoique.

» Dépébts alluvionnaires : Ce sont des formationsvalhnaires du quaternaire. lls
sont caractérisés par six niveaux de terrasses feome emboitée ou étagée
(Yakoub, 1996).

La Kabylie est constituée en principe de troisnfies morphologiques qui sont :

* Les massifs montagneux de grande Kabylie qui si&ende la cote jusqu’au
pied du Djurdjura.

* Collines Elles s’étendent jusqu’au pied du massiKabylie. Elles masquent la
transition entre les terres démolies des bas fatdes premieres pentes des
montagnes. Elles sont de relief arrondi avec deseperes douces et de nature
marneuse.

» Plaines Ce sont des plaines alluviales, souverdcass aux collines qui les

entourent.

1.2. Reliefs et sols

Du point de vue relief, la wilaya de Tizi-Ouzou esnstituée de sept grands
ensembles morphologiques orientés sur un axe est-qui sont :
» La chaine cétiere.
» La vallée du Sébaou.
» Le massif montagneux de grande Kabylie.
» La zone collinaire de Tizi-Ouzou.
» La zone collinaire de Tizi-Gheniff.
» La dépression de Draa el Mizan.
» La chaine de Djurdjura de type calcaire.
Les sols de la wilaya de Tizi-Ouzou sont de plusiewatures, selon Mesrouk
(1984), on trouve:
* Les sols peu évolués : Ce sont des sols jeunesgfosur des alluvions récents,
ils forment ainsi a majeure partie des terrasseesntés.
» Les sols brunifiés: Ce sont des sols avec un osiqus horizons diagnostiques

qui peuvent se former assez rapidement et ne psfdgras d’alluvions.
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* Les sols calcimagnésiques: lls sont surtout forsugégres calcaire, le profil est
calcaire.

* Les sols sesquioxydes: lls sont localisés danspleshes de dissolution
karstiques de roches dures. lls couvrent la majparge du massif de Larbaa

Nath Irathen et la partie amont de Fréha ou ceBessont exploitées comme

matériaux de construction.

* Les vertisols: lls Sont largement répondus darsdine du Sébaou.

Tizi-Ouzou est une zone essentiellement montagnews bénéficie d’une forte
pluviosité avec 1000 mm/an, réparties dans l'ansé®n le régime climatique
méditerranéen. La source d’eau la plus importaeteatte wilaya, est 'oued Sébaou
avec ses affluents. La région compte quatre vi@@j (etenues collinaires destinées a
lirrigation dont la capacité totale atteint sixIhein de n/an.

Les terres irrigables sont situées dans la zonla dallée du Sébaou (Yakoub,
1996). Les ressources en eau souterraines sonutairds de la capacité
d’emmagasinement de la nappe alluviale du Sébaou.

La potentialité hydrique importante de la régiceshpas exploitée. Les volumes
d’eau qui se jettent dans la mer, a partir du Sépaaprésentent I'équivalent de dix fois

la demande globale annuelle de la wilaya (Yako9B6)

1.3. Etude climatique de la wilaya de Tizi-Ouzou

Le climat de la wilaya de Tizi-Ouzou ressort dwimde méditerranéen
caractérisé par un hiver froid a pluviosité impotéaet un été trés chaud et sec, qui
s'étend de la mi-Mai jusqu'a la mi-Septembre.

En vue de I'étude climatique, nous avons utilisé dennées s’étalant sur une période
de dix ans (1996-2006).

Température

D’apreés le tableau 1, les températures moyennegsinées durant les mois les
plus froids (Du mois de Novembre au mois de Maes)ent entre 9°C et 17°C. Alors
que pendant la période chaude, elles varient @4ti@°C et 28.8°C. Les températures
maximales sont enregistrées durant les mois de Juiifet et Ao(t avec respectivement
32.3°C; 37.1°C et 34.2°C.
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Tableau 1.Variation des températures moyennes, minimalesag&tmales de I'année
2006 O.N.M de Boukhalfa, 2007

Année J F M A M J Ju A S o N D Tot
2006

T°Cm 92 10 142 183 219 248 288 26.7 239 223 12431 2295
T°Cmm 5.7 63 92 129 169 185 218 209 185 173 184 168.9

T°C 13.8 15 20.7 252 29 32.3 37.1 342 31.7 30.1 238,7 309,9
mM

T°C m : températures moyennes mensuelles du mdi€.en
t°C mm : températures moyennes minimales du mof€en
T°C mM : températures moyennes maximales du mof€en

D’aprés le tableau 2, la période des dix derniarases (1996-2006) suit les
mémes variations thermiques avec les mois lesfpdics allant de janvier & mars et de
novembre a décembre avec respectivement 10.12°68°Q;013.7°C et 14.5°C et 10°C.
A partir du mois d’Avril, les moyennes des tempéras commencent a augmenter

progressivement jusqu'a une valeur maximale deD2C,&nregistrée au mois de Juillet.

