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RESUME

L’agriculture intensive d’aujourd’hui recourt essentiellement aux engrais azotés de synthése. Les
légumineuses, en symbiose avec une bactérie du genre Rhizobium, permettent de s’affranchir
partiellement de ces engrais de synthése en fixant de I'azote atmosphérique au niveau de leurs
nodosités, tout en produisant des graines riches en protéines. De plus, elles permettent aussi de
restituer des reliquats azotés pour les cultures suivantes. Afin d’améliorer ces connaissances sur
le sujet, ce travail vise a évaluer I'activité fixatrice de I'azote de pois protéagineux par imagerie
hyperspectrale proche infrarouge. Deux axes ont été organisés dans ce travail. Le premier vise a
établir les conditions qui permettent de mesurer par imagerie hyperspectrale proche infrarouge
la teneur en leghémoglobine, une molécule indicatrice de I’activité fixatrice de I'azote, au sein des
nodosités de pois protéagineux (Pisum sativum L.). Le second axe vise a analyser la teneur en
leghémoglobine dans les différentes cultures de pois (en culture pure d’hiver, de printemps et en
association) et de comparer I'effet de plusieurs modes de conduite de la culture. Il est apparu que
le type de séchage des nodosités est une étape cruciale dans la préparation des échantillons avant
d’acquérir leurs images hyperspectrales. En effet, les types de séchage analysés sembleraient
induire des propriétés physico-chimiques différentes qui ne permettent pas de les quantifier de la
méme maniére. Dans le second axe, il a été mis en évidence que la teneur en leghémoglobine
prédite au sein des nodosités soit liée en début de culture au stade d’avancement de la plante de
pois et que les nodosités issues de |'association auraient I'aptitude en fin de culture a rester plus
longtemps actives et ce jusqu’au stade remplissage du grain de froment.

ABSTRACT

Today's intensive agriculture relies heavily on synthetic fertilizers. Legumes, in symbiosis with
bacteria of the genus Rhizobium, make it possible to get rid of these synthetic fertilizers by fixing
the atmospheric nitrogen in their nodules, while producing seeds rich in proteins. In addition, they
also make it possible to render nitrogen residues for the following crops. In order to improve
knowledge on the subject, this work is intended to assess the nitrogen-binding activity of
proteaginous pea by near-infrared hyperspectral imaging. This paper is organized in two main
parts. The first part aims to establish the conditions which allow the measurement of the content
of leghemoglobin, a molecule indicative of the nitrogen-fixing activity, by hyperspectral near
infrared imaging within the nodules of proteaginous pea (Pisum sativum L.). The second part
focuses on the leghemoglobin content of nodules in the different pea crops (in pure winter, spring
and associated cultures) and compare the effect of several methods of crop management on it. It
is obvious that the way of drying nodules is a crucial step during the sample preparation before
acquiring their hyperspectral images. Indeed, the way of drying nodules seems to induce different
physicochemical properties that do not allow to quantify them in the same way. In the second
part, it has been demonstrated that the predicted leghemoglobin content of nodules is linked at
the beginning of the culture to the stage of advancement of the plant and that the nodules from
the associated culture would have the aptitude at the end of the culture to remain longer active
till the filling stage of the wheat grain.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEIVIENTS ...ociiiiiiiiiiiiiiieiieeiiieiiniteiieesiessiaserassesssesssasssassssssssssassssssssssssssasssasssasssnssesssasssasssnnsns 1l
RESUIMIE .....oueeuiieeeeeetesesteseessessestessessessessessessessessessessessssssssssnssssessensessessensensessensensessensensessessensenes v
Y = 1Y I 20 X o \'
TABLE DES IMATIERES ....ueicuviieiiieeeeieesseiessessseesseesssesssessssesssessssssssesssessssssssesssessssssssesssessssessssssssssnes Vi
LISTE DES FIGURES.......cuieiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieesieneieictasiesiessiossiasssssseessssstsssssssssssssssasssasssnssesssasssasssnnses 1X
LISTE DES TABLEAUX ...cuiiiiiiiiiiiieiiiiincieiieesiesstaserasessiossisssissssssssssssssssssssssssssssssasssasssnssesssssssasssnnses Xl
LISTE DES ABREVIATIONS ....ooicueieriiierienreesseesseesssessseesssesssessssesssssssessssssssssssessssesssesssessssesssassssssssonns Xll
l. INTRODUCGTION. ... cuiiiiieiiiiiieteiieeiiensiesstansessssssisestsssrsssrsssssssasssssssassssssssssosssasssnsssssssnssssssnsennns 1
Il.  SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE .......cciiuiiiniiiiieiiiniiieiieeiieeiiasiiassesssesisssrascssssssssasssasssssssnssssssanssns 2
1  LEPOIS PROTEAGINEUX.ceuutreesrenssrenssrnnssrssssranssrasssrssssssssssnssssssssssssssssssasssrassssnssssnssssnsssnnns 2
1.1 [ ol [0 LX) f [ole 1 [ s TSP 2
1.2 Les problématiques d’@mMBIAVEMENT.............ccceeecuveieeeeiiiiieeseiiieeeesieeeessiee e e eseitaa e e s 2
1.2.1 [ a1 o1 RSP UUPROt 2
1.2.2 La concurrence par rapport aUX aULres CULUIES .....cc.eeriieiiierierieeieestee ettt st sre e sne e e snees 3
1.3 =3 Yo Yo [ =TSP 3
1.4 LES ABDOUCRES......veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e ettt a e e e e e e e se st ttsbasasaaaeeeeaesssssses 4
1.5 LO CUIEUIE oottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e et et et ettt et e s e s e aaaaaaaaaaaaaaaaaaaassannens 5
15.1 La Place dans 12 rOtatioN......coueeiiieeerie ettt ane e r e neeeanes 5
1.5.2 Les facteurs limitants de 13 CUMTUIE .....oouii ittt e et e e be e e sbe e e sbaeeenene 5
153 Les avantages agronomiques et eNVIrONNEMENTAUX.......ccovciiiiiiieiiiiieiitie et esire e sre e sreessraeeenne 6
2 L’ ARCHITECTURE RACINAIRE ET SA FIXATION SYMBIOTIQUE ..eecereereeeerecensecessesassessesssacessecassecase O
2.1 SYStEME VEGELALIf AU POIS ....vvveeeiiiiee ettt ee e e et e e e s st a e e s sttaaaessssaeaaeeeanes 6
2.2 SYStEME FACINGAIIE AU POIS ...vvveeeiiieeeeiiee et e e te e et e e e et e e e sstaeaaesstteaaessssanaaaenanes 7
2.21 La mise en place du SYStEME FACINAINE ......eevveeriiiiieie ettt et siae e e b e s sneeneesneesaees 7
2.3 Développement des nodosités sur le systeme racingire ..............cccceeeeeevevivvevereeseeeeseeiiiianns 8
23.1 Les plantes et I'azote
2.3.2 La fOrmation d@S NOGOSITES ......eeiiiiiiiiieeececieeee ettt e e e eeetre e e e e e eetbreeeeeeetsbaeeeeeesassaaeeeeessssaeeesesssssaeesassnnsens 9
2.33 Morphologie et distribution spatiale des NOAOSItES........cccuieriieriiriiiere e 10
234 Distribution dans le temps de la fixation symbiotique des NOdOSItES.........ceeveeriiriieenienieniecseeneeeeee 11
2.4 FiXQTION A@ I"QZOTE.....ceeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e ettt ettt a e e e e e e e e sessasbabaaaaaaaeeeaaaas
24.1 Biochimie de la fixation d’azote ........cccccveeeneee.
2.4.2 L’assimilation et I'exportation de I'azote fixé
243 Nitrogénase et I'oXygeNne......cccvvvveervercieeneernenns
2.5 LEGREMOGIODINE ..ottt e et a e e et a e e e e et e e narees
2.5.1 STrUCTUFE 1 FONCLION Loiiiiiiieeee e e e e et ee e e e e aaraeeeas
25.2 Relation entre Leghémoglobine et I'azote fixé symbiotiquement
3 LA CULTURE ASSOCIEE DES CEREALES ET LEGUMINEUSES...cc.cveesirasssrnssssnsssenssrsnssrsssssasssrassssnsss 1D
3.1 LT g o [ Lot o Lo o U UUPUURPRPRPRRN 15
3.2 Avantages et inconvénients des cultures en assoCiQtioNn ...............cccceevvvvveeeeeeeeeeeseeiiianns 15
3.3 La nutrition azotée de I'association des céréales et des légumineuses ........................... 16
4  L'IMAGERIE HYPERSPECTRALE PROCHE INFRAROUGE ...ccevuessessennennnssssssnsssssssssssssssnnssssssssssnnnns 17
4.1 LT g o [ Lot Lo o U UPUURPRPUPRRNE 17
4.2 50N utilisation et SES AVANTAGES. .........uuveeeeieeieeiieeiiiiiiiiieeeee et eeessesitateeeaeeeeesssssiinaeeeeaens 18
4.3 Détection, discrimination des Nodosités et des raCINeS ..........cccvvvveveeeeeeeeeeeeeeeieneneiiiiininnnn, 19
4.4 Propriétés spectrales de la leghémoglobine et sa quantification .................ccccocuveeeennen. 21

