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PRESENTATION DU PROJET FABATROPIMED

«Services écologiques des Iégumineuses pour léssdyiochimiques de I'azote et du
phosphore et la séquestration du carbone dangd&s1ses de culture céréaliers en Afrique et

dans le bassin Méditerranéen. »

Le projet Fabatropimed financé pagropolis Fondation a debuté en 2011. Il regroupe, pour
une durée de quatre ans, 15 équipes de rechersHgMig@ Eco&Sols, Innovation, LSTM et
les unités SCA et Diascope du campus de Montpekierpartenariat avec des universités
originaires des 8 pays dont Madagascar, Tunisietod)aSénégal, Mali, Burkina-Faso,

Algérie, et 'Egypte.

Son objectif est d'augmenter le bénéfice des légensies pour les systémes de culture
céréaliere et I'environnement dans des agro-écasyest d'Afrigue méditerranéenne et
tropicale par la réduction de l'utilisation destilegants minéraux, 'augmentation de la
séquestration du carbone et la valorisation desdaotions entre les microorganismes du sol

pour favoriser I'acquisition et I'utilisation dealzote et du phosphore par les plantes.

Fabatropimed méne une recherche participative danagro-écosystemes sur la base d'un
diagnostic agronomique et environnemental divis&iag « Works pack »(WP1) associé a
une étude de durabilité et d'innovation (WP5) dertisciplinarité avec le suivi des cycles de
C, N et P des sols et de I'atmosphere (WP2), lacténisation de la diversité fonctionnelle
microbienne, symbiotique et rhizosphérique (i.easdla zone d’influence des racines) (WP3)
et la recherche des génes d'efficacité d'acquisigib d'utilisation du phosphore pour la

fixation symbiotique de I'azote (WP4).

Les actions de recherches ont été réalisées peartihédiaire de ce mémoire de fin d’étude
pour l'obtention d’'un Dipléme d’Etudes Approfondiesn partenariat avec la société
Lecofruit, une société Malgache spécialisé danprtauction et I'exportation de légumes
issus d’agriculture biologique et conventionnelB® travail a été réalisé par une approche
d'écologie fonctionnelle des interactions planteroorganisme- sol-atmosphere avec une
espece de légumineusdihaseolus vulgarissn monoculture dans un systéme cultural a
fertilisation biologique. Fabatropimed considers légumineuses comme des ingénieurs
ecologiques du fonctionnement biologique des sigtudiant les Interactions symbiotiques
et rhizosphériques. Il porte sur i) I'efficacité lugilisation de nutriments et l'interaction entre

nitrogéne et phosphore, ii) l'utilisation de légwradin de produire des aliments pour les



animaux ou pour les humains a haute teneur prqténavec réduction d’intrants et iii) la

biodiversité des bactéries dans les sols et de rhigen



GLOSSAIRE

Albumen: tissu de réserve de la graine pouvant étre derenglucidique, lipidique ou
protéique.

Amendement: apport d'un produit fertilisant ou d'un matériamstthé a améliorer la qualité

des sols

Arbuscules: mycélium d'un champignon présent dans les celtldss parties souterraines
d'une plante. Excroissances d'hyphes mycélienomnef de petits arbres que l'on retrouve
dans les mycorhizes VA dont le role c’est d’asslgdransfert des éléments nutritifs présents

dans le sol, tout particulierement les phosphas, le systeme racinaire.
Autofécondation: fécondation d'un ovule par du pollen issu de lanm@lante.

Biocénose:l'ensemble des étres vivants coexistant dans pacesdéfini (le biotope), ainsi

gue leur organisation et leur richesse spécifique

Chimiotactisme: effet d'attraction ou de répulsion exercé paraiees substances sur une
cellule vivante capable de nager ou de ramper peuapprocher ou s'éloigner du point d'ou
diffuse cette substance.

Ellipsoide: caractere se référant a la forme d’une ellipse
Endosymbiontes:partenaire symbiotique qui vit a I'intérieur desdlgles de son hote

Exsudats racinaires: Liquide excrété par les racines des végétauxoritient de l'eau, des

sels minéraux (phosphore, potassium, etc.), desidgls, des acides organiques (acide
formique pour l'orge et le cresson, acide maliqaarge pois et le mais, etc.), des acides
aminés, des enzymes, des vitamines... Ces comgoséaitilisés comme aliments par les

microorganismes du sol.

Fertilisants: produits destinés a assurer ou a améliorer lationtrdes végétaux et les

propriétés des sols.

Interactions : Action réciproque qu'exercent l'un sur l'autre xdeau plusieurs systemes

physiques.

Javellisé :action de rajouté de I'eau de javel dans I'eagwuun matériel pour le stériliser
Microflore : ensemble des étres vivants difféerents du regnmanide tres petite taille
(microorganismes, champignons, etc.), généralemamichlorophylliens, qui vivent dans les

milieux obscurs et humides tels que le sol, l'itedes animaux.



Monophylétique : se dit des groupes zoologiques ou botaniques aénési comme dérivés

d'une seule espéce primordiale, d'un ancétre commun

Mucilage : substance polyosidique (composée de glucides)emeschez de nombreux
végétaux. Cette substance gonfle au contact de Bedorme une solution visqueuse (gel),
parfois collante.

Mycorhize: organe spécifique issue d’'une association syiajietqui s’établit entre un ou

plusieurs especes de champignon avec les racines glante

Nappes aquiféres strate perméable de roche, sable ou gravier mmtdeau douce, formant

un réservoir d'eau souterraine.

Nodule : structure qui se forme au niveau des racineségsnineuses apres l'infection de la
plante par des bactéries fixatrices d’azote conféansi a la plante la capacité a utiliser

I'azote atmosphérique

Organelles: petites structures internes différenciées, c'est dide délimitées par

une membrane, de la cellule vivante. Chacune exaredonction spécialisée dans la cellule.

Papilionacée:plante de I'ordre des légumineuses, a fleurs ipapitées, telle que le lupin, le
trefle, I'ajonc ou le haricot. (Pour certains ameles papilionacées forment une famille, pour
d'autres une simple sous-famille, d'ou leur aubra de papilionidés.)

PGPR : bactéries de la rhizosphére capables d'interastavec les plantes, stimulant leurs

croissances.

Rhizosphere :région du sol directement soumise a l'influencelps racines et ou coexistent

divers espéces de microorganismes bénéfiques opmoria plante

Saprophyte: Organismes (végétaux supérieurs, des champignodssemicroorganismes)

qui se nourrissent de matiere organique morte.

Symbiose : association intime et durable entre deux orgarssimé&térospécifiques et ou

chacun d’eux tire un bénéfice a cette association.

Variété : caractere de diversification d’individus dansdesons ou les éléments constitutifs

sont différents.

Zygomorphe: Se dit des fleurs qui ont un seul plan de symégi@néralement vertical,
comme les pois, les violettes, les linaires, leshioiacées, etc., ce qui est l'indice d'une

évolution tres pousseée.



LISTE DESTABLEAUX

Tableau 1 Production de haricots (en tonnes) a Madagasces Bainée 2000-2006......... 17
Tableau 2 : Traitement appliqué sur les différepeaselles de cultures.......................... 23
Tableau 3 : Proportion relative du mélange salélglise et sol de culture ....................... 28
Tableau 4: Développement de la variété 02 seltypke de fertilisation.................cc.e..e. 31
Tableau 5 : Développement de la variété 06 seltypke de fertilisation........................... 31
Tableau 6 : Synthese des comparaisons multipleggias pour les deux Variétés.............. 32
Tableau 7 : Synthése des comparaisons multipleggmaas pour les Traitements................. 33

Tableau 8: Synthése des comparaisons multiplegp@iaes pour les deux variétés et les

=11 0] 1= 1 ES TR 34

Tableau 9 : Densité de spores de champignons ermohiziens des deux variétés 02 et 06

en fonction des traitemMents fEIrtHISANT . ....occer i e 35

Tableau 10: Nombre probable de propagules (NPP/168gsol) de Champignons

endomycorhiziens par 100g de sol pour les deu¥térmide haricot vert.............cccccennn. 36.
Tableau 11: Synthese des comparaisons multiplesgi@as pour Variéte........................ 6.3
Tableau 12: Synthése des comparaisons multiplesgoas pour Traitements ............ccc...... 37
Tableau 13: Synthése des comparaisons multiplesgias pour Variété*Traitements ....... 38

Tableau 14: Teneur en azote assimilable par lal@hO;) pour les deux variétés 02 et 06
(e T e T o L= ] | ST 40

Tableau 15 :Teneur en Phosphore assimilable (Rekgdans le sol en fonction du type de

fertilisation (MQ/KQG A SOI) ..uuuuuiiii i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeereaannes 40
Tableau 16 : Matrice des corrélations entre |eRidNtS parametres.......cccccvvvvvvieeeeennnn 43
Tableau 17: Matrice des corrélations entre legdifits parametres.........cccccccvvvvveeeene 44

Tableau 18 : Présence de structures mycorhizigmmaschaque plant et pour chaque dilution

(G o1 F= U 10 0V oo ¢ 114 ) IR 62



LISTES DES ABREVIATIONS
ACP : analyse en composante principale
BA : biomasse aérienne
BR : biomasse racinaire
FAOQ: organisation des nations unies pour I'alimgataet I'agriculture.
IRD 2: amendements composé de compost, de phosplegiosphore

IRD 3: amendements composé de compost, de phosgatehosphore rajouté d’engrais
azoté a 300Kg/ ha

IRD 4: amendements composé de compost, de phosplatehosphore rajouté d’engrais
azoté a 600Kg/ ha

IRD 5: amendements composé de compost, de phosgaatehosphore rajouté d’engrais
azoté a 900Kg/ ha

Maep: Ministére de I'agriculture, de I'élevage etld péche de Madagascar
MVA : mycorhizes a vésicules et & arbuscules

N spores : nombres de spores

P NOD : poids secs des nodules racinaire

NOD/plt ou ND: nombre de nodules par plantes

NPP : nombre le plus probable de propagules

PGPR : plant growth promoting rhizobium

PIM : potentiel infectieux mycorhizogene du sol

Rdt : rendement de production

TM : taux de mycorhization



LISTES DESFIGURES

Figure 1: Structure anatomique des deux principtypes de mycorhize (A: Coupe

transversale d’'une racine avec mycorhize ectotropheCoupe d’une racine avec mycorhize

endotrophe a vésicule et a arbusc(B®urce: Fritsche, 1998). ..........cccooe et cmmmmmevvvvvvvnennnn. 19
Figure 2 : Schémas simplifié du dispositif eXpembad. ..............ccoeeeereriiiiiiiiiiiiiieeeeee e 24
Figure 3: Diversification de la couleur des sp@ssociees a la variété 02.................ce.. 39
Figure 4: Diversification de la couleur des sp@ssociees a la variété 06.................ce. 39
Figure 5 : Analyse en composante principale pouBEete 02 .............ccoeeeeeeiiiiiiininrmmnnen 42
Figure 6 : Analyse en composante principale def&te 06...............ccoeeveiieiiiiiiceeenn. 44
LISTES DESPLANCHES
Planche 1 : Nodules sur le systéme racinaire G.SOj...........ceeeeeeeeiiiiiiiiiiinnees e e e e 18
Planche 2 : Nodules sur le systeme racinaire dadtar..................ccoooevvvvviiiiiciieeeee e, 18