Tableau 2.Variation des températures moyennes mensuellEsdixennie (1996-
2006).(0.N.M de Boukhalfa, 2007)

Mois J F M A M J Ju A S o N D Tot

T°C 10.1 105 140 159 197 249 276 237 245 21.0451100 2164

La pluviométrie

Les précipitations sont irrégulieres et varienurnd# année a une autre. La
pluviométrie moyenne annuelle enregistrée an nideala wilaya de Tizi-Ouzou durant
la décennie (1996-2006) est de 735.7mm. Le maxirdemluie est enregistré au mois

de Décembre avec 143.7mm et le minimum en Juilet 4.6 mm (Tableau 3).

Tableau 3.Variation des précipitations moyennes mensuellda décennie (1996-
2006) (O.N.M de Boukhalfa, 2007)

Mois J F M A M J Ju A S o N D Tot

P (mm) | 130 705 352 719 694 43 16 205 303 521 1084 7357
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Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

Ces deux auteurs considérent qu’un mois est smudjle total des précipitations
P en mm est inférieur au double de la températur@est-a-dire quand le rapport P/T
est inférieur ou égal a 2 (Bagnouls et Gaussen3)l9% systeme du diagramme
ombrothermique permet la détermination de la périegche (Figure 1). Sur ce
diagramme sont reportés :

» En abscisses, les mois de I'année.

» En ordonnées, d’'un coté les précipitations moyemmessuelles de l'autre
c6té les températures moyennes mensuelles a uraleéatouble de celles des
précipitations.

Lorsque la courbe des précipitations passe au deskocelle des températures,
la période qui s’étale entre les abscisses destgalimteraction des deux courbes

correspond a la durée de la période séche.

80 160
70 4 1 140
60 - + 120
50 + + 100
© 40| lg E |™T°
[ 30 | 1 60 E_’ —e—P (mm)
20 + + 40
10 + + 20
0O +—+—+—+—+—+¥==4 1o
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Figure 2. Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen
de la wilaya de Tizi-Ouzou (1996-2006).

Le diagramme ombrothermique de la wilaya de Tiaz@Qu, pour la période
(1996-2006), réveéle la présence d'une période s@ahg’étale de la mi-Mai a la fin du
mois de Septembre. La wilaya de Tizi-Ouzou se wodans des conditions de climat
favorable au développement de la culture du haricsavoir, un climat méditerranéen
qui présente des températures moyennes concordamn&sondant aux exigences de la
culture, qui coincident avec les stades phénolmgiqdu haricot. Ce climat est
caractérisé par une pluviométrie assez suffisambéamment pendant I'automne et
I'hiver. On enregistre en moyenne plus de 700mnpldee annuellement. Il est aussi
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caractérisé par une période estivale séche qussiéeda conduite de cette culture en

irrigué.

2. L’agriculture dans la wilaya de Tizi-Ouzou

La superficie agricole utile (S.A.U) de la wilaygstimée a 97131 ha, demeure
trés réduite. Elle représente 32 .84 % de la sigetbtale de la wilaya et 67.81 % de
'ensemble de la SAT. Cette S.A.U se caractériseuypamorcellement extréme des
exploitations au nombre de 66853 unités (au derfRi&.A de 2001) et par le statut
juridigue privé a 96 % des propriétés qui entraveatite intensification et
modernisation de I'agriculture dans la région (feaie de I'indivision).

La répartition de la S.A.U par commune fait ressamne grande partie qui est
située en zone montagneuse dont les terres présegénéralement une pente
supérieure a 12 %. (Tableau 4).

En plus de son exiguité, la S.A.U actuelle edilémnent irriguée. On ne reléve
que 5800 ha de la S.A.U irriguée sur un potentiggable de 12000 ha dont le
maraichage occupe 2950 ha soit 50.86 %.