5 L’IMPACT GENETIQUE SUR LA FIXATION SYMBIOTIQUE ....eeeeeenessssssssenssssssssssssnsssssssssssnnsssssenss 24

A



5.1 Variabilité iNtraSPECIfIQUE..........ccc.uueieeeeiiiie et ee sttt e ettt e e st a e s e satea e e e saseeaeeas 21
L’ IMPACT DU PHOSPHORE ET DU MOLYBDENE SUR LA CROISSANCE ET LA FIXATION SYMBIOTIQUE DE

L’AZOTE CHEZ LE POIS. veuureeernsreessesersssssssessssssssssasssassssssasssassssssasssassssssasssasssnssasssassensenns D&

6.1 LE PROSPIOIE ...ttt ettt e ettt a e e e s s st a e e e e e e e eaaas 22
6.1.1 [[aLdgoTe 18 oy To Yo DRSSP PPN 22
6.1.2 Une carence en phosphore, un facteur limitant pour la fixation de Nj........cccceviiiiiiiiiiiniiiinieeceeeeieene 23
6.1.3 L'impact du phosphore sur la croissance et la fixation symbiotique de Nj. ....ccccocveriirieinieniicieenieneene 24

6.2 LE MOIYDACNC. ........eeeeeeeee ettt ettt et e et e e e st e e e et a e e e srtaa e e e ssreeas 25
6.2.1 [[aLdgoTe 18 oy ToT o DRSSPSR 25
6.2.2 Le role du molybdéne dans la plante et sur la fixation symbiotique de Nj. ....ccccoveriiiiieniieniiiieenieneene 25

6.3 Le molybdéne et le phosphore en fumure QSSOCIEE .............ccuveeeveeeeeeeeeeeisiiirvvvereaaaeeeeaann, 25

MATERIEL ET METHODE ......cietiiiiiiiiieiieiieiieiiieiieeiisecinesesssessesssasssassssssesssasssasssnsssssssnssasssnsens 26
CONDITIONS ET DISPOSITIFS EXPERIMENTAUX «.uvteeesesrenesssnenesssnenesssnenssssnsnssssnensssssensssssennssss 20

1.1 Les sites expérimentaux et I’'apercu climatiQUe ..............ouoeecvueeeeeeciieeeeesiiiseeesciieee e 26

1.2 GENBIAIITES. ....oeeeeeiee et e e et e e ettt e e ettt e e e e st e e e e s s sstaaeesasstnaaessstaaeeessseeas 27

1.3 Dispositifs et protocoles eXPErimeNtAUX ...........cccuueeeeevivreeeeiiiireeeesiiieeeessiieseessiireaessissens 27
1.3.1 Parcelle « POIS O’ NIVEE M..eiiuiieiieciecieccie ettt et e st e st e e e e s e e ssbeeseessaeeaseeseessaesnseeneessnenseanes 27
1.3.2 P OIS 08 PrIMEEIMPS ettt et st b e st et e e sbe e sab e e b e e sbeesabe e bt e sbbesabeeneesanesneenne 28

1.3.21 Parcelle « Pois de print€mps — FUMUIE M ...c...eiiiiiiiiiiieeiieiie ettt 28
1.3.2.2 Parcelle « Pois de print@mps — Vari€té ».......c.coceereirieriienienieeeesiee et 28
133 Pois en association avec dU frOMENT .......coiiiiiiiiii et st e et s e e sae e e seaeeeas 29

14 Préléevement des ECAANTIIIONS .............ccoeecueeieeeeiiie ettt esta e ea e e s 29
141 PrélEVEMENT FACINAINE ..eiiiiiiie ettt ettt et e e s te e e e eb e e ettt e s sabeeessbaeesabbeesanbeessbeaessbeeesaseeeasseesns 29
1.4.2 AU @S MNSUIES it eieee it ee ettt e e et et et e eeeete s e s e e eeeeeeeeeesesaeaesesesesesesesesssssassssannnnnnnnnnnnnnnnns 30
1.4.3 Suivi dynamique du systeme racinaire des plantes et des teneurs en leghémoglobine des nodosités du

o1 o1 1 Y1V TP U PP ST PR PSP 30

1.5 Préparation des ECAANTIlIONS ..............oueeeeuiiieeeeiiie ettt e ea e e s 31
151 GENéralités POUr tOULES |€S EXPEIIENCES ...eevuiiriiiriieitie ettt ettt s e et e sae e et e sbeesaneeneenene s 31
15.2 Cas particulier de I'expérience « POiIS A’ NIVET M ...cccuiiiuiiiiiiiierieeie et 32
ANALYSE DES ECHANTILLONS PAR IMAGERIE HYPERSPECTRALE PROCHE INFRAROUGE.....ccccuvereeneee. 32

2.1 Acquisition des images hyperspectrales proches infrarouge ..............ccoceeeeeveeeeeeeeecceinn, 32

2.2 Vérification des acquiSitions SPECLIAIES .............cceeecuveeeeeiiiiiieeesiiiieesssiteeeeesieeeessiseeaeens 33

2.3 Analyse des images RYPersPeCtrQles .............uuueeevieeeeiiiiieieieieeeeeeescciiiiieeeeeeeeeeeesssiines 34

CALIBRATION DU MODELE DE REGRESSION ENTRE LE CONTENU EN LEGHEMOGLOBINE ET LES SPECTRES
PROCHE INFRAROUGE CORRESPONDANT DES NODOSITES. ...vueeteasssressssnssrsnsssasssrnsssssssssnssssnssess 30

3.1 Prélevement des NOUOSITES ...........eeeeeeeeeeeeeeeieiieieeeeeee e e eeeeecetteeaaeae e e e e e sessessavaaaaaaaeesaaaas 36
3.2 QUANLIfICAtION CAIMIGUE ..cccceveeeeeeiie ettt e e et e e e et e e e srtaaaeessseeas 36
3.3 Acquisition des spectres NIR et prétraitemMeNnt..........ccccccvvveeeeeeeeeeeeeeiiiiiiveveeeaeeeeeeseesiiisanns 37
34 Relier I'imagerie hyperspectrale NIR a la teneur en leghémoglobine............................. 38

DIFFICULTES RENCONTREES ceuureescraessrsessrasssrasssssssssnsssssssrssssssssssasssrssssssssssnssssnsssnssssnssssass 3O
4.1 Difficultés expeérimentales €n CAGMPS .............uuveeveeeeeeeeeeieeiiiiieieieeee e e eeeeccccirvveaaaaaeeeeeen, 38
4.2 Difficultés dans la calibration du MOdEIe...............ccceeeeeeeieeiiiiriieiieeeeeeeeeeiiciiiivieeeaeeeeeeen, 39