INTRODUCTION



Introduction

Dans les contextes actuels de changement climagqude désertification des terres, il
convient, pour obtenir un rendement de productistinmal, de considérer a la fois la fertilité
du sol et la qualité de I'environnement, en addptks techniques culturales adéquates (St.
Clair & Lynch, 2010). En effet, dans les année®airy la production agricole devra a la fois
répondre aux besoins continuellement croissantdadgopulation mondiale et préserver
'environnement au méme titre que les ressourcagalles (FAO, 2009). Sachant que dans
plusieurs pays, I'extension des surfaces cultiwldst quasiment impossible, la sécurité
alimentaire devrait étre basée principalement 'augmentation du rendement de production
(Kouadioet al.,2011). Or, d'une part, la fertilisation et le patiel de la plante sont les deux
principaux facteurs qui influencent le fonctionnertndu sol et le rendement de production
végétale (Dikinya & Mufwanzala, 2010 ; Baohaetaal., 2012), et d’autre part, les plantes
pour leur croissance et pour assurer une meillpuzduction ont des besoins nutritionnels
basiques en azote, en phosphore et en potassiwngaien d’autres €léments secondaires
tels que le calcium, le soufre, le magnésium, lgléemanganése et le cuivre (Tyler & Olsson,
2001 ; Graham & Stangoulis, 2003 ; Morgan & Conyol#013). Certains de ces éléments
sont naturellement présents dans le sol mais &neur ainsi que leur disponibilité varient
considérablement d’'un type de sol a un autre (Marsiet al., 2003 ; Jonest al.,2004). De

ce fait, trouver I'équilibre entre les nutrimentssarbés par la plante et le stock dans le sol
s’avere étre un mécanisme complexe. Par ailleessadriculteurs, notamment ceux dans les
pays en voie de développement, ne possedent pesrraissances nécessaires en matiere de
propriétés du sol que ce soit du point de vue biglee que physico-chimique. lls essayent de
pallier le probléme en augmentant la teneur eiligamt a apporter au sol, principalement en
fertilisants chimiques, pour augmenter le rendendenproduction. Les résultats obtenus par
le FAO en 2003 confirment cette constatation avee augmentation de 6,2 kg/ha a 118,7
kg/ha entre 1961 et 2000 alors que pour les payslad@pés, cette augmentation a été
seulement de l'ordre de 40,4 kg/ha a 80,5 kg/hdesmnt. Malheureusement, ses actions
n'apportent pas souvent les résultats escomptés emrainent d’autres situations souvent
catastrophiques au niveau des propriétés physicoigpnes ainsi que sur le fonctionnement

de la faune ou de la flore dans le sol (Siaveshail.,2011).

Le manque de connaissances sur les besoins résisl @m matiére de fertilisation conduit
souvent a des sur-fertilisations ou sous fertilisest a I'origine de la baisse du rendement de
production. Or, I'application des fertilisants chgues sur le long terme affecte en méme

temps les propriétés physico-chimiques et micraigiojues du sol (Acton & Gregorich, 1995
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; Zhonga & Cai, 2007 ; Start al., 2007 ; Savci, 2012). Cette deuxieme entité estestu
négligée dans les pratiques de fertilisation atprelle garantit non seulement le maintien
durable de la fertilité du sol mais aussi une reeik productivité (Magdoff & Weil, 2004).
Une modification au niveau de la diversité et dddasité des microorganismes du sol reflete
un changement profond en matiére de fertilit¢ duRatraet al., 2008 ; Islamet al., 2009).
Parmi les indicateurs microbiologiques les plussg®#es a la variation de la disponibilité en
nutriments dans le sol, la communauté de champgnogcorhiziens et les bactéries
fixatrices d’azote sont les plus étudiés (Allen929 Garbaye, 1994 ; Smith & Read, 1997 ;
Duponnois & Plenchette, 2003 ; Ramanankieretnal., 2006 ; Smith & Read, 2008 ; Sanon,
2009). En effet, ce sont deux composantes qui fmtément impliguées dans le cycle
biogéochimique et 'amélioration de la croissanes glantes (Duponnog al.,2005 ; 2007 ;
Fayeet al.,2009). D’ou I'importance de trouver le type detifexation adéquate ainsi que la
variété intéressante pour garantir une producttigmale, respectueuse de la fertilité du sol
et le fonctionnement de ces deux types de commésamicrobiennes. Généralement, divers
types d’amendements organiques, minéraux ou enuixges ainsi que divers systémes

culturaux sont pratiqués sans considération présatids composantes biologiques du sol.

A I'échelle mondiale, le haricot vert, avec sestipigs variétés, figure parmi les légumes les
plus consommés a cause de sa faible teneur enesaéirsa richesse en d’autres substances
nutritives (Meinerset al., 1976; Messina, 1999 ; Diaz-Bata#aal., 2006 ; Mario Paredest

al., 2009). En 2006, la totalité des demandes en irapont de haricot se sont élevées en 277
000 tonnes dont la moitié provient des pays AfrisaiLes principaux pays producteurs par
ordre d’'importance sont la Chine, I'lndonésie, laduie, I'lnde, 'Egypte, I'Espagne, I'ltalie,

le Maroc, Belgique, les Etats-Unis, la ThailanddeePays-Bas tandis que les principaux
exportateurs sont le Maroc, le Kenya et I'Egyptyis par le Sénégal, I'Ethiopie, la Zambie
et le Burkina Faso (Eurostat, 2004 ; FAO, 2006 qu*,a2007). Pour le cas de Madagascar,
non seulement la qualité des produits ne satiptstles normes préétablies dans le marché
international mais la production ne peut pas répmada demande des pays importateurs. Ces
problemes sont étroitement liés a la fertilité duansi qu’a la lacune de connaissances sur
I'écologie et les besoins en éléments nutritifshducot (SIC/DSEC FOFIFA, 2013). Or, les
grands exportateurs comme le Kenya et la Chinedeptiis fort longtemps priorisé ces trois
facteurs pour améliorer leur productivité. Des noenbes recherches ont démontré que le
développement et la productivité ainsi que la g@éales gousses des haricots sont fortement

dépendants des symbioses que la plante établigse daux groupes de microorganismes
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bénéfiques du sol dont les bactéries fixatricegat@et les champignons endomycorhiziens a
vésicules et a arbuscules (Bhattataal.,2011).

De ce fait, en choisissant comme site d’étude desefles multilocales de production de haricot
de la société Lecofruit Madagascar, I'hypothése laquelle repose ce projet de recherche
stipulait que les différentes techniques de fertilisation du smhsi que la variété de haricot
cultivée affecteraient d'une part la dynamique de®mmunautés bactériennes fixatrices
d’azote et de champignons mycorhiziens, et d’aytest, la qualité physico-chimique des sols
de culture et par la méme occasion le rendementpdeduction’. L’objectif principal a été de
décrire I'évolution des communautés de bactériemtrices d’'azote et de champignons
endomycorhiziens a vésicules et a arbuscules gmesila dynamique des deux nutriments
majeurs (azote et phosphore) des sols sous |&satifes techniques de fertilisation appliquées et
la variété de haricot utilisée. Les résultats obggmermettront de proposer une ou des techniques
de fertilisation qui favoriseront ces formes d’asatons symbiotiques au bénéfice de la plante,
de la fertilité du sol et du rendement. De ce fi&$ objectifs spécifiques seront donc de :i)
évaluer le développement du haricot vEtiaseolus vulgarigt le rendement de production par
type de fertilisant adopté et de variété cultivé@g,décrire la dynamique des communautés de
bactéries symbiotiques fixatrices d’azote et denghignons mycorhiziens a vésicules et a
arbuscules et iii) mesurer la dynamique des deéxehts nutritifs majeurs (azote et phosphore)

pour les plantes.
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Synthéses Bibliographiques

I.  Description et production du haricot

1. Description et position taxonomique du haricot

Le haricot, connu sous l'appellation scientifigileaseolus vulgarjsest une plante herbacée
annuelle caractérisée par une floraison de coutamche, rose ou violette. Il s’agit d’'une
floraison zygomorphe du type Papilionacée possédansépales soudés, 5 pétales
(généralement 3 libres entre eux et 2 soudés) étakfiines dont généralement 9 soudées par
leur filet et un sac ovarien multiple (Fatou, 2Q0@&ns la plupart des cas, la fleur réalise une
autofécondation et développe un fruit ou gousséalau Iégérement courbé. Les graines,
sans albumen, sont riches en protéines et en gkiatbu I'appellation de viande maigre.
Elles sont rondes, ellipsoides quelque peu aplatiesrrondies. Le haricot est originaire
d'Amérique latine et centrale ou il a été domestigiepuis plus de 8000 ans (Gepts &
Debouck, 1991). La culture du haricot est, en Améi latine et dans plusieurs pays
d'Afrique et d'Asie, I'une des plus importantesturels vivriéres, et constitue une grande
source de protéines végétales pour la consommhtioraine et animale. Le haricot est une
plante couramment cultivée comme Iégume, dontui, fie haricot vert ou " mange-tout " et
les graines sont appréciés par leur golt et lezhiesise en protéines. Les Indiens qui
l'appelaient "ayacolt" la cultivaient depuis dedléniaires. Christophe Colomb le découvre
sur Ile de Cuba. Le haricot a été introduit emdpe au début du XVle siecle, mais il restera
pendant de nombreuses années un légume consongngren Au XVllle siécle, ce sont les
Italiens qui commencérent a manger les gousseshaegicots, cueillies avant maturité,

comme légume.

Selon Guignaed (1998) la position systématiqueatictt est la suivante
Reégne : Végétale
Embranchement: Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Ordre : Fabales
Famille : Fabacées
Genre : Phaseolus
Espeéce : vulgaris

Nom vernaculaire:

Haricot (Malagasy :

« tsaramaso »)
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2. Culture et production du haricot

Pour le cas de Madagascar, la culture des légusisecomme le haricot et le pois du cap
tient une place importante dans l'agriculture roaisont généralement des cultures localisées.
La culture du haricot, seul ou en association alaatres plantes vivrieres, occupe environ
10% des superficies cultivées en culture vivri@ese pratique principalement sur les hautes
terres de la grande ile, dans les Régions de Viakamatra, d’ltasy et du Ménabe
(Andriamalala, 2003 ; Andrianiaina, 2006). D’apiésService de la Statistique Agricole
(Annuaire agricole ; 2004) la culture du haricddadagascar occupe environ 80 000 ha dans
les années 2000 avec un rendement de productioraugmente certes mais pas d'une
maniére tres spectaculaire (Tableau 1) (Maep, 2008)effet, si en 1995 Madagascar a
exporter 6 075 tonnes de haricots, ce chiffre @it de moitié dans les années 2000 dues a
la fois a linsuffisance de la production mais @gaént a la mauvaise qualité du produit
(FAO, 2011). Le manque d’éléments nutritifs majdefs que I'azote, le phosphore ou encore
de calcium sont les principaux facteurs limitani qffectent a la fois le rendement de
production et la qualité des gousses ou des grdméaricots (Kondorosi, 2013).

Tableau 1: Production de haricots (en tonnes) a Madagascar amt’année 2000-2006

Année 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Surface de culture de

haricot 82990 8298% 82990 83020 83039 7444830
Production de haricot en

grain sec 74080 75050 70380 75000 69823 78/18% 500

Source: Maep (Ministere de I'agriculture, de I'édge et de la péche), 2009

[I.  Les symbioses racinaires chez le haricot

Le haricot durant sa croissance s’associe en syabavec au moins deux types de
microorganismes pour améliorer sa nutrition. Aissin systéme racinaire peut renfermer a la
fois des organes spécifiques, techniqguement appeditile et mycorhize, issues de ces

associations symbiotiques (Frank, 1885 ; Kammo@831 Bensimon, 2007).

1. La symbiose fixatrice d’azote atmosphérique

Cette forme de symbiose s'établit entre les platgsharicots au niveau de son systéme
racinaire et des bactéries spécifiques dont lam@jappartient au genre Rhizobium (Brink &
Belay, 2006). L’association se traduit par la fotiorad’'un organe spécifique appelé nodule
(planche photo n°1 et 2) a l'intérieur duquel vivks bactéries fixatrices d’azote (Patriagta
al., 2004 ; Gage, 2004, Staceval.,2006).
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Photo 1 : Nodules sur le systéme racinaire du soja
Photo 2 : Nodules sur le systeme racinaire du hat
Source: http://www.cetiom.fret Lecofruit

De ce fait, étant donné que les plantes ne poskquEn la capacité d'utiliser I'azote
atmosphérique, leur association avec les bactdnedrices d'azote leur permet d’en
bénéficier & des quantités suffisamment élevées assumer quelques fonctions basiques
dans leur croissance (Gaudry, 2012 ; Revellin, 20ll3est a noter que l'azote tient une
importance capitale dans la vie d’'une plante camdrvient dans la fabrication des protéines
et la production des matiéres seches (Chapin, 1B8@, 1997 ; Merrigout, 2006).