En raison de son caractéere montagneux, la S.Atldla@ninée par les cultures
fourrageres qui représentent un peu plus de 36 %cele surface. Les autres
spéculations sont représentées par I'arboriculiireier et figuier principalement) avec

12 % et la viticulture avec 0.81 %.
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Tableau 4.Répartition générale des terres de la wilaya deQizou (DSA, 2006)

Superficies
CORSNCON
(ha)
Cultures
] 19 630 13.70 6.64
herbacées
Terres
Maraichages | 7 200 5.03 2.43
S labourables
Terres au
22 407 15.64 7.58
repos
S
A Plantations
N 12 760 8.91 4.31
fruitiéres
A U Cultures Olivier 32 448 22.65 10.97
permanentes | Vignobles 1429 1 0.48
T .
Prairies
1257 0.88 0.42
naturelles
Total S.AU 97 131 67.81 32.84
Pacages et parcours 27 081 18.90 9.16
Terres improductives 19 040 13.29 6.44
Total des terres affectées a I'agriculture 143 252 | 100 48.44
Superficie forestiere et maquis 115 000 / 38.87
Terres Non agricoles 37 540 / 12.69
Superficie totale de la wilaya 295 792 / 100

(%)™ : pourcentage calculé par rapport a la superfita@eales terres affectées a I'agriculture ;
(%)@ : pourcentage calculé par rapport a la superfit@eale la wilaya.
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3. Les zones de prospection

Les communes d’étude sont essentiellement loeslisans le littoral, le
sublittoral, la vallée du Sébaou et la région dentagne (Figure 6). Elles sont d’'une
diversité agro-écologique trés marquBeur notre prospection, nous avons délimité la
région d’étude en trois zones qui sont:

» La zone | : Comprenant les deux communes suivantes:

. La commune d’Azeffoune Elle est limitée a I'Est par la commune de Ait
Chafaa, a l'ouest par la commune de Timizart etsséin, au nord par la mer
méditerranéenne et au sud par la commune de Z¥kkpurene et Fréha. Cette
commune comporte trois zones de reliefs, avecgpnéthnce de montagnes qui
occupent 70% de la superficie totale. Les collirgzrésentent 25% de la superficie
alors que les plaines ne représentent que 5%.

Les sols sont calcaires de texture argileuse. @ouve aussi des sols a texture
fine rougeéatre de profondeur moyenne. La pluviométroyenne annuelle est de 700 a
800 mm, la température moyenne maximale est de Zr°@ériode Juillet-Aout, la
minimale est de 10°C en période Janvier-Fevrier.
. La commune de Tigzirt : Elle est limitée a I'Est par la commune d’Iflissen
I'ouest par la commune de Mizrana, au nord par é& méditerranéenne et au sud par
les communes de Boudjima et celle de Makouda.relief de la commune est de
prédominance montagneuse avec certaines collirette Commune se caractérise par

une forte pluviométrie.

» La zone Il : avec les communes suivantes:
* Lacommune de Fréha

Elle se situe dans la vallée du haut Sébaou ar88ela wilaya de Tizi-ouzou.
Elle est limitée au nord par la commune d’AghrilyEst par la commune d’Azazga, a
'ouest par les communes de Timizart, Ouaguenotriéze Ouzou, au sud, la limite
principale est constituée par I'oued Sébaou geéfzare des communes de Mekla et de
Tizi-Rached. Le relief de cette commune est carsétéar trois zones étagées suivant
l'altitude:

- Une zone de montagne occupant 51% de la sudacemunale totale,

caractérisée par une agriculture de type tradigben
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- Une zone de collines qui représente 36% deparsigie et qui est de vocation
céréaliere et fourragére.

- La zone de vallée qui occupe la partie inféeede la commune, représente
13% de la superficie totale de la commune, forndederrains plats pouvant étre
irrigués.

Les sols de la commune de Fréha se posent stiemasses alluviales récentes,
qui a leur tour, reposent sur des formations mieqaesst-nappe.