ANALYSE STATISTIQUE eeurererrerereerecenresessecassesassssassssacassscassssssssssssssscassosassasasssssssssesassoses 39

RESULTATS ET DISCUSSIONS. ....ccutieiitiieetetteittereecrescresseessessesseraserasssnssesssesssasssnsssnssesssanesnsens 40
VALIDATION DES MODELES DE REGRESSION PLS .....cccciiiiiniiiniinninniinneninininnesnncnsnnessneeess 40
1.1 Discussion de la validation du modeéle de régression PLS 2018 ...........ccccocvveevecvvneeeecnnenn. 40
1.2 Comparaison de la prédiction de la teneur en Lb des nodosités séchées dans une étuve
par convection et dans UNe tUVE VENTIIEE ...............uveveeveeeeeeeeeeiciiiriieieeeeeeeeeeeeseiissvveeenans 41
1.2.1 [aYd oo [0 ox o] o ST UPPN 41
1.2.2 [V =Y AT g e [T g3 U] 2= | £ SR UPPN 43
1221 Pourcentage de NOdOSItES Pre&diteS .....cueveeriiriierie et 43
1.2.2.2 Concentration maximale de la teneur en Lb au sein d’une nodosité .........ccccoeeevveeeeeecciiieeeeecennns 44



VL.

VII.

1.2.2.3 Concentration moyenne en Lb de toutes les nodosités d’'une image prédite ........ccccevevveeriveennnen. 45

1.2.3 Comparaison du modeéle de régression PLS 2018 €t 2017 ....ccceevveerieerieniieenieenieereeniee s eeee e s esneesene s 46
1.3 DiSCUSSION AES FESUITALS ...eveeeviiieeeeciiiiee ettt ettt e e e st e e e et e e e e srtaaaeesssees 48
EVOLUTION DE LA TENEUR EN LB DES NODOSITES DANS LE TEMPS ...ceceecencencencencansansansansassanseess 49
2.1 L’évolution de la teneur en Lb des nodosités dans I'espace et le temps. ............c.ccu..... 49
211 La teneur moyenne en Lb (mg g’l) des nodosités au cours du teMPS ......coeeeeveereerieeieeneenneeane
2.1.2 La teneur moyenne minimale en Lb d’'une nodosité au cours du temps
2.1.3 La teneur moyenne maximale en Lb d’une nodosité au cours du temps
2.1.4 DiISCUSSION GBS FESUITATS...cuvvieiiieeiiiiee ettt et et e e sttt e e bt e s sabeessabeeessbaeessbbeesbteessbeeesabaeessseeessseesns
2.2 Comparaison de I’évolution de la teneur en leghémoglobine (Lb) entre le pois d’hiver et
de printemps avant et aprés 1a floraison. .............uueeecuevieeeciiiseeeiiiieeeesiiiaeeeecieaaeeeeieens 51
221 Evolution de la teneur en leghémoglobine des deux cultures de Pois........ccceveerieriieeieenienieeieenreeeee 51
222 Comparaison de la teneur en Lb au stade « début de floraison » entre les deux cultures de pois........... 52
2.23 DiSCUSSION GBS FESUITATS...cuvvieiiieeiiiiee ettt ettt e sttt e e bt e s stbe e s sabe e e s sbaeesabbeessbeessbeeesabaeessseesansseesns 53
2.3 Répartition des nodosités et de leur teneur en Lb sur un systéeme racinaire complet......53
2.3.1 Représentation dans le temps des nodosités et leurs teneurs en Lb.......coooveeiiiiiiiiiiniiecncieeeeeeeeee 53
2.3.2 La comparaison des teneurs en Lb des nodosités primaires et secondaires......c..ccecueeveerverireeseenivenineenne 55
233 DiISCUSSION GBS FESUITATS...cuvvieiiieeiiiiee ettt et et e e sttt e e bt e s sabeessabeeessbaeessbbeesbteessbeeesabaeessseeessseesns 56
LA FIXATION SYMBIOTIQUE DE L’AZOTE CHEZ LES DIFFERENTES VARIETES DE POIS D’HIVER......cc.eee0. 57
3.1 INEFOQUCEION .ttt e e e ettt e e e e e e e s s s s ssussbtbaeeeaaaeeesannas 57
3.2 INEErPrétation des FESUITALS .......cceccuueiieeeeiiee ettt e e e e e e e e ra e e e ssteaaeessseeas 57
3.21 Teneur en Lb moyenne d’une Nnodosité au COUrs dU tEMPS ....ccvveeriieriierienieeeene e 57
3.2.2 Evolution de la teneur maximale en Lb des NOOSITES ........cuieeiiieiiieiiiiie e 59
3.2.3 Evolution du nombre de nodosités dans les premiers centimétres du sol sur le systéme racinaire de
QI ErENTES VATTEETES ..ttt et e e e s e e st e e s st e e e e sbbeesabbeeesbeeesabeeessseeesnsaeenas
3.3 Discussion des résultats
LA FIXATION SYMBIOTIQUE DE L’AZOTE DE LA CULTURE DE POIS EN ASSOCIATION AVEC DU FROMENT 63
4.1 INEFOQUCEION ..ttt et e e ettt e e e e e s s s s s ssssbbateeeaaaeeesanaas 63
4.2 INEErPrétation des FESUILALS ........cceecveieeeeciiee ettt e e e st e e e e aa e e e ssteeaeesasees 63
4.2.1 Teneur moyenne en Lb des NOAOSIEES.......ccuiiiiiriiiiieeee ettt 63
4.2.2 Teneur maximale €N Lb des NOUOSITES .....cccviiiiiiieiiiie ettt st e e st e e sbe e e sbaeessaeeens 64
4.2.3 Teneur MinimMale €N Lb des NOAOSIEES .....iiiviiiiiiieciie ettt s e et e e s be e e sbaeeeaaeaens 64
4.2.4 Biomasse aérienne et évolution du nombre de nodosités au cours du temps. ......cccceeeviieiniiieeniiensnineenn. 64
4.3 DiSCUSSION @S FESUITALS ..ottt et e e e e e e e e eeeeeeeeaaaeeasens 65

LA FIXATION SYMBIOTIQUE DE L’AZOTE CHEZ LES DIFFERENTES VARIETES DE POIS DE PRINTEMPS ..... 66
5.1 [LA T e [V Lot o] ¢ N

52 INTErprétation deS FESUITATS ..........ueeeeeeeeeeeeeeeeiieeeeee e e eeeeeeeecteeteeae e e e e e eessessabaaaaaaaeeeaaeas
5.2.1 La teneur en Lb des nodosités dans les différents horizons du sol
5.2.2 Teneur moyenne en Lb des Nodosités.........cccevveviieneeniceieeneennenne
5.2.3 Teneur maximale en Lb des NOAOSIEES ......c..uvveiiieiciiiieee ettt et e e e e e rre e e e e e e eabaaeeeeeeeanraeeeeeanes
5.2.4 23 Te Y8 o IR [ g 1= oL o =TSRRI
53 DiSCUSSION @S FESUITATS ..ottt e ettt a e e e e e e e e e st baaaaaaaeeeaaaas

LA FIXATION SYMBIOTIQUE DE L’AZOTE POUR DIFFERENTES FUMURES APPLIQUEES A UNE CULTURE DE
POIS DE PRINTEMPS..euuressiraessrnsssenssrnsssrssssrssssrasssrssssssssssnssssssssssssssssssassssassssnssssnssssnsssss 70