2. La symbiose endomycorhizienne

La symbiose mycorhizienne (du grec «mukés» poumglgnon et «rhiza» pour racine) est
I'association symbiotique qui s’établit entre uragtpignon vivant dans le sol et les racines
d’'une plante héte donnant naissance a la formatiom organe spécifique appelé mycorhize
(Durrieu, 1993; Egli et Brunner, 2002). Ces orgapesvent se développer a l'intérieur des
cellules de la racine et produire des structure$oeme de vésicules ou arbusculesdo-
mycorhize a vésicules ou a arbusculesi a I'extérieur entourant un bout de racieeto-
mycorhize et former une sorte de structure racinaire tegaatéristique et visible a I'ceil nu
contrairement au premier type (Figure 1) (Meott®9@.; Drénou, 2006 ; Balzergue, 2012).
Ces deux formes d’associations mycorhiziennes lssnplus rependues dans la nature et les
plus étudiées également (Brundrett, 2002 et 2@Mith & Read, 2008).

La plante fournit les éléments carbonés indispdasabla croissance et a la reproduction du
champignon tandis que ce dernier assure une meilieutrition minérale et hydrique a la
plante ((Plenchette, 1982 ; Wallander & WickmarQ49 Chenaet al.,2005). Généralement,
I'élément concerné est le phosphore mais les aotresnents tels que I'azote, le zinc, le
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cuivre, etc. ne sont pas exclus (Dommergues & Maoigel970 ; Allenet al., 1981 ;
Plenchette, 1982 ; Smith & Read, 1997 ; 2008).

Endomycorhize VAM Ectomycorhize

mantcau I‘on?lf

- Hyphes extramatriciels
-

L /-

arbascule wisbcule rivean de Hartig

Figure 1: Structure anatomique des deux principaux typesymrhize (A: Coupe
transversale d’une racine avec mycorhize ectotropheCoupe d’'une racine avec mycorhize
endotrophe a vésicule et a arbusc(Bxurce: Fritsche, 1998).

3. Impact des fertilisants sur la dynamique des micromanismes

rhizospheriques

La fertilité du sol peut se définir comme étantapacité a fournir aux plantes les nutriments
dont elles ont besoin pour leur croissance (FAB@D52; Heatheet al.,2009; Abail, 2013).
Globalement, cette notion met en jeu divers parasgihysiques, chimiques et biologiques
fortement conditionnées par I'environnement extértel que le climat, I'utilisation du sol, le
type de fertilisation, etc. (Barbier, 1955 ; Vemtwt al., 2006, Annabiet al., 2008). Les
plantes quant a elles interagissent en permanaecediverses sortes de microorganismes des
la sortie des graines jusqu’a la mort de la plgiitessaux, 2010). Ces microorganismes
tiennent une importance capitale dans leur étatas@nainsi que dans leur nutrition (Wardle,
2002 ; Paul, 2007).

La majorité de ces interactions s’effectuent gdeérant au niveau d’'une zone spécifique
appelée rhizosphere (Davet, 1996 ; Cabala, 200te Clerniere se définit comme étant la
zone de sol qui entoure la racine et qui est direent ou indirectement soumise a l'influence
de cette derniere par la production d’exsudatheaes ou par I'intermédiaire des nombreux
microorganismes interagissant entre eux et avetalae (Badriet al., 2009). Elle se trouve

étre le lieu privilégié des principaux échangeeattions qui s’effectuent entre la plante et le
sol (Lemanceau & Heulin, 1998). Les microorganismbizosphériques interviennent

activement dans ce processus par diverses voies tglie la dégradation des matériaux
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complexes, la libération des certains nutrimergstransport des nutriments a partir de la
solution du sol vers les cellules racinaires deplente etc. (FAO, 1999). Toutefois, leur
potentiel est fortement lié a la qualité du solpdint de vue propriétés physico-chimiques et
microbiologiques (Morel, 1989, Marillegt al., 1998 ; Stepharet al., 2000 ; Yang &
Crowley, 2000 ; Wielanet al., 2001). Si le sol est pauvre en éléments nutritifs apport
extérieur par I'intermédiaire de la fertilisatiosteequis (Dechamplain & Gosselin ; 2002)
afin de stimuler I'activité des microorganismessdll (Denison & Kiers, 2004; Huttost al.,
2007).

Certains groupes de microorganismes peuvent aesietfets positifs sur I'assimilation ou la
disponibilité des nutriments dans la rhizospheramp#tant ainsi de réduire les apports en
fertilisant qui parfois sont trés colteux (Fuch899). Tels sont le cas des bactéries et des
champignons, libre ou vivant en symbiose avec laat@s, comme les bactéries fixatrices
d’azote atmosphérique (Bhattachargel., 2008 ; Elhassaat al.,2010) et les champignons
mycorhiziens (Elhassagt al., 2010 ; Gianinazzet al., 2010). Cependant, il est important de
souligner que la dynamique de ces populations mienmes dépend fortement de la qualité
du sol et de la couverture végétale (Lemanceau9)19Pa été rapporté que le niveau de
fertilité minérale ou organique du sol ou le sudtstie culture et/ou le statut nutritionnel de la
plante héte, qui dépend notamment de la fertibsatappliquée aux plants pendant leur
croissance, ont une influence majeure dans I'&@sdthent de la mycorhization des plants
(Redon, 2009 ; Utobet al., 2011, ). Cette forme d’association est particehéent active
lorsque les éléments tels que le phosphore sontigponibles ou peu mobiles dans le sol
(Egli & Bruner, 2002 ; Dalpe & Monreal, 2003.). lméme cas se représente avec les
bactéries symbiotiques fixatrices d’azote atmospghbér qui favorisent la transformation
d’azote libre N2 en NO3 assimilable par les plamescipalement pour les cas de pauvreté
du sol en azote (Nultsch, 1998 ; Gobgaal.,2010).

Néanmoins, il est parfaitement possible de favoliaetion de ces microorganismes grace a
une fertilisation adéquate du sol afin d’assureg meilleure productivité et la qualité des
récoltes notamment en culture vivriere. Dans le daaharicot, il a été rapporté que cette
plante maraichere trés consommeée n’est pas trgsaaie en matiere de nutrition (Mbouss
1998 ; FAO, 2011). Il suffit juste a trouver I'étjbre entre les divers types de fertilisant

existant et considérer leur impact sur les commigsamicrobiennes du sol (Fertial, 2010).
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1. Sites d’études :

1. Antsirabe :

Le site d’étude « ferme de Vonivato » se situe dam®mmune rurale d’Andranomanelatra,

localisée dans le district d’Antsirabe Il de laiodgdu Vakinankaratra sur les Hautes Terres
centrales malgaches. Situé a 16 km au Nord d’Aatisira une altitude moyenne de 1 645 m,
il bénéficie d'un régime climatique tropical d’altde, avec une température moyenne
annuelle inférieure ou égale a 20 °C (Rakotoari206a0). Le sol du site expérimental a été
classé par Zebrowski et Ratsimbazafy (1979) commseal ferralitique fortement désature,

typique, rajeuni, humifére, sur matériaux volcaesgjacides, et par Raunet (1981) comme un
sol ferralitique gibbsitique, fortement désatuogjge ou ocre, sur alluvions volcano-lacustres.
Notre site se trouve donc sur les roches cristdlinles hautes terres ayant subi des

mouvements tectoniques, séismiques d’'ou la richdiss®us sol.

2. Analavory :

Le site d’Analavory, ferme de « Be ny tompony, ssgtié dans la région de Bongolava,
limitée par les coordonnées géographiques : emtf&let 19,46° de latitude Sud et 45,48 et
47,08°de longitude Est. Cette région est marquéelgpaominance des sols ferralitiques
couverts par de faibles couvertures végétales. keumposition est tres varié, allant des
argiles latéritiques et fertiles jusqu’aux cuirassapermeéables. Les sols de cette région sont
compacts et assez difficiles a travailler. Malgeéacconvenablement amendés ils donnent de

bons rendements.

Dans cette région du moyen ouest, I'exploitatiazessante des terres dégrade le sol. Les sols
de "tanety" sont soit du type ferralitique brunrjausoit du type brun rouge. Ces types de sol
sont connus pour leur bonne capacité d’échangeretetht de bons rendements, mais la faible

profondeur de I'horizon organique nécessite I'app@ngrais.



MATERIELS ET METHODES



I.  Matériel végeétal :

Le matériel végétal pour cette étude est le haneost de type nainPhaseolus vulgaris
appartenant a la société Lecofruit. Les semiss@ésliappartiennent a la variété codée 02,

cultivée dans le site d’Antsirabe, et la variétda® 06, cultivée dans le site d’Analavory.

La société oriente plutdt ses pratiques culturadss I'agriculture biologique. C’est la raison
pour laquelle les traitements appliqués au sol plaurculture du haricot vert nain
appartiennent au groupe de fertilisant organiqimse de compost et d’éléments minéraux

d’origine naturelle.

5 types de fertilisations organiques ont été agsod 5 parcelles différentes. L’objectif
principal était de définir la teneur et les constiits d’un fertilisant permettant d’obtenir des
résultats favorables au développement des assmsasymbiotiques tout en améliorant le

rendement de production végétale.

Tableau 2 : Traitement appliqué sur les différenteparcelles de cultures

Traitements Sigle
IRD2

900 Kg/ha de compost + 230 Kg/ha de phosphate K@@ de potasse

900 Kg/ha de compost + 230 Kg/ha de phosphate K@@ de potasse + 30kg/H&RD3
engrais 30 + 3kg/ha engrais 30 15 jours apréshe se

900 Kg/ha de compost + 230 Kg/ha de phosphate K@@ de potasse + 60kg/H&D4
engrais 30 + 3kg/ha engrais 30 15 jours aprésie se

900 Kg/ha de compost + 230 Kg/ha de phosphate K@b@ de potasse + 90kg/H&RDS
engrais 30 + 3kg/ha engrais 30 15 jours apréshe se

- Le phosphate utilisé est le phosphate bi-calcig@B% administré comme engrais en
fumure de fond.

- Le compost est a base de paille de riz

- La potasse utilisée est sous forme de sulfate thsp® contenant 50% de K ; 1.30%
Ca ; 43% S@et 2% CI.

- Les engrais azotés sont biologiques sous forme ideodme contenant 11 unités
d’azote par kilo.

- Engrais 30 : composé de fientes de poules et dentkali (annexe n°5)



II.  Dispositif expérimental et prélevement des échanliins

Le schéma eta planche photo -aprés (figure n°2), (Planche photd3) représentent le
dispositif expérimental avec |4 traitements cités précédemment. Chaque parcellerdex
100 m représente un traitement. Le semis a ététeffeen deux lignes sur chaque pde
avec un espacement d’environ 50 cm entre les ligh@s cm entre chaque trou d’'une mé
ligne. Le prélevement des échantillons a été eféeqiar randomisation en prenant ¢
d’éviter les effets de bordure suivant les techesgquwécrites par Vincen(1970) et
Somasegaran &oben (1994). Il s’agit de creuser environ 15 crioaude la plante et 20 ¢
dans le sol pour extraire la plante et son systéawmnaire. Ensuite, il faut dégac
soigneusement avec la main la terre adhérée (eaisghérique) ex racines en prenant sc
de ne pas endommager les nodules. Les racineslewexr nodules ont été débarrass

délicatement des restes de terre par un lavagaa tle robine

Les prélevements des échantillons de sol ont déetaés durant le stade floraison du

haricot.