* La Commune d’Azazga:Elle est limitée au nord par la commune d’Aghrib et
le massif montagneux de Tamgout, a I'Est par |&tfode yakourene, a l'ouest par la
commune de Fréha, et au sud par la limite natudelleued Sébaou, et enfin au sud-est
par la commune d’'lfigha, La commune d’Azazga s’étenr une superficie totale de
7705 ha. Cette commune est composée de trois denedief. La majeure partie de son
territoire est prédominée par la zone montagneus@agupe 75% de la superficie, la
zone collinaire avec 20% de la superficie totalerdin les plaines avec seulement 5%
de la surface communale totale. Les sols de lamégbnt en général de type argileux
reposant sur marne. Les températures varient gémérat entre 6°C et 15°C en hiver
et 25°C et 35°C en éte.

. La commune de Timizart: Elle se situe au nord-est du chef lieu de la wilaya
de Tizi-Ouzou, a une distance de 41kaile est limitée au nord par la commune
d’Iflissen et d’Aghrib, au sud par Fréha et Oueguere, a I'Est par celle de Fréha, et a
'ouest par la commune de Boudjima. Cette commuétersd sur une superficie de
6514 ha, dont 30,4% est constituées de plaine@¥238eprésente les piémonts. tant
disque 46.4% est occupé par la montagne. La sua@Geole utile représente une part
importante dans la surface totale de la commune4&%% de la superficie agricole
totale.

Plusieurs spéculations sont rencontrées dans cettemune. Les cultures
céréalieres représentent 60.18% de la S.A.U. Lisgres maraichéres occupent 13.72%
de la S.A.U, alors que I'arboriculture représertel@% de la S.A.U. La commune de
Timizart se situe dans I'étage bioclimatique subli@nlLa moyenne des précipitations
est de 800 mm/an, ce qui est favorable a I'aguceltet permet I'alimentation des
sources d’eau souterraines et de surface.

* La commune de Makouda

La commune de Makouda est située au nord-ouekt ddaya de Tizi-Ouzou,

distante de 25km du chef lieu. Elle est administeaient limitée au nord par la
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commune de Mizrana, a l'ouest par celle de Sidi @@, a I'Est et au sud
respectivement par les communes de Boudjima eAkga Mimoun, et au sud par la
commune de Tizi-Ouzou.
Cette commune s’étend sur une superficie total®78 ha dont 1841 ha soit
32% sont des surfaces agricoles utiles (S.A.U)9R3a, soit 65.94% sont des bois,
parcours et terres incultes. La surface agricol&.(H se divise en deux parties:
- Les terres nues avec différentes spéculationsaleséfourrages, cultures
maraicheres et Iégumineuses, avec une superfidd@d&25 ha soit 58% de
la (S.A.U).
- Les plantations des arbres fruitiers avec une ditéeid’especes, occupent
une superficie de 637.25 ha, soit 34.61% de lalE.A.

» La zone 3

. La commune de Mechtras Elle se situe au sud sud-est du chef lieu de la
wilaya de Tizi-Ouzou, & une distance de 36km, awee superficie de 17.36 Km
(C.C.D.I) pour une population de 13000 habitants &9 habitant/krElle est limitée

au nord par la commune de Souk El Tenine, a I'Bstlp commune de Tizi N'tlata, a
I'ouest par la commune de Boghni, et au sud par¥ssssef. La commune de
Mechtras se compose d’'une importante masse deneslbéparées de la chaine de
Djurdjura par une grande vallée, selon Abdessle@#83) Ces zones sont formées par
'accumulation des dépéts de l'oligo-miocene reartivpar l'oligocene (Flyschs
chaotiques). Elle est cependant renommeée par dest@dités hydriques importantes.
L’existence de plusieurs oueds, puits et d'impddgarsources plagant cette commune
parmi les régions les plus ressourcées en eaurdfangleur des puits montre que les
nappes phréatiques sont poches de la surface. [haométrie de la région est
généralement supérieure a 700mm d’eau/an, maisvatle d'une année a une autre.
Les précipitations s’échelonnent sur environ sixisngde I'année. Les températures
moyennes maximales sont de 29°C a 35°C en pérgtdale, et les minimales sont de
10°C en période hivernale.