6.1 LT g o [ Lot o Lo o U UUPUURPRPRPRRN 70
6.2 INEErPrétation des FESUITALS ........cceecuveeieeeciiee ettt e e et a e e e eaa e e e sstea e e e ssseeas 70
6.2.1 La teneur en Lb des nodosités dans les différents horizons du SOl ........ccccoviiiiiiiiiiiininiieeee e 70
6.2.2 Teneur moyenne en Lb des NOAOSIEES.......ccuiiiiiriiiii e e 71
6.2.3 Teneur maximale en Lb des NOAOSIEES .........uviiiiieiciiieee ettt e e e e e rrr e e e e e e ebaaeeeeeesnsraeeeeeenes 71
6.2.4 Biomasse aérienne et MESUIe dU PH.....ccuiiiiiiieiiieiienieee ettt st sb e e sne e sanesne e e 72
6.3 DiSCUSSION @S FESUITATS ...ttt ee ettt a e e e e e e e e e st baraaaaaeeeeaaas 73
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES .....cctuieiitieieieteceteretoctessessossocsssssssossssssssssassassassassassassanes 74
BIBLIOGRAPHIE ....cuetieieiiiiiiiieteiiteiiereeeirecetterasesrecesesessesasassessssssssasssssssssasasssssssssesassssassssasnsses 76
ANINEXES ... iiiiiiiiiieiietiiereteereeettetateetecestesesserasestesassetesassesassesasassasassesessssssasssssssssssassssasassssnnas 80



LISTE DES FIGURES

Figure 1: Evolution des surfaces de trois cultures de protéagineux dans I'UE (Prolea, 2009). ........ 3
Figure 2: Schéma général d'une plante de pois (Lecoeur et Turc, 1994). ....ooccviieeiiiiiieeeniniiieeeeenns 7
Figure 3: Schéma du mécanisme d'infection qui provoque la formation d'une nodosité (Hopkins,
2003). 1.ttt ettt ettt ettt ettt ettt et et e et et et et eee st e e ettt eter et et et erereeeeeneenees 10
Figure 4: Représentation schématique d'une nodosité indéterminée (Dupont et al., 2012). ....... 11
Figure 5: La réaction catalytique de la nitrogénase. (Taiz et al., 2014) .....cccovviiieiiiriiieeeeiiieeenn, 13
Figure 6: Schématisation du cube de données (hypercube) acquis par imagerie proche infrarouge
(Roggo, Gendrin et SPiegel, 2007). ..cciiiiiuiiiieeeiiiiee ettt et e e ssbrae e e s s e e s e 18
Figure 7: Spectres moyens de racines de pois et de froment acquis en proche infrarouge (D.
Eylenbosch et al., 2018D). ...cciiiiiiiiiiiiiieee et e e s 20
Figure 8: Evolution de la température et des précipitations pour I'année culturale 2017-2018 a
Lonzée (GeMbIOUX, BEIGIQUE). . ..euiiiiiiiiiieie ettt e e s s rireee e s 26
Figure 9: Schéma d'une parcelle (unité expérimentale). .....ccccvvviiieiiiniiiiie e 27
Figure 10: Dispositif expérimental de la parcelle "Pois d'hiver" avec ses quatre variétés
[T o TSI =T o | 4= =TSSP TTPPT P 27
Figure 11: Dispositif expérimental de la parcelle "Pois de printemps - Fumure" avec ses quatre
FUMUIES FEPIESENTEES. . .eiiiii ittt ettt e e s s sttt e e e s sttt e e e s sabtaeeesssanbaeeessnans 28
Figure 12: Dispositif expérimental de la parcelle "Pois de printemps - Variété" avec ses trois
VAITBEAS MEPIESENTEES. ..uviiiiii ittt ettt ettt e e s sttt e e s s sttt e e e s sabeeeeesssabbaeeesssnbeeeessnnns 29
Figure 13 : lllustration du prélevement des carottes de sol avec le systéme racinaire de pois au
MOYEN dE tUDES €N PVC. . ettt ettt s et e e s st e e e s s etbae e e s esaseees 29
Figure 14: L’échantillonnage au niveau de I'unité expérimentale. .......ccccccevvviiieiiiiiiiieecniniieen 30
Figure 15: Illustration d’un systéme racinaire d’une plante de pois étalée sur un treillis de fine
MAIllE (MOUSEIQUAITE). ..eiiiiiiiieee e et e e e e e e e e e e e e anrabr e e e e reeaaeeeeessannnnnes 31
Figure 16: Découpage du systeme racinaire d'un plant de pois en horizons de 5 cm. .................. 32
Figure 17: Caméra line scan hyperspectrale proche infrarouge (BurgerMetrics SIA, Riga,
=T o o 1) TR PUEEPRRR 33

Figure 18: Prédiction des résidus de culture (paille) grace aux arbres de classifications
dichotomiques des Séparateurs a Vastes Marges (SVM) sur une image hyperspectrale
acquise dans le proche infrarouge (NIR). .......uuuiiiiiiieee i e 34

Figure 19: Arbre de classification dichotomique basé sur deux modéles SVM et permettant la
classification en trois classes spectrales des spectres PIR extraits d'une image

hyperspectrale PIR (adapté de Eylenbosch et al., 2016).......cccueeeiiiiiiiieiiiniiieee e 35
Figure 20: Illustration des nodosités avant d'étre séchées, une heure apreés le séchage par
convection a 70°C et a la fin du séchage 24 heures plus tard.......ccccoeviieiiinniiiineinniiieeeeees 37
Figure 21: Illustration des sitones et de leurs larves présentes dans les carottes de sol lors du
lavage des systemes racinaires le 18 mai 2018........coocuiiiiiiiiiiiiiieiriieee et 39
Figure 22: Représentation des échantillons de nodosités utilisés pour la calibration du modéle de
FEEIESSION PLS. oottt ettt e ettt e e e sttt e e e s e s abba e e e e saabbaeeessaasbeaeeeennraes 40
Figure 23: Représentation des échantillons de nodosités utilisés pour la validation du modéle de
FEEIESSION PLS. oottt ettt e e e sttt e e s sttt e e e e s e abbe e e e e ssabbaeeesssabbeeeeseenrras 41
Figure 24: Illustration des nodosités séchées par convection et avec ventilation. ..........ccocceeee.. 41
Figure 25: Représentation des spectres moyens dans le proche infrarouge pour les nodosités
issues des sous échantillons des deux types de séchages. .......cccoovviiiiiinniiiiie i, 42

Figure 26: Le pourcentage de nodosités issues des deux types d’échantillons (convection vs.
ventilation) qui ont été prédites avec une teneur en Lb positive par le modeéle de régression
o T - 43

IX



Figure 27: lllustration de la prédiction de nodosités séchées par ventilation et séchées par

convection par le modele de régression PLS 2018. .......ccuviiiiiiiiiiieeeiiiiee et eiieee e 44
Figure 28: La teneur maximale en Lb d’une nodosité parmi toutes les nodosités présentes dans
I’échantillon pour les deux types de séchages : convection et par ventilation...................... 44

Figure 29: Représentation de la teneur en Lb moyenne réelle et prédite des nodosités fraiches
(mg g'l) issue d'un méme ensemble de plante pour les deux types de séchages par
convection et avec VENtilation. ... 45

Figure 30: Représentation de la teneur moyenne en Lb des nodosités de référence, séchées par
convection, qui ont été prédites par le modeéle régression PLS 2018 et le modéle régression

o ST 46
Figure 31: Illustration d'un systéme racinaire de pois qui a été prédit par les deux modéles de
régression PLS 2018 €1 2007 .iviiiiiiiiie ettt ettt ettt e et s s e e e s st e e e s s re e e e e anres 47

Figure 32: Représentation de la teneur en Lb moyenne réelle et maximale prédite des nodosités
fraiches (mg g'l) issue d'un méme ensemble de plantes pour les deux types de séchages par
convection et avec VEeNtilation. .......oooo i 48