100 m ligne de culture
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Un pied de haricot

Figure 2: Schémas simplifié du dispositifexpérimental



Photo 3: Dispositif expérimental établit sur terrain

M. Méthodologie

1. Influence de la fettilisation du sol et de la variété de haricot vert nainsur le

développementle rendement de productin et les symbioses racinaire

Le rendement (Kg /ha) du haricot a été évalue paage du poids frais des gousses
période de récolte se déroule généralement 6 ses apres le semis et s’étale sur 6
semaines apres la premiere récolte. 5 plantesraiderhents ont été prélevées au ha:
pout toutes les évaluations. Les gousses, la peatimaire avec les nodules et la pa
aérienne ont été séparées dans rents conteneurs puis conservés a 4°C jus

['utilisation.
a. Calcul du rendement de productiol

Les gousses fraiches Haricot vert nain ont été nettoyées a I'eau durretilaissées eégoutt
pendant quelgue temps avant d’étre pesées. Lemmmdale production par Kg et par heci
a été obtenu par la formule suivar

Production en kilos des parcelles
Rdt —

Surface en ha des parcelles

b. Mesure des lbomassts seches (aérienne et racinaire)

Les parties racinaires ainsi que les parties ageRont été nettoyées soigneusement a
du robinet puis séchés a 60°C pendants 72h a étiesrpesage a été ensuite effectué a I

d’'une balance de précision au sein du LaboratarMicrobiologie de I'Environnement d



CNRE. Les résultats sont exprimés en grammes denmmateche pour la biomasse aérienne et

biomasse racinaire.
c. Calcul du taux de nodulation des racines

Le taux de nodulation est exprimé en nombre de lesduar plante pour chaque traitement.
Pour ce faire, les nodules pour chaque plante tinppelevés de la racine, comptés puis
conservés dans des cryotubes contenant du silidagge, 1982). Ces derniers ont été
bouchés avec une couche de 1 cm de coton cardé’gugqutilisations ultérieures. Ainsi
conditionnés, les nodules peuvent étre conservédane plus d'un an au réfrigérateur a 4°C
(Cleyet-Marel, 1989).

d. Calcul du taux d’endomycorhization des racines

Les mycorhizes a veésicules et a arbuscules nepsanvisibles a I'ceil nu a la différence des
ectomycorhizes. Leur présence dans les racinegpldess de haricot a été vérifiee sous
microscope optique apres des seéries de coloragfiastuées selon la méthode décrite par
Phillips et Hayman (1970). Tout d'abord, les rasirfenes de chaque plant de haricot
prélevées sur le terrain ont été soigneusemerdygets a I'eau du robinet. Le cytoplasme des
cellules a été par la suite clarifié par trempage mcines fines dans une solution de KOH 10%
a 90°C pendant 20 minutes. Enfin, la colorationté effectuée, apreés refroidissement et
rincage, par immersion dans une solution de Blgpaim pendant 15 minutes a 90°C. Pour
chaque systeme racinaire, 100 fragments de ragiredeé 1 cm de long ont été étalés entre

lame et lamelle et examinés sous microscope op{i@uessissement x40).

Les vésicules et les mycéliums de champignons MVésgnts dans le cytoplasme sont
colorés en bleu. Un morceau de racine est consaémgne mycorhizé s’il montre au moins
un point d’infection par les hyphes de champignonsycorhiziens Le taux

d’endomycorhization est donné par la formule suivan

Nombre de fragments des racines colonisees

™ x 100

" Nombre total de fragments des racines observées

2. Impact de la fertilisation du sol sur la dynamiquede la communauté de
champignons endomycorhiziens associées aux deux wdés de haricot vert

nain



La dynamique de la communauté de champignons erndwirigiens dans le sol peut étre
représentée par le potentiel infectieux mycorhinegéu PIM du sol. Cette notion caractérise
non seulement sa richesse en propagules fongiguesenies sous forme de spores, de
mycélium ou hyphe et de morceaux de racines sugtadies structures mycorhiziennes, mais
aussi la capacité de ces propagules a former desrimges (infection des racines) dans les
conditions du sol en question (Plenchettal., 1989). Il est possible d’évaluer le PIM du sol
a partir des différentes méthodes bien distinctats imtimement liées a savoir : I'évaluation
de la densité des spores, I'évaluation du nomlobglile de propagules fongiques dans le sol
(NPP) [culture des plantes hautement mycotropheas das séries de sols dilués],
dénombrement des bouts de racines endomycorhiaéssl@l sol et la mesure de la longueur
des hyphes extra matriciels des champignons myaerts (Plenchettet al., 1989). Dans
cette étude, les deux premieres méthodes ont @i€ieh pour estimer la dynamique des

communautés de champignons mycorhiziens de chgpaele sol.

Il est important de souligner que ce PIM du solfegement dépendant des caractéristiques
du sol tel que sa structure, sa fertilité, les dmts environnantes et méme par la plante qui

se développe sur le sol (Sanon, 2009).

a. Diversité morphologique et densité des propagulesedspores de champignons
endomycorhiziens en fonction du type de fertilisatin du sol et de la variété

de haricot vert nain utilisé

La méthode décrite par Sierverding (1991) a ét&sédi pour I'isolement et le dénombrement
des spores de champignons endomycorhiziens desw. I& partir de chaque échantillon de

sol sous les plants de haricots soumis a différgiss de fertilisation, 100 g de sol ont été
prélevés dans un bécher contenant de I'eau putésagigoureusement afin d’écraser les
mottes de terre. La solution ainsi obtenue a é&tédia travers une série de tamis (200, 100,
80 et 50um), sous un jet continu d’eau du robinet. Lesdtkront été par la suite transferés
dans des tubes de centrifugation puis centrifugg308 rpm (révolutions par minute) pendant
5 min. Le surnagent a été éliminé puis remplacéupar solution de saccharose 60%. Une
nouvelle centrifugation a été réalisée a 1000 remdpnt 3 minutes. Les spores ayant migré
par gradients de concentration ont été filtréaméets un papier Wattman a I'aide d’un filtre

millipore. L’'observation a été effectuée sous lobpwculaire pendant laquelle les spores ont

été dénombrées puis classées selon leur couleuk€kVA983).



b. Evaluation du Nombre Probable de Propagules (NPP) &l champignons
endomycorhiziens susceptibles d’infecter un plant & haricot selon le type de

fertilisation et la variété utilisée

Le sorgho $orghum bicoloy, une graminée hautement mycotrophe (Dupoeb.,2012) de

la famille des POACEAE a été utilisé pour cettehtegue d’évaluation du NPP. Cette
technique permet d’estimer la capacité de champgnendomycorhiziens a initier des
associations symbiotiques avec la plante a pagsiridocula présents dans le sol sous forme
de spores (Greget al., 2000), d’hyphe ou mycélium et de débris de racipegant des
structures mycorhiziennes (Plenchetteal., 1989). Il s’agit d’évaluer a base d'un certain
nombre de répétition et de dilution successive @ud®rigine, la moyenne des répétitions
ayant montrées au moins un point d’infection detane par les hyphes du champignon. Il ne
faut pas confondre cette méthode avec I'évaluatiotaux de mycorhization qui lui consiste

a compter la totalité des points d’infection parhgphes dans un morceau de racine.

Pour ce faire, le sorgho, a été cultivé sur chagghantillon de sol avec les 5 traitements
différents. L’expérimentation a été conduite souwmditions contrélées dans la serre

expérimentale du Laboratoire de Microbiologie denVironnement/CNRE durant 21 jours.

La méthode du nombre le plus probable de propaduiR#3, décrite par Porter (1979), a éte
utilisé pour le calcul en se basant sur la tablEidkeer (Fischer & Yates, 1970). Pour ce faire,
six dilutions avec du sable stérilisé ont été séals pour chaque échantillon de sol et pour
chaque variété de haricot avec trois répétitionsr mhaque dilution. Des godets contenant

100g de chaque dilution ont été disposés en rars#tion totale sous serre.

Les proportions relatives a chaque mélange de sabilidisé et le sol de culture prélevé dans
les deux sites d’études sont donné par le tablgaart :

Tableau 3 : Proportion relative du mélange sable étilisé et sol de culture

Dilution 1 1/4 1/16 1/64 1/256 1/1024
Sable stérilisé (en g) 0 225 281,25 295,3 299,1 ,7299
Sol non stérilisé (en g 300 75 18.75 4,69 0,8b 90,2

L’observation des points d’infections par les chagnpns endomycorhiziens a été réalisée
apres 21 jours de culture selon la technique aepset Phillips & Haymann (1970) comme il
a été décrit précédemment. Chaque morceau de macingant au moins un point d’infection

(pénétration d’hyphes dans la racine) est considéngme mycorhizée. Le nombre de godet



ayant présenté des plans mycorhizés a été retamulepaalcul du NPP donné en annexe

(annexe n°3).

3. Importance du type de fertilisation du sol et la vaiété de haricot vert nain

sur les parameétres chimiques du sol de culture.

L’analyse physico-chimique des échantillons de sokté réalisée au laboratoire des Radio
isotopes de I'Université d’Antananarivo Madagastaévolution des parameétres chimiques,
indicatrices de la dynamique des nutriments majearss le sol, des sols utilisés avec les
différents types de fertilisants a été suivi. Dit & leur importance dans le développement
des plantes et le rendement de production, les dEments majeurs, azote et phosphore ont
éte choisis pour servir d’'indicateur partiel dédilité du sol lors de cette étude. Par ailleurs,
ce sont deux paramétres qui sont intimement ligsdaux types de microorganismes étudiés
iC.
a. Analyse de la teneur en azote assimilable dans lels

La mesure de la teneur en azote sous forme dg (&tOte minéral) contenu dans le sol de
culture soumis aux différentes techniques de featibn a été réalisée selon la méthode
décrite par Skalar (2008). (Détails en annexe 1)

Le nitrate NQ" (azote assimilable) a été déterminé par la réacte Griess aprés réduction
du nitrate en nitrite par un réducteur cadmium-iifNyon, 2006). La couleur rosée a été
mesurée par spectrophotométrie a une longueur d'6d@ nm. L'intensité de la coloration

est proportionnelle a la concentration initialeNgtrates+Nitrites dans I'échantillon.
b. Analyse de la teneur en phosphore assimilable dulso

Un des tests les plus largement répandus pour évlduphosphore assimilable du sol est
l'utilisation de la résine (Fixen & Grove, 1990Jestimation de la fraction du phosphore du
sol utilisable par les plantes est donc mesuréegise méthode par adsorption d’anions sur
une membrane de résine.

IV.  Traitements statistiques des données

Les logiciels STATISTICA, EcxelSTAT et SPAD ont étdilisés pour le traitement des
données obtenus. Des analyses en composante pfen¢CP) et des analyses de variance
(ANOVA) ont été réalisées afin de mettre en évigelimportance des traitements appliqués
ou de la variété de haricot utilisé sur le dévetpent de la plante ainsi que le rendement de

production.



RESULTATS



1. Développement et rendement de production des dewariétés de haricot vert

nain en fonction de la fertilisation du sol

Les tableaux (Tableau 4 et 5) suivant présentememelement de production, le taux de
nodulation, le taux de mycorhization ainsi qued&snasses (aérienne et racinaire) du haricot
en fonction du type de fertilisation et selon lari®@® semée par la société Lecofruit

Madagascar.