. La commune de Ain Zaouia La commune de Ain Zaouia se situe au sud de la
wilaya de Tizi-Ouzou. Elle est limitée au nord f|mcommune de Ait Yahia Moussa, au
sud par Bounouh et la commune de Frikat, a 'Estgpaommune de Boghni et celle de

Maatkas, et a I'ouest par la commune de Draa EbNliz
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La surface agricole utile est de 2216.45 ha 290 de la S.A.T. (5688 ha)
avec une dominance des cultures céréalieres repéésepar 630 ha, soit 16.69% de la
S.A.U. Les sols de la commune sont généralementexeire Argilo-limoneuse a

structure grumeleuse.
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Abréviations

ARA : Activité réductrice d’acétylene

C,H,-ID : «Acetylene-induced decline» : déclin d’ARA de rfdrogénase induit par
aceétyléne

COnr : Consommation d’oxygéne des racines nodulées

DAS : Days after sowing

EUP : Efficacité d'utilisation du phosphore

FSN : Fixation symbiotique d’azote

MS : Matiere seche

Oe: Concentration d’oxygéne externe

Oi : Concentration d’oxygéne interne

PCO : Pression rhizospherique d@ermattant I'activité enzymatique maximale

Pi : Orthophosphate

PO, : Pression partielle d’oxygéne

RILs : Recombinant imbred lines



Adaptation de la symbiose rhizobienne chez le haxt a la déficience en
phosphore: détermination de la réponse de la planten terme d’échanges gazeux et
de flux minéraux échangés avec la rhizosphere

Résumé La déficience en phosphore est I'un des factéiorgant la production de
légumineuses a graines, dont le hari®igseolus vulgar)s La diversité génétique de
cette espéce en Amérique latine a permis d'identifivec le CIAT, des lignées
recombinantes du croisement de DOR364 et BAT47@rapouvoir fixateur d'azote
(FSN) et a forte efficacité d'utilisation de phosph (EUP). Les résultats obtenus au
cours de ce travail nous ont permis de répondreti@ robjectif principal de thése qui
consistait a veérifier la pertinence des critereslaptation de la fixation symbiotique de
l'azote chez le haricot a la disponibilité de P goes avons déterminé. Nous avons
démontré, d'une part, en milieu hydroaéroponique, Igs racines nodulées du haricot,
excrétent dans leur rhizosphére une quantité deuil est corrélée a la perméabilité
nodulaire. Ce qui laisse penser qu'une part didrétée par les racines nodulées est lice
a la fixation symbiotique de ND'autre part, nous avons démontré que sous egfiei
en P les lignées tolérantes acidifient plus leuezasphére que les sensibles. En
multisites les facteurs les plus déterminants ddidérarchisation des sites sont N-total
et P-total. Deux groupes de lignées se distinguestolérantegersusles sensibles a la
faible fertilité des sols en P. La lignée localedsg#ingue des groupes précédents. Elle
est capable de croitre dans différents sols, notmhias contraignants avec une grande
capacité a noduler, par conséquent, a compensdéflaience en N. Nous avons
également pu démontrer que les biomasses nodd@hiagrienne sont corrélées au P
Olsen du sol.

Mots clefs Lignées recombinantes, perméabilité nodulaire, uefflde protons,
Phaseolus vulgarisnodulation.

Adaptation of nodulated bean to P deficiency: detenination of nodule respiration
and proton efflux in rhizosphere

Abstract: Phosphorus deficiency is one of the limiting factor grain legume
production like bean Rhaseolus vulgar)s The results obtained during this work
enabled us to confirm our main aim of this work evhis checking the relevance of the
criteria of adaptation of the symbiotic nitrogeration of bean to P availability. We
showed, in controlled conditions that the nodulatedts of bean, release in their
rhizosphere a quantity of Hvhich is correlated with the nodul permeabilityhs lets
think that a share of Heleased is related to the symbiotig fiing. In addition, we
showed that under P deficiency the tolerant liredify more their rhizosphere that the
sensitive ones. Into multisite trial the most deti@ing factors of the hierarchisation of
the sites are total-N and total-P. Two groups édi are distinguished: tolerant versus
sensitive to P deficiency. The local farmer lisadistinguished from the studied lines.
It is able to grow in various soil fertility, in pgacular the constraining soils. ones with a
great capacity with noduler, consequently, to camspée for deficiency in NR. We also
could show that shoot and nodule biomass are edecklwith the Olsen-P Olsen of the
soil.

Key words: Recombinant Imbred Lines, nodule perméability tgmeefflux, Phaseolus
vulgaris, nodulation.
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