Figure 33: L’évolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités présentes sur toute l'image
acquise (1), de la teneur minimale en Lb d'une nodosité (Il) et la teneur maximale en Lb

d’une nodosité au cours du temPs (). c...eeeeiiiiiiieeee e 50
Figure 34: L'évolution hebdomadaire de la leghémoglobine (Lb) pour le pois d'hiver et le pois de
printemps avant ou apres 1a floraison. ... 51
Figure 35: Comparaison de I'évolution hebdomadaire de la teneur en leghémoglobine (Lb) des
nodosités du pois de printemps et d’hiver avant et apres la floraison........cccccceeeeeeeiiiinnnns 52
Figure 36: Répartition des nodosités sur le systéme racinaire d'une plante de pois qui a été
scannée début mai, une semaine avant le début de floraison de la culture. ......cccc.cceeeune... 54

Figure 37: Représentation des variations de teneurs en Lb des nodosités (mg g'l) sur un systéeme
racinaire de pois d'hiver provenant de la méme parcelle lors de deux dates différentes.....55

Figure 38: Evolution de la teneur en leghémoglobine des nodosités fraiches (mg g'l) se trouvant
sur la racine primaire ou sur les racines latérales dans la culture du pois de printemps. .....56

Figure 39: Evolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités pour les variétés (Fresnel, Myster

et Furious) aux stades 5 feuilles et 7 feUilles. ... 58
Figure 40: Evolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités pour les variétés d'hiver aux
stades élongation de la tige principale et en début de floraison..........cccoeeeecciiirieeeeeeeeenn, 58
Figure 41: Evolution de la teneur maximale en Lb des nodosités pour les trois variétés (Fresnel,
Myster et Furious) pour les différentes dates. ......cccccoviiiiiiieiiie e 59
Figure 42: La densité de nodosités par centimétre de racine pour les différentes variétés sur
I'entiereté du SYStEME raCiNAIre. .....iiii ittt e e e s eabre e e s s sanaees 61

Figure 43: Evolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités de deux types de cultures (pois
en association avec du froment et en culture pure) au cours de leur floraison jusqu’a la fin

de rempliSSAZE UES GraiNES. . .uuuiiiiiiiiiiiee ettt ettt e e e st e e e s st e e e e e s sabeeeeesssabraeeesenans 63
Figure 44: Evolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités au cours de leur floraison pour
les différentes variétes (Angelus, Safran, TIDEriUS)....cccccviiiiiiiiiieie e 67
Figure 45: Poids moyen d'une plante de pois, exprimée en gramme de matiére séche, pour les
variétés Angelus, Safran et TIDEIIUS. .....cciiv it e 68
Figure 46: Illustration de deux mesures de pH qui ont été réalisées sur la parcelle "Pois de
printemps - fumure" en fin d'eXPErieNCEe....cccoviiiiiiiii e 72



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Pourcentage moyen des nodosités séchées par convection qui ont été prédites
avec une teneur en Lb positive au sein des échantillons de référence.............cccuun...... 47

Tableau 2 : La teneur moyenne en leghémoglobine des nodosités (mg par g de nodosités
fraiches) du pois d’hiver et de printemps mesurée a plusieurs semaines d’intervalles

avant et apres 1@ floraisSoN. ... 52
Tableau 3: Evolution du nombre de nodosités par cm de racine pour les quatre variétés
(Fresnel, Myster et Furious) jusqu'a leur floraison. ........ccccccvvveeeieeciiieeee e, 60
Tableau 4: Comparaison de la densité de nodosités par cm de racine pour deux horizons
(o Y F [ Yo | FO U UPU 61
Tableau 5: Teneurs maximales prédites en Lb des nodosités pour les deux types de cultures
(pois en association & pois pur) pour les différentes dates de prélévements. ............... 64
Tableau 6: Teneurs minimales prédites en Lb des nodosités pour les deux types de cultures
(pois en association & pois purs) pour les différentes dates de prélevements. ............. 64
Tableau 7: Teneurs moyennes en Lb des nodosités dans les différents horizons du sol pour
les trois variétés de pois de PrintemMPS. ..occcceviiiei i 66
Tableau 8: Teneurs moyennes en Lb des nodosités des trois variétés (Angelus, Safran et
Tiberius) a leur entrée en floraison jusqu'a la fin de leur floraison. .........ccccccvveeeiveennee. 67
Tableau 9: Teneurs maximales en Lb des nodosités de trois variétés (Angelus, Safran et
Tiberius) a leur entrée en floraison jusqu'a la fin de leur floraison. .........ccccccvvveeuveenneee. 68
Tableau 10: Teneurs moyennes en Lb des nodosités dans les différents horizons du sol pour
la variété REBEL. Deux mesures ont été réalisées: en début et en fin de floraison. ....... 70
Tableau 11: Représentation de la teneur en Lb moyenne des nodosités pour les différentes
modalités de fumure et la modalité témoin pour les deux dates de prélevements........ 71
Tableau 12: Représentation de la teneur en Lb moyenne des nodosités pour les différentes
modalités de fumure et la modalité témoin pour les deux dates de prélevements........ 72

Xl



LISTE DES ABREVIATIONS

APPO

ATP
CIPAN
Lb

2
m

N;

N,O

NH3

NH,"

NO;

Nodosités “primaires”
Nodosités “secondaires”

Nbr
NIR
PIR

Qx
RSME
RSMEC
RSMECV
RMSEP
Std
SVM
UE

Association pour la Promotion des Protéagineux et des
Oléagineux
Adénosine-TriphosPhate

Cultures Intermédiaires Piege a Nitrate

Leghémoglobine, exprimée en mg par gramme de nodosités
fraiches

Metre carré

L'azote atmosphérique

Protoxyde d'azote

Ammoniac

L'ion d’ammonium

L'ion nitrate

Nodosités présentes sur la racine principale de la plante

Nodosités présentes sur les racines latérales de premier ordre
de la plante
Nombre

Near-infrared, le proche infrarouge

Proche Infra-Rouge

Quintaux

L’erreur quadratique moyenne

L’erreur quadratique moyenne d’étalonnage ou de calibration
L’erreur quadratique moyenne de validation croisée

L’erreur quadratique moyenne de prédiction

Ecart-type standard

Support Vector Machine

I’'Union Européenne

Xl



|. Introduction

Les défis alimentaires, environnementaux et économiques auxquels I'agriculture doit faire
face aujourd’hui sont nombreux et non négligeables. Ces derniéres années, I'augmentation
de la demande mondiale des besoins alimentaires pour nourrir une population humaine et
animale en expansion a poussé I'agriculture a s’intensifier et recourir majoritairement a des
engrais de synthese. Par ailleurs, I'utilisation excessive de ces engrais entrainent des enjeux
environnementaux qui sont liés a la pollution des sols, 'augmentation de la concentration du
CO, dans Il'atmosphére, I'utilisation de ressources fossiles non renouvelables et la
préservation de la qualité de I'écosystéme. Ceci oblige donc I'agriculture a relever ces défis en
évoluant de facon durable.

A coté de ca, les légumineuses ont la capacité, en symbiose avec des bactéries du genre
Rhizobium, a exploiter I'azote atmosphérique présent en grande quantité dans I'atmosphére.
L'activité symbiotique fixatrice de I'azote est une source d’azote qui permet a la plante de
répondre favorablement aux exigences environnementales. Ces plantes ont la particularité de
s’affranchir des engrais azotés de synthese et d’offrir des reliquats azotés naturels pour les
cultures suivantes.

Cependant les légumineuses, qui sont riches en protéines, ne sont pas cultivées en quantités
suffisantes en Europe. Elles y représentent seulement 2 % des surfaces cultivées (Schneider et
al., 2015). Afin de répondre a ces besoins protéiques, du soja est importé massivement en
Europe. Cela implique donc a s’intéresser plus en profondeur aux cultures protéagineuses de
nos région afin de limiter cette dépendance a la culture de soja.

Ce travail vise a évaluer I'activité fixatrice de I'azote de pois protéagineux par imagerie
hyperspectrale proche infrarouge. L'objectif est de quantifier la leghémoglobine, une
molécule indicatrice de I'activité fixatrice de l'azote, au sein des nodosités de pois
protéagineux tout au long de la culture et de comparer I'effet de plusieurs modes de conduite
de cette culture.