Tableau 4: Développement de la variété 02 selontige de fertilisation

Variété 02 Cultivée a Antsirabe
Traitements | NOD/plt Rdt (Kg/ha) M AER M RAC ™
IRD2 193,20 (a) 52,10 (a) 8,26 (a 1,32 (a) 41,00 (p)
IRD3 236,40 (a) 62,80 (b) 14,65 (a 1,37 (ab 68,22 (b)
IRD4 462,00 (b) 63,30 (b) 16,19 (a) 2,53 (b) 70,74 (b)
IRD5 301,00 (a) 54,60 (a) 14,03 (a) 1,67 (ab) 80,87 (b)

Les données dans la méme colonne suivies par lanedtre ne sont pas significativement différentes
selon le test de Newman-Keuls (p<5%)

Sigle : NOD/plt : nombre de nodules par plant; Rdt: renelein BA: biomasse aérienne ; BR:

biomasse racinaire ; TM: taux de mycorhization

IRD2 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potlRBS; : apport 3 charrettes compost, phosphate, potasse,
30kg engrais 30, 3kg engrais 30 a +15j du seliRiB4 : apport 3 charrettes compost, phosphate, poté8kg,
engrais 30 3kg engrais 30 a +15] du seni)5 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potagég, 9

engrais 30 3kg engrais 30 a +15j du semis;

Tableau 5 : Développement de la variété 06 selontige de fertilisation

Variété 06 Cultivée a Analavory
Traitements | NOD/plt Rdt (Kg/ha) M AER M RAC ™
IRD2 71,00 (a) 17,80 (a) 10,86 (a 1,63 (a 64,00 (a)
IRD3 68,00 (a) 18,30 (a) 15,41 (4 2,22 (a 83,05 (ab)
IRD4 96,00 (a) 20,50 (a) 13,99 (al 1,90 (al 88.50 (ab)
IRD5 85,80 (a) 18,60 (a) 14,80 (a| 1,80 (a 81,40 (b)

Les données dans la méme colonne suivies par landedtme ne sont pas significativement différentes
selon le test de Newman Keuls (p<5%)

Sigle : NOD/plt : nombre de nodules par plant; Rdt: reneleim BA: biomasse aérienne ; BR:

biomasse racinaire ; TM: taux de mycorhization

IRD2 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potHB&; : apport 3 charrettes compost, phosphate, potasse,
30kg engrais 30, 3kg engrais 30 a +15j du selRiB4 : apport 3 charrettes compost, phosphate, poté8kg,
engrais 30 3kg engrais 30 a +15] du seni)5 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potagég, 9

engrais 30 3kg engrais 30 a +15j du semis;
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Les résultats ont montré que pour la variété dediar verts nain 02 cultivée a Antsirabe,
['utilisation du traitement IRD4 a donné des réssltsatisfaisants en matiere de taux de
nodulation, de taux de mycorhization, de rendenuntproduction et de développement
racinaire des plants de haricots. Par contre, veariété 06 cultivée a Analavory, aucune
différence significative n’a été observée entredi#i@rents parametres évalués exceptés avec
le taux de mycorhization qui a été significativemplus élevé avec les traitements IRD4 et
IRDS.

Ces résultats suggerent que les deux variétést (@@ ent des comportements différents vis-
a-vis des techniques de fertilisation appliguéesaulLe résultat d’'une analyse de variance a
deux facteurs réalisée avec le logiciel Excel ST@Etails en annexe) confirme cette
constatation pour le rendement de production, lex tde nodulation et le taux de

mycorhization avec respectivement un Coefficientéermination de 97%, 65% et 58,8%.

Tableau 6 : Synthése des comparaisons multiples ppaires pour les deux Variétés

Modalité Moyenne (NOD/plt) Groupes
Variété 02 274,421 A

Variété 06 104,000 B
Modalité Moyenne (Rdt (Kg/ha)) Groupes
Variété 02 5821,842 A

Variété 06 1880,000 B
Modalité Moyenne (TM) Groupes
Variété 06 79,238 A
Variété 02 65,633 B

Les lettres en capitales différents pour chaqueatitédndiquent une différence significative seleriest de
Newman-Keuls (p<5%)

Sigle: NOD/plt: nombre de nodule par plantes ; Rdt:deenent de production; TM: taux de

mycorhization

Le tableau 6 ci-dessus représente le résultat @ergaraison multiple par paires pour le
facteur « variété » selon le test de Newman-Keud$%). Il a été constaté que la variété 02
donne toujours des résultats hautement signifecaaf rapport a la variété 06 pour le taux de
nodulation et le rendement de production. Par eprfx variété 06 est particulierement
favorable a I'établissement de la symbiose mycihize avec une moyenne du taux de
mycorhization significativement élevée par rap@ocelle avec la variété 02.
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En ce qui concerne la différence entre le potemt#s traitements appliqués (tableau 7), le
résultat indique que le traitement IRD3 et IRD4tssignificativement plus performant que
les deux autres pour I'amélioration du rendemernpréeuction et du taux de nodulation. Par

contre, la symbiose mycorhizienne a été favorigéele traitement IRD5.

Tableau 7 : Synthése des comparaisons multiples ppaires pour les Traitements

a
Modalité Moyenne (NOD/plt) Groupes
IRD4 288,500 A
IRD3 172,500 B
IRD2 147,000 B
IRD5 136,100 B
b
Modalité Moyenne (Rdt (Kg/ha)) Groupes
IRD4 4190,000 A
IRD3 4055,000 A
IRD5 3660,000 B
IRD2 3240,556 C
c
Modalité Moyenne(Tmyc) Groupes
IRD5 81,136 A
IRD4 79,620 A
IRD3 75,636 A
IRD2 51,983 B

Les lettres en capitales différents pour chagueatitédndiquent une différence significative selerest de
Newman-Keuls (p<5%)

Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenant apport 3 ckties compost, phosphate, potasse;
IRD3 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pota®g, &ngrais 30, 3kg engrais 30 a +15j du semis;
IRD4 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pot&8&g, engrais 30 3kg engrais 30 a +15] du semis;
IRDS5 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potaBkg,ehgrais 30 3kg engrais 30 a +15j du semis;
La confrontation multiple par paires des deux faxddvariété et Traitements) (Tableau 8 a, b,
c) confirme ces constatations. La combinaison derdaété 02 avec les traitements de
fertilisation IRD4 et IRD3 a donné des résultatgndicativement élevés en matiere de
rendement de production et taux de nodulation dicdtavert nain. Par contre, le taux de
mycorhization significativement élevé a été enregisavec la variété 06 pour tous les
traitements de fertilisation appliqués sauf poaitément IRD2.
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Tableau 8: Synthése des comparaisons multiples ppaires pour les deux variétés et les

traitements
a
Modalité Moyenne (NOD/plt) Groupes
V02 IRD4 462,000 A
VO2 IDR3 236,400 B
VO2 IRD2 197,500 B
VO2 IRD5 186,400 B
VO6 IRD4 115,000 B
VO6 IDR3 108,600 B
VO6 IRD2 106,600 B
VO6 IRD5 85,800 B
b
Modalité Moyenne (Rdt (Kg/ha)) Groupes
VO2 IRD4 6330,000
VO2 IDR3 6280,000
V02 IRDS 5460,000 B
V02 IRD2 5066,250 B
VOB IRDA 2050,000 c
VOB IDRS 1860,000 c
V06 IRD3 1830,000 c
VOB IRD2 1780,000 c
C
Modalité Moyenne (TM) Groupes
VO6 IRD4 88,500 A
VO6 IRD3 83,050 A
VO6 IRD5 81,400 A
VO2 IRD5 80,872 A
VO2 IRD4 70,740 A
VO2 IDR3 68,222 A
VO6 IRD2 64,000 A
VO2 IRD2 36,963 B

Les lettres en capitales différents pour chaqueatitédndiquent une différence significative seleriest de
Newman-Keuls (p<5%)
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Sigle : vO2 variété 02 ; VOG6 variété 06 ; NOD/plt : nomiare nodule par plantes ; Rdt : rendement

de production ; TM : taux de mycorhization

IRD2 modalité de fertilisation contenant apport 3 chties compost, phosphate, potad®H3 : apport 3
charrettes compost, phosphate, potasse, 30kg eng®ai3kg engrais 30 a +15j du semRpP4 : apport 3
charrettes compost, phosphate, potasse, 60kgisr@d 3kg engrais 30 a +15j du senii®D5 : apport 3
charrettes compost, phosphate, potasse, 90kg sr&fraBkg engrais 30 a +15j du semis;

2. Dynamique de la communauté de champignons endomyduriens associées

aux deux variétés de haricot vert nain

Les résultats de I'évaluation de la densité desespde champignons endomycorhiziens et le
nombre probable de propagules (NPP) de champigeodsmycorhiziens, contenus dans le
sol, susceptibles d’'infecter une plante héte, erction du type de fertilisation et de la variété

de haricots verts nain utilisée sont donnés paaldsaux suivants :

Le nombre total de spores de champignons endomycamb isolés a partir du sol

rhizosphérique de la variété 02 et de la variétéiGeprésente sur le tableau 9 ci-contre :

Tableau 9 : Densité de spores de champignons endaroyhiziens des deux variétés 02 et
06 en fonction des traitements fertilisant

Traitements IRD2 IRD3 IRD4 IRD5
Variété 02 1438,33 (a) 2472,67(b) 2624(b) | 1739,67(ab)
Variété 06 3831,33(b) 3031,67(ab) 3125,33(ab) 1016,33(a)

Les données sur la méme ligne suivies par la méttre he sont pas significativement différentesrsé test
de Newman-Keuls (p<5%)

Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenant apport 3 chties compost, phosphate, potasse;

IRD3 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potagég, &ngrais 30, 3kg engrais 30 a +15j du semis;
IRD4 : apport 3 charrettes compost, phosphate, poté6&eg, engrais 30 et 3kg engrais 30 a +15] du semis;
IRDS5 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potaBkg.ehgrais 30 et 3kg engrais 30 & +15j du semis;

Les spores peuvent étre a la fois une forme deaesloks des conditions défavorables telles
que l'insuffisance d’éléments nutritifs, ou la sé@sse, mais ce sont également des moyens
de reproduction et dinfection particulierement iedte pour le champignon
endomycorhiziens durant son cycle de vie. Lorsetteétude, les traitements IRD3 et IRD4
ont favorisé significativement la propagation dpsres de champignons endomycorhiziens
dans le sol de culture pour la variété 02 tandis pour la variété 06, le traitement IRD2 a

donné un nombre de spore significativement éleablEau 9).

Le nombre probable de propagules de champignormsngywbrhizien susceptibles d’infecter

une plante héte pour les deux variétés de hargtatanné par le tableau suivant (tableau 10) :
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Tableau 10: Nombre probable de propagules (NPP/100de sol) de Champignons
endomycorhiziens par 100g de sol pour les deux vatés de haricot vert

Traitements IRD2 IRD3 IRD4 IRD5
Variété 02 80,40(b) | 85,54(b) | 38,18(a) | 31,08(a)
Variété 06 30,87(a) 12,18(a) | 61,67(ab) | 131,3 (c)

Les données sur la méme ligne suivies par la méttre he sont pas significativement différentesrsé test
de Newman Keuls (p<5%)

Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenant apport 3 chties compost, phosphate, potasse;

IRD3 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pota®g, &ngrais 30, 3kg engrais 30 a +15j du semis;
IRD4 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pot&8&g, engrais 30 3kg engrais 30 a +15] du semis;
IRDS5 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potaBkg,ehgrais 30 3kg engrais 30 a +15j du semis;
Comme il a été énoncé précédemment, le NPP d'umefléte le potentiel de propagules
telles que les spores, les hyphes et les racinesnmyées contenues dans le sol a re-initier
une association symbiotique avec le systeme raeirdiune plante mycotrophe. Pour la
variéeté 02, les traitements IRD2 et IRD3 favorissighificativement le développement du
potentiel infectieux mycorhizogene du sol avec eefipement 80,40 NPP/100g de sol et
85,54 NPP/100g de sol. Une valeur du NPP signifieatent élevée (p<5%) qui traduit une
activité des propagules de champignons endomydertsiza été obtenue avec le traitement
IRD5 avec 131,3 NPP/100g de sol contre 30,87 NRIgyde sol pour IRD2, 12,18NPP/100g
de sol pour IRD3 et 61,67NPP/100g de sol pour IRDdbleaull) en ce qui concerne la
variété 06. Ces résultats semblent confirmer lesistadations précédentes sur le

comportement des deux variétés vis-a-vis desifantts utilisés lors de cette étude.

Cependant, les évaluations des interactions eedgréatteurs variétés et fertilisations par une
analyse de variance selon le test de Newman-Keui%o) représentées par les tableaux

suivants (tableau 11) indiquent une autre consbatat

Tableau 11:Synthése des comparaisons multiples par paires podariété

Modalité Moyenne (NPP/100g de sol) Groupes
Variété 06 20,910 A
Variété 02 19,601 A

Modalité Moyenne (N Spore/100g de sol)  Groupes
Variété 06 2764,273 A
Variété 02 2068,667 A

Les lettres en capitales différents pour chaqueatitédndiquent une différence significative seleriest de
Newman-Keuls (p<5%)

Sigle: NPP/100g de sol : nombre le plus probable de gupa contenus dans 100g de sol
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En effet, d'apres ce dernier tableau, le comportgrdes deux variétés de haricots n’est pas
significativement différent (p<5%) concernant lemiwye de spore ou le nombre probable de
propagules de champignons mycorhiziens contenus tmnsol de culture susceptibles
d’infecter une plante hote.

Le tableau 12 ci-apres résume I'importance desetrants de fertilisation appliqués sur le

NPP du sol et le nombre de spore de champignoregbrhiziens contenus dans le sol.

Tableau 12: Synthése des comparaisons multiples ppaires pour Traitements

Modalité Moyenne (NPP/100g) Groupes
IRD5 27,068 B
IRD2 18,546 A
IRD3 18,337 A
IRD4 16,643 A
Modalité Moyenne (N Spore/100 de sol) Groupes
IRD4 2874,667 B
IRD3 2781,200 B
IRD2 2634,833 B
IRD5 1378,000 A

Les lettres en capitales différents pour chaqueatitédndiquent une différence significative seleriest de
Newman-Keuls (p<5%)

Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenant apport 3 céties compost, phosphate, potasse;
IRD3 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pota®g, &ngrais 30, 3kg engrais 30 a +15j du semis;
IRD4 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pot&8&g, engrais 30 3kg engrais 30 a +15] du semis;
IRDS5 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potaBkg,ehgrais 30 3kg engrais 30 a +15j du semis;

La majorité des traitements de fertilisation appdis) n'a pas eu d’'impact significatif sur le
PIM du sol lors de cette étude, excepté celui #RD5 qui a été de 27,06 NPP par 100g de
sol. Le nombre de spore avec IRD4, IRD3 et IRD2é& significativement plus faible par

rapport avec celui observé pour IRD5.

Les tableaux (13 a, b, c) ci-contre présentenytahese desomparaisons multiples par paires

pour Variété*Traitements selon le test de Newmani&€<5%).

Les nombres probables de propagules (NPP) ne sansignificativement différents pour
tous les traitements de fertilisation et ce, quelle soit la variété de haricots verts nain
utilisée (tableau 13 a ou b ou c). Par contregttlication du sol avec le traitement IRD2,
IRD3 et IRD4 avec la variété 06 favorise significament la propagation des spores de

champignons endomycorhiziens dans le sol. Ce qugése que la variété 02 n'est pas tres
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performante pour développer des associations enctmimyiennes et promouvoir le

développement des propagules de champignons endomgiens.

Tableau 13:Synthése des comparaisons multiples par paires podariété*Traitements

Modalité Moyenne (NPP/100g) Groupes
Variété-06*IRD 5 43,776 A
Variété-02*IRD 3 28,515 A
Variété-02*IRD 2 26,801 A
Variété-06*IRD 4 20,558 A
Variété-02*IRD 4 12,729 A
Variété-02*IRD 5 10,360 A
Variété-06*IRD 2 10,292 A
Variété-06*IRD 3 3,070 A

Modalité Moyenne (N Spore/100g de sol) Groupes
Variété-06*IRD 2 3831,333 A
Variété-06*IRD 3 3244,000 A B
Variété-06*IRD 4 3125,333 A B
Variété-02* IRD 4 2624,000 A B
Variété-02*IRD 3 2472,667 A B
Variété-02*IRD 5 1739,667 A B
Variété-02*IRD 2 1438,333 B
Variété-06*IRD 5 1016,333 B

Les lettres en capitales différents pour chagueatitédndiquent une différence significative selerest de
Newman-Keuls (p<5%)

Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenant apport 3 céties compost, phosphate, potasse;
IRD3 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pota®g, &ngrais 30, 3kg engrais 30 a +15j du semis;
IRD4 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pot&8&g, engrais 30 3kg engrais 30 a +15] du semis;
IRDS5 : apport 3 charrettes compost, phosphate, potakg, éngrais 30 3kg engrais 30 a +15j du seMis;
sporesnombre de spores dans 100g de $&PP nombre le plus probable de propagules.
Par ailleurs, une étude morphologique effectuédesuspores isolées a permis d’établir des
classements qui ont complété les informations sudynamique de la communauté de
champignons endomycorhiziens dans le sol. Les dgjguivantes résument les résultats

obtenus :

Ces résultats montrent que quelques soit le typrertisation adopté, les spores de couleur
noire sont toujours significativement (a p5%) noeuses par rapport aux autres couleurs
pour les deux variétés de haricots verts naingjesipar les spores de couleur marron puis
brune et enfin les jaunes et les blanches. Cett@rndmce pourrait suggérer la prolifération

d’au moins une espece de champignons endomycarkid@voriser par la fertilisation

organique. Pourtant, il faut des études plus appiés avant de pouvoir statuer sur I'identité
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des individus concernés. Les spores noires eniquesint particulierement nombreuses ¢
les sols traités avec les fertilisants IRD4 et IRI28 rapport aux autres traitements et ce,

les deux variétés dmricots verts nain

Figure 3: Diversification de la couleur des sporeassociées a la variété |
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Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenaapport 3 charrettes compost, phosphate, pc;
IRD3 : apport 3 charrettesompost, phosphate, potasse, 30kg engrais 30, Buqie 30 a +15j du ser;
IRD4 : apport 3 charrettes compost, phosphate, pot&f&e, engrais 30 3kg engrais 30 a +15j du s;
IRDS : apport 3 charrettes compost, phosphate, potaskg e@rais 3 3kg engrais 30 a +15j du sej;
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Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenaapport 3 charrettes compost, phosphate, p¢; IRD3 :
apport 3 chaettes compost, phosphate, potasse, 30kg engragk@ngrais 30 a +15j du se; IRD4 : apport
3 charrettes compost, phosphate, potasse, 6akgisB0 3kg engrais 30 a +15j du s¢; IRD5 : apport 3

charrettes compost, phosphate, potasse, 90kais 30 3kg engrais 30 a +15j du semis;
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3. Teneur en azote et en phosphore assimilable dansdel en fonction du type de

fertilisation et de la variété de haricot

L'influence de la fertilisation sur la teneur enotez et en phosphore assimilable du sol est

donnée par les tableaux ci-dessous pour les deiétés02 et 06 (Tableau 14 et 15).

Tableau 14: Teneur en azote assimilable par la pla® (NOs) pour les deux variétés 02 et
06 (mg/kg de sol)

Traitements IRD2 IRD3 IRD4 IRD5
Variété 02 2,48(a) 3,42(a) 2,73(a) 2,89(a
Variété 06 4,89(b) 1,72(@) | 7,84(c) 8,17(c)

Les données sur la méme ligne suivies par la métime he sont pas significativement différentes
selon le test de Newman Keuls (p<5%)

Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenant apport 3 cities compost, phosphate, potatR&3 : apport
3 charrettes compost, phosphate, potasse, 30kagier®fd, 3kg engrais 30 & +15j du senti®D4 : apport 3

charrettes compost, phosphate, potasse, 60kgisr®® 3kg engrais 30 & +15j du seni®D5 : apport 3

charrettes compost, phosphate, potasse, 90kg srfraBkg engrais 30 a +15j du senfigbleau 15: Teneur en
Phosphore assimilable (P résine) dans le sol estifondu type de fertilisation (mg/kg de sol)

Pour les quatre types de fertilisation adoptéeuaedifférence significative (p<5%) n’a étée
observée concernant la teneur en azote assimiab$®l sous la variété 02. Par contre, avec
la variété 06, une teneur en azote assimilabldfgigtivement élevée a été enregistrée pour
les traitements IRD4 et IRD5 par rapport a cellsepbée avec le traitement IRD3 et IRD2.
Cette augmentation de la teneur en azote assimifairrait étre liée a la composition de ces
deux types de fertilisant caractérisé par une teassez conséquente d’éléments azoté tel que
la fiente de poule et I'engrais bio corne. La matiéation de ces derniers libere de l'azote
sous différentes formes dont la plupart sont tamnsées par les microorganismes du sol en
azote directement assimilable par les plantes.

Tableau 15 :Teneur en Phosphore assimilable (P ré&) dans le sol en fonction du type
de fertilisation (mg/kg de sol)

Traitements IRD2 IRD3 IRD4 IRD5
Variété 02 23,29(b) 19,20(b) 25,5(b)| 16,88(a)
Variété 06 31,56(b) | 25,24(a)|] 45,25(c) | 25,6(a

Les données sur la méme ligne suivies par la métime he sont pas significativement différentes
selon le test de Newman Keuls (p<5%)

Sigle : IRD2 modalité de fertilisation contenant apport 3 cities compost, phosphate, potatR&3 : apport
3 charrettes compost, phosphate, potasse, 30kagier®fd, 3kg engrais 30 & +15j du senii®D4 : apport 3
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charrettes compost, phosphate, potasse, 60kgisri@d 3kg engrais 30 a +15j du seniiBD5 : apport 3
charrettes compost, phosphate, potasse, 90kg sr&fradkg engrais 30 a +15j du semis

En ce qui concerne la teneur en phosphore assimilelte a été significativement faible avec
le traitement IRD5 pour la variété 02 et la vari@ge Ce qui suggere que ce traitement limite
la disponibilité du P dans le sol pour les deuxiétés. Le traitement IRD4 par contre a
montré une teneur significativement élevée en Hniable pour la variété 06. Ce résultat
suggere que la teneur en engrais influence comditignent la disponibilité des éléments

nutritifs comme le phosphore dans le sol.

4. Analyses en composantes principales des données

Les résultats d’'une analyse en composante prirecigpahnés par les deux figures suivantes
(Figure 5 pour la variété 02 et figure 6 pour laié# 06) corroborent aux constatations

précédentes.

a. Résultat de I'analyse en composante principale indquant la relation entre les

facteurs Variété 02, les types de fertilisation des paramétres mesurées

Pour la figure 5, les deux axes 1 et 2 qui reptésgmespectivement 58,53% et 32,72% de

l'inertie totale ont été retenus pour l'interpréatdes résultats.

L’axe F1 divise les points en deux groupes donpriemier situé en abscisse positive est
constitué par les points V2T5 (traitement IRD 5VefT2 (traitement IRD2) et le deuxieme
situé en abscisse négative est constitué par legsp®2T3 Straitement IRD3), V2T4
(traitement IRD4), NO3 (Teneur en azote assimilgbl (Taux de Mycorhization), BA
(Biomasse aérienne), Rdt (Rendement), BR (Biomesseaire), ND (Taux de nodulation),

Pr (Phosphore assimilable).

L’axe F2 par contre regroupe en ordonnée posi@geobints V2T3 (traitement IRD3), V2T5
(traitement IRD5), NO3 (teneur en azote assimilabl&/ (Taux de Mycorhization) et BA
(Biomasse aérienne) et en ordonnée négative Rdid@reent), BR (Biomasse racinaire), ND
(Taux de nodulation), Pr (Phosphore assimilableRT2/ (traitement IRD2) et V2T4
(traitement IRD4).

La liaison entre le Rendement de production est foéte avec le Taux de nodulation (ND)
selon le tableau de matrice des corrélations lieégiannexe c). Pourtant, elles sont toujours
positives mais assez faible avec le taux de myeatioin (TM), la teneur en azote assimilable

(NO3) et en phosphore assimilable (Pr) pour la ét@ri02. Ces paramétres sont
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caractéristiques des traitements IRD4 (V2T4) et 3R(¥2T3). Par contre, le taux 1
nodulation (ND) est négativement corrélé avec teete en azote assimilable (NOzans le
sol. Ce qui signifie que si la teneur de ce deraiggmente le taux de nodulation va dimini
Ces constatations confirment les résultats énopo&stdemment, car des que I'apport
engrais 30 (riche en azote) dépasse les 60Kg/hdeftrent IRD), le taux de nodulatio
diminue d’'une maniere significative avec le traiegmn IRD5 dont I'apport était de 90k

d’engrais 30/ha.