Afin d’illustrer cela, deux axes de conduites ont été organisés dans ce travail :
- Le premier vise a établir les conditions qui permettent de mesurer par imagerie
hyperspectrale la teneur en leghémoglobine au sein de ses nodosités.
- Dans le second axe, la teneur en leghémoglobine a été analysée dans les différentes
cultures de pois (en culture pure d’hiver, de printemps et en association) afin de
mettre en évidence I'activité fixatrice de I’azote au sein de différentes expériences.



II. Synthese Bibliographique
1 Le pois protéagineux

1.1 La classification

Le pois protéagineux (Pisum sativum L.) est une plante annuelle appartenant a la famille des
légumineuses (Fabaceae). Il se classe parmi les protéagineux possédant des graines riches en
amidon et protéines, mais pauvres en huiles. La composition de ses graines possede des
caractéristiques intéressantes et recherchées pour l'alimentation humaine et animale
(Carrouée, Crépon et Peyronnet, 2003). Leur composition moyenne (en % de matiére séche)
estde:

- 50% d’amidon;

- 25 % de protéines;

- 15 % de fibres;

- 2% de matiéres grasses ;

- 8% de diverses matiéres (PROLEA®, 2009).

1.2 Les problématiqgues d’emblavement

Depuis une trentaine d’années, I'emblavement de la culture de pois a été influencé en Europe
par des choix politiques et une perte de compétitivité en termes de prix et de rendement par
rapport a d’autres cultures.

1.2.1 L’histoire

En 1973, 'embargo américain privait I'Europe de sa principale source de protéines : le soja.
L'Europe a établi, en réaction a cette mesure, un plan d'aide a la production communautaire
de protéines afin de limiter la dépendance européenne vis-a-vis des gros producteurs de soja
(USA, Brésil, Argentine). Le résultat amena la culture a son pic de production en 1998
(Coudurier et al., 2013). A partir des années 2000, suite a l'interdiction des farines animales,
I’Europe privilégia les importations plutot que de produire ses propres protéines (Mouillet,
2000). Cette décision s’est traduite par une baisse de soutien financier pour les cultures
protéagineuses et donc une dégradation de la compétitivité par rapport aux autres cultures.
Par conséquent, a partir de 2003, une baisse des surfaces emblavées a été enregistrée (Figure
1) (Coudurier et al., 2013). Aujourd’hui, au sein des aides octroyées par la PAC pour la période
2015-2020, chaque état membre a la possibilité de maintenir des aides couplées pour
certaines productions. Cependant, I'affectation ne peut se faire que dans des proportions
limitées pour les protéagineux (Schneider et al., 2015).

2 PROLEA = La filiere francaise des Huiles et Protéines Végétales



Evolution des surfaces de graines protéagineuses dans I'UE
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Figure 1: Evolution des surfaces de trois cultures de protéagineux dans I’'Union Européenne (UE a 15 jusqu'en 2003, UE a 25
et ensuite a 27) (Prolea, 2009).

1.2.2 La concurrence par rapport aux autres cultures

Toutefois, le soja reste a I’'heure d’aujourd’hui la légumineuse a graine dominante au niveau
de la production mondiale et dans I'alimentation des élevages grace a sa teneur en protéines
plus élevée que les autres protéagineuses. Et cela malgré le fait qu’elle ne permet pas une
autosuffisance protéique des exploitations (Carrouée, Crépon et Peyronnet, 2003). De plus,
d’autres facteurs comme la trop forte variabilité des rendements, la sensibilité élevée aux bio-
agresseurs, ou encore sa faible insertion dans les filiéres de production actuelles défavorisent
I’emblavement de la culture du pois (Voisin et al., 2013).

1.3 Le progres

Depuis les années ’'80, le progres génétique a tout de méme permis de favoriser le
développement du pois.

La création de variétés d’hiver a permis d’allonger le cycle de développement de la culture et
d’avancer la date d’apparition de la floraison dans I'année. La floraison ne coincide dés lors
plus avec les fortes températures estivales qui engendrent des coulures de fleurs?,
responsables d’une perte de rendement.

Un autre probléme rencontré avec cette culture est sa faible compétitivité vis-a-vis des
adventices. Les causes sont un développement racinaire plutot lent et une capacité a fixer
I'azote qui dépend du réchauffement du sol a la sortie de I’hiver. Certains leviers
agronomiques, comme |'augmentation de la densité de semis, permettent de limiter cette
compétition entre la culture et les adventices. De plus, la sélection variétale a permis a la

3 N
La coulure des fleurs est la chute ou I'avortement des fleurs d’une plante suites a de fortes chaleurs lors de sa
floraison.



culture de pois d’étre plus compétitive vis-a-vis des adventices en créant des variétés plus
précoces et plus hautes. Pour finir, la création de la variété de type « afila », ou les folioles ont
été remplacées par des vrilles, a permis a I'espéce de mieux résister a la verse et d’étre moins
sensible aux maladies foliaires grace a une aération accrue (Couédel, 2015). Les récoltes sont
des lors plus faciles et de meilleure qualité.

1.4 Les débouchés

Aujourd’hui, en Wallonie, que ce soit pour le développement des filieres monogastriques
différenciées (locales, bio, ...) ou I'alimentation humaine a différents titres, les besoins en
graines protéagineuses restent importants. Ce développement de la culture wallonne de pois
protéagineux est favorisé par des atouts de proximité, un caractére non OGM et des bénéfices
spécifiques environnementaux qui seront décrits plus loin (Pierreux et al., 2014).

Le pois apporte simultanément des protéines, de I'amidon et de la cellulose qui sont valorisés
dans différents débouchés :
1. Ll'alimentation animale :
Dans le secteur animal, la qualité du pois n’est aujourd’hui pas un critére important
lors de la commercialisation par les agriculteurs. Cependant, afin d’ajuster au mieux
les rations, il est important de connaitre la qualité des pois en termes de protéines et
d’acides aminés essentiels et de I'adapter a son utilisation (Abras et al., 2016).

Chez les monogastriques, la richesse en lysine (supérieure a celle des oléagineux) et
en énergie, fait du pois, en combinaison avec d’autres matieres premieres
complémentaires, une source nutritionnelle particulierement bien adaptée a
I’alimentation des porcs et des volailles ( Schneider et al., 2015; Légere, 2011).

Le pois, une source riche en amidon (VEM®= 1200), est aussi incorporé dans les rations
des ruminants (Abras et al., 2016).

Outre I'aspect nutritionnel, I'utilisation du pois dans I'alimentation animale a aussi
I’avantage de ne pas nécessiter de transformation poussée au préalable (Schneider et
al., 2015).

2. L’alimentation humaine :
En ce qui concerne l'alimentation humaine, une grande partie des pois jaunes est
exportée vers I'Inde pour y remplacer partiellement le pois chiche cultivé localement.
A coté de cela, des soupes et autres recettes a base de pois sont remises au goQt du
jour dans le cadre des aliments-santé (Abras et al., 2016). La croissance de la demande

4 VEM= Voeder eenheid voor melk, cela correspond au systeme hollandais d’unité énergétique pour le secteur
des productions laitieres (1 VEM correspond a la quantité d’énergie nette contenue dans 1 g d’orge) (Cuvelier et
Dufrasne, 2015)
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de produits végétariens positionne le pois comme étant un élément indispensable
dans I'alimentation humaine (Munier-Jolain et Carrouée, 2003).

3. Lesingrédients agro-alimentaires :
Le cracking du pois permet de valoriser ses différentes fractions (protéines, amidon,
fibres, etc.) dans l'industrie agro-alimentaire. La société Cosucra, situé a Warcoing,
procede au cracking pour valoriser la protéine du pois pour le marché des nutritions
spécifiques (seniors, sportifs) ou médicales (gestion du poids) (Abras et al., 2016).
Cette entreprise y a récemment doublé sa capacité de production (Sillon Belge, 2018).