Figure 5: Analyse en composante principale pour la variété2

Faclewr2 - 2272'%

ars

2 1 0 1 H 3
Facteur1 - B53%

Sigle : v2T2 variété 02 traité avec IRI: apport 3 charrettes compost, phosphate, p¢; V2T3
variété 02 traité avec IRD3apport 3 charrettes compost, phosphate, potaskg,e&@rais 30, 3kg engrais 3(

+15j du semisV2T4 variété 02 traité avelRD4 : apport 3charrettes compost, phosphate, potasse,
engrais 30 3kg engrais 30 a +15j du s; V2T5 variété 02 traité avec IRDSapport 3 charrettes compo
phosphate, potasse, 90kg engrais 30 3kg engraist38j du sem;

TM taux de mycorhizationBA biomasse aérien ; BR biomasse racinaireRdt rendement de producti ; Pr

phosphore résineND nombre de nodul ; NO3 azote assimilable

Ci-aprés le tableau de la matrice des corrélation® des différents variables traités d:
I’ACP ci-dessus :
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Tableau 16 : Matrice des corrélations entre les diérents paramétres

Rdt ™ ND BA BR NO3 Pr
Rdt 1,00
™ 0,46 1,00
ND 0,74 0,23 1,00
BA 0,83 0,87 0,62 1,00
BR 0,93 0,54 0,90 0,88 1,00
NO3 0,58 0,52 -0,11 0,56 0,32 1,00
Pr 0,26 0,50 0,72 -0,10 0,38 -0,56 1,00

Sigle ™M taux de mycorhizationBA biomasse aérienndR biomasse racinaireRdt rendement de
production ;Pr phosphore résineND nombre de noduleNO3 azote assimilable

b. Résultat de I'analyse en composante principale indquant la relation entre les

facteurs Variété 06, les types de fertilisation des paramétres mesurées

En ce qui concerne la figure y de la variété 06saet toujours les deux premiers axes
unitaires F1 et F2 qui ont été retenues pour Fprieation des résultats car elles représentent

respectivement 42,73% et 34,45% de l'inertie totale

L’axe F1 regroupe en abscisse positive, les paiBiE3 (traitement IRD3), V6T4 (traitement
IRD4), NO3 (Teneur en azote assimilable), TM (Talex Mycorhization), BA (Biomasse
aérienne), Rdt (Rendement), BR (Biomasse racinai) (Taux de nodulation), Pr
(Phosphore assimilable) et en abscisse négativpoiess V6T5 (traitement IRD5) et V6T2
(traitement IRD2).

L’axe F2 regroupe en ordonnée positive les poir@$5/(traitement IRD5), V6T3 (traitement
IRD3), BR (Biomasse racinaire), TM (Taux de Mycadtion), BA (Biomasse aérienne) et en
ordonnée négative les points V6T4 (traitement IRDA)3 (Teneur en azote assimilable), Pr
(Phosphore assimilable), V6T2 (traitement IRD2)t fRendement).

D’aprés le tableau cc ci-dessous représentant taomale corrélation en annexe, le taux de
mycorhization et la teneur en phosphore assimil@fte sont positivement corrélés avec le
rendement de production de la variété 06 de haviedtnain. De plus, la liaison entre le taux
de mycorhization de la variété 06 et la biomasseemde est forte. Ce qui suggere que la
symbiose mycorhizienne influence positivement leetigppement ainsi que me rendement de

production de la variété 06 contrairement a laétard?2.
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Figure 6 : Analyse encomposante principale de la variété (
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Sigle : V6T2 variété 06 traité avec IRL: apport 3 charrettes compost, phosphate, p¢; V6T3
variété 06 traité avec IRD3apport 3 charrettes compost, phosphate, potaskg,e&@rais 30, 3kg engrais 3(
+15] du semisV6T4 variété 02 traité avec IR[: apport 3 charrettes compost, phosphate, poté&&e,
engrais 30 3kg engrais 30 a +15j du s; V6T5 variété 02 traité avec IRDSapport 3 charrettes compo
phosphate, potasse, 90kg engrais 30 3kg is 30 a +15j du semis ;

TM taux de mycorhizationBA biomasse aérien ; BR biomasse racinaireRdt rendement de producti ; Pr

phosphore résineND nombre de nodul ; NO3 azote assimilable

Tableau 17: Matrice descorrélations entre les différents parametres

Rdt ™ ND BA BR NO3 Pr
Rdt 1,0C
™ 0,7 1,00
ND 0,3¢ 0,10 1,00
BA 0,32 0,85 -0,21 1,00
BR 0,1¢ 0,66 0,27 0,81 1,00
NO3 0,5¢ 0,24 -0,37 -0,06 -0,57 1,00
Pr 0,8 0,30 0,65 -0,24 -0,20 0,47 1,00

Sigle T™M taux de mycorhizatic ; BA biomasse aériennéBR biomasse racinai ; Rdt rendement de

production ;Pr phosphore résineND nombre de noduledNO3 azote assimilable
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Ces résultats obtenus par 'ACP indiquent que ddéetment IRD4 se démarque des autres
traitements pour les deux variétés de haricotsvexins utilisés concernant la stimulation des

communautés de bactéries fixatrices d'azote et Hampignons endomycorhiziens.
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L’objectif principal de cette étude était de déediévolution des communautés des bactéries
fixatrices d'azote (BFN) et des champignons endarhiziens a vésicules et a arbuscules
(MVA) ainsi que la dynamique des deux nutrimentgema (azote et phosphore) des sols en
fonction du type de fertilisation adoptée et dedaiété de haricot cultivé. Deux variétés de
haricots verts nains, appartenant a la sociétéfigtdladagascar, destinées a I'exportation
ont été utilisées a savoir la variété 02 et laétérD6. En ce qui concerne la fertilisation du
sol, quatre traitements composés par divers élé&nmganiques a différents teneurs ont été
appligué au sol. Ainsi, il y avait, pour IRD2 le laxége de 900 Kg/ha de compost + 230
Kg/ha de phosphate + 300Kg/ha de potasse, pour IBOBois composantes précédentes ont
été additionnées de 300kg/ha d’engrais 30 (conipositonnée en annexe) avant le semi et
3Kg/ha 15 jours apres le semis, pour IRD4 les mé&uswpositions que I'lRD3 mais la teneur

de I'engrais 30 a été augmenté a 600Kg/ha poupdapavant et 300kg/ha 15 jours apreés le
semis, et enfin pour IRD5, la teneur en engraisa3été de 900kg/ha avant le semis et
300kg/ha 15 jours apres le semis. Le développerdestplants de haricots ainsi que le
rendement de production ont été donc évalués saltartilisation appliquée et la variété de

haricot utilisée. Ensuite, la dynamique des comratésade BFN et de MVA a été décrite afin

de déterminer le type de fertilisation et la varigdéquate pour favoriser ces formes
d’associations symbiotiques. Enfin, L'impact de abférents parametres et les facteurs
variétés ou traitements ont été évalués sur la e de l'azote assimilable et du

phosphore assimilable par les plantes dans le sol.

Les résultats ont montré que la variété de harigetts nain 02 de Lecofruit Madagascar
posséde un fort potentiel par rapport a la vari@& non seulement en matiere de
I'établissement de symbiose fixatrice d’azote eamnlsppse mycorhizienne mais également
pour le rendement de production. L'influence dedaiété sur le rendement de production a
déja été rapporté par plusieurs auteurs sur différg/pes de plantes cultivées telles que le
niébé, le soja ou le mais et méme sur le haricattéla et al., 2001 ; Nyembo et al., 2012 ;
N'GBESSO et al.,, 2013). Dans la plupart des cassard les variétés améliorées pour
posséder une certaine caractéristique telle queslatance a une maladie, la tolérance au sel,
a la sécheresse, une aptitude améliorée pour Igitiqn des éléments nutritifs majeurs, qui
sont les plus performants (Scoones, 1999 ; Ali,5200NN, 2013). Lors de ce travail, ce
rendement optimal de la variété 02 est forteménali taux de nodulation racinaire du haricot

ainsi qu'a la fertilisation du sol avec mélange @@0Kg/ha de compost 300kg/ha de



Discussion

phosphate 230kg/ha de potasse, 60kg/ha d’engrgiwi8Qun rajout de 3 kg engrais 30 a 15
jours aprés le semis (Traitement IRD4). D’'une pidrg, déja été rapporté qu’il existe deux
seuils limitant pour la teneur en phosphore et mteadu sol et qu’ils affectent a la fois la
formation, le développement et le fonctionnemerst dedules (Achakzai, 2007 ; Fondar
al., 2010). Ce qui pourrait expliquer le résultat obtequi indiqgue qu'au-dela de 60 Kg
d’apport d’engrais 30, un engrais remarquablemihieren azote, par ha, le nombre des
nodules et le rendement de production de la va@igtdiminuent significativement. D’autre
part, le rendement de production est fortementli@ capacité des nodules a fixer I'azote
atmosphérique, le potentiel de la plante a acqiesieléments nutritifs mais également de la
disponibilité de ces éléments dans le sol (Anor420Oniruzzaman 2009; Konag al.,
2012).

En ce qui concerne la dynamique de la communautha®pignons endomycorhiziens, ni la
variété de haricots verts ni la fertilisation admgpt’ont eu d'impact significatif sur la capacité
des propagules de champignons endomycorhiziengier ilm symbiose mycorhizienne. Par
contre, le nombre de spores contenus dans lesalnment les spores de couleur noire, a été
significativement affecté par les traitements IRIRD3 et IRD4 sur lesquelles a été cultivée
la variété 06. Il faut dire que la propagation migse l'efficience des propagules de
champignons endomycorhiziens dans le sol dépendldsieurs facteurs tels que les
propriétés physico-chimiques, biochimiques et nbmiwgiques (Sieverding, 1991 ; Kalst
al., 1998 ; Johnsost al.,2003 ; Schalamukt al.,2006). Il est donc difficile d’affirmer avec
précision l'importance des facteurs utilisés loes cktte étude sur la dynamique de la
communauté de champignons endomycorhiziens dasslldPourtant, des études ont déja
démontré qu’une sur-fertilisation en éléments azotBuence négativement la formation des
spores de champignons endomycorhiziens (Le TadlQ 2Pierart, 2012). Ce résultat est en
accord avec celui obtenu lors de cette étude quoatré qu’'au-dela de 60 kg/ha d’apport
d’engrais riche en azote (engrais 30), le nombrspdees diminue significativement (p<5%).
Néanmoins, il est important de souligner que atex de mycorhization ni NPP ni le nombre
de spores n'ont eu dimpact significatif sur le dement de production de haricot et ce,
guelques soit la variété utilisée, contrairementaux de nodulation. D’une part, le méme
résultat a déja été rapporté par Schroeder & J@@@g!), Branscheidt al. (2010) et Breuillin

et al. (2010) qui I'a attribué a une fertilisation phoaffe inadéquate. D’autre part, il se
pourrait que la communauté de champignons endorhigdens ait tout simplement contribué

en tant qu’agent stimulateur de la croissance det@lsoit dans la protection contre les agents
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pathogenes soit sur la libération des élémentstifaitcontenus dans le sol soit dans la
tolérance aux stress soit en stimulant les autmranmnautés microbiennes bénéfiques
contenues dans le sol (Duponnetsal., 2005 ; Ramanankierare al., 2006; Azcon-Aguilar

et al.,2009 ; Garbaye, 2013).