4. Le non-alimentaire :
Certains produits non alimentaires, comme étant des matériaux biodégradables a base
de protéines et de fibres, pourraient aussi émerger sur le marché dans le futur
(Schneider et al., 2015).

1.5 La culture

1.5.1 La place dans la rotation

Comme toutes les légumineuses, le pois peut étre considéré comme un excellent précédent
cultural. Son aptitude a fixer I'azote atmosphérique grace a la symbiose avec des bactéries
fixatrices d'azote permet d'obtenir un produit riche en protéines. De plus, la culture laisse
dans le sol des reliquats d’azote variant de 20 a 50 kg/ha (Abras et al., 2016; Munier-Jolain et
Carrouée, 2003).

Le pois protéagineux d’hiver est semé a I'automne, idéalement entre le 20 octobre et le 10
novembre. La densité de semis varie, en fonction du poids de mille grains, entre 120 et 175
kg/ha pour atteindre un peuplement de 80 plants au m>. (Abras et al., 2016).

En termes de fertilisation, la culture ne nécessite pas d’engrais azotés. Ceux-ci induisent un
impact défavorable sur le développement des nodosités et favorisent un développement
végétatif excessif rendant la culture sensible a la verse. Pour la fumure phospho-potassique,
les exportations sont de 1 kg de P,Os et 1,6 kg de K,0 par 100 kg de graines produites (Abras
et al., 2016). La fertilisation se limite donc a compenser les exportations ou entretenir la
fertilisation minérale du sol (Munier-Jolain et Carrouée, 2003).

1.5.2 Les facteurs limitants de la culture

Face aux mauvaises herbes, le pois protéagineux est peu concurrentiel. Un traitement
herbicide précoce en prélevée, suivi d’un traitement de post-levée si nécessaire, permettent
de lutter contre les adventices. Des solutions alternatives au désherbage chimique, comme
les désherbages mécaniques, existent (Abras et al., 2016).

La floraison est la période la plus vulnérable aux maladies fongiques. Les plus fréquentes pour
la culture de pois sont le botrytis (Botrytis cinerea Pers.) et I'anthracnose (Aschochyta pisi Lib.,



Ascochyta pinodella L.K. Jones, Mycosphaerella pinodes (Berk. & A. Bloxam) Petr.). Si les
conditions climatiques le justifient, une protection fongique doit étre réalisée de maniére a
protéger la culture durant la période de floraison. La culture doit aussi faire face actuellement
a la progression d'Aphanomyces euteiches Drechsler, un champignon du sol pour lequel aucun
moyen de lutte efficace n’existe actuellement (Abras et al., 2016).

Chez les légumineuses, les nodosités sont sensibles aux attaques des sitones (Sitona lineatus
Linnaeus). Cet insecte est un coléoptére qui appartient a la famille des Curculionidae. Il se
reconnait a ses élytres (ailes rigides) rayés et a son rostre (prolongement rigide de la téte)
court. Les adultes engendrent des morsures sur le feuillage et pondent leurs ceufs a I'intérieur
des nodosités. Les femelles possédent une tres grande fécondité (jusqu’a 900 ceufs). Les larves
se développent dans les nodosités pendant 2 a 3 semaines en se nourrissant de leur contenu
et ensuite de petites racines de la plante. lls limitent donc la fixation symbiotique de la culture
et provoquent une diminution de rendement qui peut aller jusqu’a 10 gx/ha maximum
(ARVALIS, 2018; Voisin et Gastal, 2015).

1.5.3 Les avantages agronomiques et environnementaux

D’un point de vue agronomique, outre |'effet du précédent cultural qui est décrit ci-dessus,
I'intégration de la culture de pois dans la rotation permet de diversifier les espéces cultivées
afin de faciliter la gestion des mauvaises herbes et des maladies (Abras et al., 2016).

D’un point de vue environnemental, le pois est une culture qui permet de réduire certains
impacts négatifs liés a I’agriculture sur I’environnement. L’aptitude de la plante de fixer I'azote
atmosphérique permet a la culture d’étre moins consommatrice en énergie non renouvelable
étant donné qu’elle ne nécessite aucun apport d’engrais azoté minéral (Munier-Jolain et
Carrouée, 2003). Par conséquent, I'absence d’apport d’engrais minéraux réduit de 70 % les
émissions de gaz a effet de serre au niveau du sol, et plus particulierement en N,O, comparé
a une culture traditionnelle de froment. Ces émissions résultent principalement de la
fabrication et du moment de I'’épandage de ces engrais. Deuxiemement, la capacité de la
plante a fixer I'azote n’entraine aucun risque de pollution lié a I'épandage d’engrais d’azotés
ou de lixiviations de nitrates pour autant que les reliquats présents initialement dans le sol
soient bien valorisés par les racines de la plante (Abras et al., 2016; Munier-Jolain et Carrouée,
2003). De plus, I'obligation de semer une CIPAN aprés la récolte d’une légumineuse, comme
« interculture courte », permet de limiter les lixiviations des reliquats d’azote de la culture au
niveau du sol (Proctecteau, 2016).

2 Larchitecture racinaire et sa fixation symbiotique

2.1 Systeme végétatif du pois

La plante de pois se caractérise au niveau du systeme végétatif par une ou plusieurs tiges.

Chaque tige est constituée d’une succession d’unités fonctionnelles, appelées phytomeéres
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(Figure 2). Du bas vers le haut de la tige, I'organisation des phytoméres est identique, mais
d’ages différents. Une croissance indéterminée est donc observée avec un développement
simultané des organes végétatifs et reproducteurs (Lecoeur et Turc, 1994).

bourgeon caulinaire

extrémité apicale

———phytomére
en cours de déploiement
-

feuille |

“istipule
phytomeére

Figure 2: Schéma général d'une plante de pois (Lecoeur et Turc, 1994).

2.2 Systeme racinaire du pois

2.2.1 La mise en place du systéme racinaire

Le systeme racinaire du pois est de type pivotant. Il est composé d’une racine principale,
appelé « pivot », et de racines primaires et secondaires qui apparaissent de maniére acropéte’
sur la racine principale (Munier-Jolain et al., 2005).

Selon Munier-Jolain et al. (2005), trois phases distinctes permettent de décrire le
développement du systéme racinaire :
1. Elongation de la racine principale :
Lors de la période végétative des parties aériennes, une élongation rapide de la racine
principale est observée. La vitesse d’élongation dépend des réserves de la graine. Elle
est maximale lors la germination, puis diminue avec I'épuisement des réserves de la
graine. De plus, un développement horizontal des racines latérales est aussi initié
superficiellement.

Prenant naissance ou se développant dans une série longitudinale a partir de la base vers I'extrémité



2. Augmentation de la biomasse racinaire :
Lors de la floraison jusqu’a la formation des graines, une forte croissance de biomasse
racinaire, accompagnée d’un développement des racines latérales, est observée. Une
pénétration en profondeur pouvant aller jusqu’a 80 cm permet de répondre aux
besoins nutritionnels grandissant de la plante.

3. Ralentissement de I'accumulation de biomasse et émission des dernieres latérales :
Cette phase est observée au cours du remplissage des graines. Les avis sont contrastés
pour I'arrét la croissance racinaire. Certains disent que la croissance racinaire s’arréte
aprés la floraison, alors que d’autres ont montré que la biomasse racinaire peut
augmenter jusqu’a la maturité physiologique (Mitchell et Russel (1971), Amrstrong et
Plate (1994)).

Le facteur principal qui affecte le plus le développement du systéme racinaire du pois est la
gualité de I'état structural du sol. De plus, la présence de nitrates dans le sol affecte aussi
localement la prolifération des racines, mais n’a aucune incidence sur le profil de répartition
de celles-ci. Le pois conserve un systéme racinaire qui est superficiel.