Le résultat sur les teneurs en phosphore et e asstmilables contenus dans le sol confirme
cette suggestion concernant les autres implicati@sschampignons endomycorhiziens dans
la vie de la plante. En effet, la variété 06 quinantré un fort potentiel pour établir une
association mycorhizienne a été caractérisée pasoursignificativement riche en P et N
assimilable, principalement pour le traitement IRPdelange de 900Kg/ha de compost
3kg/ha de phosphate 2,3kg/ha de potasse, 60kgngrdis 30 puis un rajout de 3 kg engrais
30 a 15 jours apres le semis). Des nombreuses sttade montré l'implication des
champignons mycorhiziens dans la mobilisation désénts nutritifs tels que I'azote et le
phosphore a partir des substrats naturels (Antusesd., 2007 ; Finlay, 2008 ; Dell &
Plassard, 2010). Cette augmentation de la tenelredrP assimilable pourrait également étre
due au fait que I'engrais utilisé a été constitggeatiellement par des composés simples
facilement décomposables dans le sol. De ce éargdultat des deux analyses en composante
principale respective des deux variétés confirmus toes constatations. En effet, une teneur
trop élevée en élément azoté affecte négativenaenbdlulation des racines qui a son tour
influence le développement de la plante ainsi gueehdement de production principalement
avec la variété 02. Par contre, la variété 06 esiement plus dépendante a la symbiose
mycorhizienne en ce qui concerne le développemield eendement de production. De ce
fait, la communauté de champignons endomycorhizsssciés aux deux variétés de haricots
verts nains influence indirectement leur rendengenproduction par la libération d’azote et
de phosphore directement assimilable par la pldneeffet, il a été maintes fois démontrées
gue ce sont les deux principaux facteurs qui imitemt le développement ainsi que le
rendement de production des plantes (Van Averetlad, 2007 ; Zhanget al.,2011; Tanwar

et al.2013).



Conclusion générale et perspectives

Les résultats montrent que la biomasse microbiepae, son développement, assure la
disponibilité et la répartition des ressources itiuels dans le sol au bénéfice de la plante.
Ceci par la dégradation des matiéres organiquedésnents minéraux simples et accessible

par la plante.

Le traitement IRD4 contenant 900 Kg/ha de compo288 Kg/ha de phosphate + 300Kg/ha
de potasse + 60kg/ha engrais 30 + 3kg/ha engrai&53fpurs apres le semi favorise la
croissance nodulaire des plants mais augmente aossidérablement le rendement de
production. Contrairement au traitement contenannaximum de fertilisants azotés IRD5
(900 Kg/ha de compost + 230 Kg/ha de phosphateOK@ba de potasse + 90kg/ha engrais
30 + 3kg/ha engrais 30 15 jours apres le semis)luquiavorise plutét la formation des
associations endomycorhiziennes dans le systenmearaiu haricot vert nain. En effet, une
bonne prolifération des propagules de champignoorhiziens contenus dans le sol pour le
traitement contenant le mélange de 900 Kg/ha depostn+ 230 Kg/ha de phosphate +
300Kg/ha de potasse + 90kg/ha engrais 30 + 3kgilgeais 30 al5 jours aprés le semis
(IRD5) a été enregistré pour les deux variétésatedt vert nain 02 et 06. Cependant, force
est de constaté que la variété 02 est plus sigtifement plus performante en terme de
rendement mais aussi de réponse positive sur les fdemes de symbioses (bactériennes et

mycorhiziennes).

Il a été également constaté que le taux de noduolatu systéme racinaire peut influencer
favorablement le rendement de production non searéipar la fixation d’'un surplus d’azote
mais également par d’autres propriétés encore masqui caractérisent la population des
bactéries fixatrices d’azote qui y sont préserfadidra donc choisir le traitement qui favorise
a la fois le développement de cette forme d’assiooieet I'amélioration du rendement de

production.

Toutefois, il serait intéressant de mieux cerner participation des champignons

endomycorhiziens dans le développement des plantsadcot vert nain au méme titre que
I'efficacité des souches de rhizobia isolées loes atte étude. D’une part, des tests
d’infectivité et d'efficience des souches de nedukt de bactéries fixatrices d’azote des
plants de haricot seront donc réalisés en conditicontrélées pour obtenir des souches
performantes utilisables a d’autres finalités. resi part, les souches de champignons

endomycorhiziens de la rhizosphére des deux varid¢eharicot vert nain 02 et 06 seront
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isolées puis sélectionnées selon leur aptitudenéecéer une plante héte mycotrophe. En plus
de leur capacité a influencer le développementagbrbduction végétale, une étude plus
poussée vers le maintien de la santé de la platesnite également d’étre conduite. Ces
perspectives permettront de mettre en place dg®glifs d’'inoculation microbienne mono

ou multi-souches qui pourraient faire office d’ualéernative intéressante pour controler la

perturbation de la vie microbienne d’un sol de uat

Parallélement, l'importance de la fertilisation ppbatée sur ces deux communautés
microbiennes mérite également d’étre considéréat @anné qu’il s’agit tout de méme de
'uns des nutriments majeurs pouvant devenir utetadimitant pour le développement de la

plante.
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ANNEXE 1

Dosage de I'azote du sol

Le dosage de l'azote dans le sol se fait en deapest: I'extraction et le dosage. Elle peut étre
utilisée pour la détermination de N-NH4, N-NO3, 804 et Urée dans les sols.

L’échantillon est agité avec une solution de Chierde potassium (1M) dans le rapport 1/10

pendant une heure. L’extrait est obtenu par filirate la suspension.

Solution tampon (extraction de I'azote) : pH=8,2

Chlorure d'/AMMONIUM........ooiiiiiieiiie oo eeeee e as 509
Solution d'amMONIAGUE..........cceeeeeeieeee s ee e s e e e e e e e eeeeeeeeeeeesssssesnnnnnrennnns +1ml

[ TU o 1S3 1] T= T T o £ o PRSP 1000ml
BIJ 35 (B00)..uuuuieiee e e e ettt s e ettt ettt e e e e e e e e e eeaeaeeaaeeeeeeearrrnanns 3ml

NH,Cl distillée
NH,OH (25%)
H,O solution stable 1 semaine

La solution est gardée a 4°C avant utilisatioreqit est vérifié tous les 3 jours.

ANNEXE 2
Composition du milieu de culture
Milieu de culture YMA:
1Y/ o 1 o SR PSRRRPP PP 10g
Glutamate de SOIUM........ciiiiiiie e e e e s e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeea e 0,59
KZ2HP O ..ttt ene 0,59
MOSO4, TH2O ... e ettt e e e rnma s 0,19
NN = T PR SRSPPP 0,059
CACI2, 2ZH20..cce i ———— 0,049
EXIrait de [@VUIE.......veiieiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeaeeeees 19
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ANNEXE 3

Potentiel infectieux mycorhizogene

— Dilution du PIM :

Calcul du nombre le plus probable de propagules myiziens (méthode NPP) décrite par
Porter (1979).

Nombre de dilution (s) Nombre de dilution (s)

X 4 5 6 et plus y 4 5 6 et plus
0,4 0,704 0,706 0,707 3,5 0,55
0,6 0,615 0,617 0,618 3,0 0,548
0,8 0,573 0,576 0,577 2,5 0,545 0,545
1,0 0,555 0,558 0,559 1,5 0,522 0,522 0,522
1,5 0,545 0,551 0,553 1,0 0,488 0,488 0,488
2,0 0,537 0,548 0,551
2,5 0,545 0,552 0,8 0,464 0,464 0,464
0,552* 0,6 0,431 0,431 0,431
0,4 0,375 0,375 0,375

Table d’estimation des organismes estimés par taadé de dilution de sol (W. L. Stevens).

— Exemple de calcul des NPP.

Un exemple de résultats est donné dans le tabigaans.

Tableau 18 : Présence de structures mycorhizienng®ur chaque plant et pour chaque

dilution (+ : plant mycorhize)
Dilution de sol Rep | Rep Il Rep I Total des pos avec plantes mycorhizées
1 + + + 3
1/4 + + + 3
1/16 + + + 3
1/64 + + + 3
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1/256 + + + 3

1/1024 + + - 14

Rep : répetition
Calcul :

LoglOMPN = (x log a) — K, avec x = moyenne des potsc plantes mycorhizés soit dans ce
cas : 14/3 = 4.6 et a est le facteur de dilutiahisi4.

y =S - Xy est requis pour trouver K ; s est lenboe de dilution, dans I'exemple, s = 6, K est
donné dans la table de Fischer et Yates (1948Q)197

y=6-4,6=1.4

X est supérieur a 2,5, mais y est inférieur adsc on cherche K dans la table poury =1,4 ;
on trouve K= 0,515 d'ou LoglOMPN = [4,6 (0,602) ;505 = 2.254 et MPN =
179.47propagules pour 100 g de sol.

ANNEXE 4
Composition du bleu trypan :
Poudre de DIeu trypan ... e 5g
ACIHE ACALIGUE ..eveeeeeeiiieeiiiiee ettt e e e e e e s e e e 250ml

U0 1S3 1] T= T o 1 o 1000ml

Réactif colorant:
AcideOrtho-PhoSphoriQUE...........ooeiiiiiiiee e e 150ml
H,PO, (85%)

YU L=V a1 F=T 0 1 (o [PPSR 10 gr
CHgN,O,S

Chlorhydrate di —naphtyl éthyléne diamine.....0,5 gr

ClZH 16C|2N2

[ LU0 [ L= TRl 1] o USSP 1000 mi
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ANNEXE 5

Composition de Patentkali :

« 30% Oxyde de potassium {®&) soluble dans I'eau
+ 10% Oxyde de magnésium (MgO) soluble dans 'eau

« 42% Anhydride sulfurique (Sfpsoluble dans l'eau

Engrais pauvre en chlore mais repond a 100% auwirisedes végétaux.

Composition du biocorne :

e N-P-K=11-0-0
* Matieres minérales = 15.2%

* Matieres organiques = 84.8%
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Nom : RASATANDRIANOMBANA
Prénoms :Nirina Andrianina

Titre : Evaluation de la potentialité en bactéries fixasicd'azote et en champignons
mycorhiziens a vésicules et a arbuscules dans seauémulti-local de parcelle de haricot:

fertilisation biologique.

Décrire I'évolution des communautés de bactérigatfices d’'azote ou de champignons
endomycorhiziens a vésicules et a arbuscules, iemnent de production ainsi que les deux
éléments nutritifs majeurs (azote et phosphoremilsdile) des sols en fonction des

différentes techniques de fertilisation et de leéta de haricot vert nain utilisée (variété 02 et
variété 06) constitue I'objectif principal de cavail. Les expérimentations ont été conduites
dans deux localités différentes (Anstirabe et Avai@) qui servent de fermes de culture pour

la société Lecofruit Madagascar.

Les résultats ont montré que la fertilisation duas@c le mélange de 900 Kg/ha de compost
+ 230 Kg/ha de phosphate + 300Kg/ha de potassekg/lt#® engrais 30 + 3kg/ha engrais 30
15 jours apres le semi (IRD4) favorise a la foiddgeloppement de I'association symbiotique
fixatrice d’azote avec le taux de nodulation etrendement de production significativement
élevés par rapport aux autres traitements. |l &8gtdement constaté qu'il existe un certain
seuil (60Kg/ha d’engrais 30) concernant la tenear fertilisant azoté tolérée pour
I'établissement des symbioses racinaires et leeraedt de production maximal. Ces effets
ont été trés marqués avec la variété 02 contraimeida variété 06 qui elle a été plutét
favorable au développement des associations mygeninies. Il faut donc dire que les deux
variétés présentent des réponses et de comportemestdifférents vis-a-vis des fertilisants
adoptés et leurs interactions avec les microorgaassdu sol. Néanmoins, lors de cette étude,
la communauté de champignons endomycorhizienslménée pas directement le rendement
de culture du haricot contrairement aux communadéssbactéries fixatrices d’azote. Leur
implication pourrait donc se situer au niveau d@ratection de la plante contre les agents

pathogenes ou I'acquisition des éléments nutdbimme I'azote et le phosphore.
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