2.3 Développement des nodosités sur le systeme racinaire

2.3.1 Les plantes et I'azote

L'azote, un élément essentiel pour la croissance des plantes, est prélevé par la plupart des
plantes dans le sol sous forme de nitrate (NO3) ou d’ammonium (NH,"). Un facteur limitant
du prélevement de cet élément est la compétition accrue avec d’autres organismes présents
dans le sol (Hopkins, Rambour et Evrard, 2003).

Pourtant, I'azote est disponible en grande quantité dans I'atmosphére, sous forme de N, : il le
compose a 78 %, en volume. Malgré son abondance, la plupart des plantes sont incapables
d’utiliser I'azote sous cette forme. Cependant, les |égumineuses via |'association avec des
bactéries procaryotes sont capables de fixer cet azote. L’association symbiotique entre ces
deux organismes permet de catalyser 'azote en ammoniac et de le rendre disponible pour la
plante grace a un complexe enzymatique, la nitrogénase. Seules certaines bactéries possedent
ce complexe (Hopkins, Rambour et Evrard, 2003). Et, en contrepartie, la plante fournit les
éléments carbonés nécessaires, issus de la photosynthése, aux bactéries qui permettent de
remplir leurs besoins (Munier-Jolain et al., 2005).

Dans le cas du pois, le procaryote est un rhizobium (Rhizobium legquminosarum biovar viciae).
Cette souche bactérienne est capable d’interagir en symbiose avec plusieurs genres différents
de plantes (Voisin, Cellier et Jeuffoy, 2015).



L'association symbiotique provoque sur les racines de la plante hote ['apparition
d’excroissances racinaires spécifiques, appelées « nodosités », qui hébergent ces bactéries
symbiotiques (Voisin, Cellier et Jeuffoy, 2015).

2.3.2 Laformation des nodosités
La fixation symbiotique et la formation des nodosités mises en place entre la bactérie et les
racines hotes impliquent des interactions anatomiques, morphologiques et biochimiques qui
peuvent étre différenciées en quatre stades principaux (Hopkins, Rambour et Evrard, 2003) :
1. La multiplication des rhizobiums, la colonisation de la rhizosphére, la fixation aux
cellules épidermiques et aux poils absorbants de la plante ;
2. L'invasion des bactéries et la formation d’un cordon d’infection ;
3. Linitiation d’une nodosité et son développement dans le cortex de la racine ;
4. Le déversement des bactéries du cordon d’infection et différentiation de cellules
spécialisées dans la fixation de I'azote ;

1. Stade de pré-infection:

Les stades de pré-infection commencent avant méme que la plante hote et le rhizobium,
déja présent dans le sol, se reconnaissent d’'un point de vue cellulaire (Hirsch, 1992).
L’établissement de la symbiose requiert un échange de signaux (Taiz et al., 2014).

La premiére étape implique un chimiotactisme® positif des racines de la plante héte vers
les bactéries. La production de composés chimiques attractifs par les racines (flavonoides
et homosérine dans le cas du pois) permet d’attirer les bactéries prés des racines poury
induire la synthese de la protéine rhizobiale nod D, qui est impliquée dans la régulation de
la transcription des autres génes nod (Taiz et al., 2014; Hopkins, Rambour et Evrard, 2003).

Ces genes nod codent pour des protéines qui sont impliqués dans la synthése de facteurs
de nodulations appelés « facteurs nod ». Ceux-ci induisent de nombreux changements de
croissance et de métabolisme chez les racines de I’héte pour y favoriser I'installation des
bactéries. On y observe une production accrue de poils absorbants et le développement
de racines plus courtes et plus épaisses. De plus, ces facteurs de nodulations stimulent
aussi la division des cellules du cortex, qui forment le méristéme primaire du nodule. Enfin

ceux-ci sont aussi responsables de la reconnaissance entre le rhizobium et I’hGte grace a
I'interaction spécifique qui existe entre les lectines de I’'hote et les polysaccharides de
surface du symbionte (Hopkins, Rambour et Evrard, 2003).

® Effet d'attraction ou de répulsion qu'exerce une substance chimique sur une cellule vivante



2. L’invasion du poil absorbant et du cordon d’infection et I'initiation du nodule :
Ensuite, une invagination en forme de tube se forme sur les poils absorbants. Elle est
appelée cordon d’infection et y enferme les bactéries (Figure 3). L'allongement de ce
cordon est assuré par |I'approvisionnement en matériaux membranaires véhiculés par des
vésicules golgiennes (Hopkins, Rambour et Evrard, 2003).

Simultanément, plus bas dans le cortex de la racine, des cellules corticales se différencient
et se divisent pour former une aire distincte dans le cortex, appelé nodule primaire.

D’autres composés, comme |‘auxine, les cytokinines, I'éthyléne, etc., influencent
positivement ou négativement la formation des nodosités (Taiz et al., 2014).

Epiderme de la racine

Cortex l .
racinaire / N\

nodulaire
A B. C.

Figure 3: Schéma du mécanisme d'infection qui provoque la formation d'une nodosité. L’invagination en forme de tubes des
poils absorbants (A) enferme les bactéries dans le cordon d’infection (B) pour migrer dans le cortex. La, le cordon d’infection
se ramifie pour infecter plusieurs cellules de la plante héte (C), qui formeront la nodosité (Hopkins, 2003).

3. Laramification du cordon d’infection et la libération des bactéries :

Une fois que le cordon d’infection arrive en bas du poil absorbant, celui-ci fusionne avec
le plasmalemme pour progresser a travers I'espace apoplastique des cellules corticales
vers le nodule primaire. La, il s’y ramifie afin d’infecter plusieurs cellules et déverser les
bactéries, entourées d’'une membrane plasmique, dans le cytoplasme des cellules. Une
fois déversées, elles continuent a se diviser pour augmenter en volume. Par la suite, elles
se différencient en bactéroides fixant I'azote et elles établissent des connexions
vasculaires avec le systeme vasculaire de la racine pour faciliter les échanges d’azote fixé
et de carbone issus de la photosynthese (Taiz et al., 2014; Hopkins, Rambour et Evrard,
2003).

2.3.3 Morphologie et distribution spatiale des nodosités

Dans le cas du pois, les nodosités sont de type indéterminé. Ce type leur donne une forme
allongée et cylindrique. Les nodosités sont caractérisées par un méristeme nodulaire
persistant ou l'activité méristématique se maintient. Ceci engendre un gradient de
différenciation entre le méristéme nodal distal’ et les tissus attachés a la racine parentale. En

7 . - . o (s . N
Une zone distale, ou un point distal, qualifie I'extrémité d'un organe opposée a sa zone ou point de fixation.
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commengant par son extrémité, la nodosité se différencie en plusieurs zones d’ages

différentes: une zone méristématique, une zone d'infection, une interzone, ou l'activité
symbiotique fixatrice de I'azote a lieu, et enfin, une zone de sénescence (Figure 4) (Voisin et
Gastal, 2015; Dupont et al., 2012; Hirsch, 1992).

A.

Figure 4: Représentation schématique d'une nodosité indéterminée : I, la zone méristématique; Il, la zone d'infection; Ill, la
zone fixatrice de I'azote ; 1V, la zone de sénéscence et V, la zone d’échange avec la plante (Dupont et al., 2012).

Les nodosités apparaissent sur les racines de maniere échelonnée dans le temps. Leur

distribution sur les racines est irréguliére et non strictement acropétale®. Cette apparition

irréguliére des nodosités peut étre due soit a une séquence d'infections non strictement

acropétales, soit a de légeres variations dans le délai entre les infections et I'apparition de

nodosités macroscopiques (Tricot, Crozat et Pellerin, 1997).

Selon Munier-Jolain et al., (2005), la densité des nodosités est maximale sur la partie
supérieure du systéme racinaire et diminue vers la zone apicale de la racine. La proportion des
racines latérales portant des nodosités est maximale a la base du pivot (90 a 70 %), puis décroit
rapidement a mesure qu’on s’en éloigne.

2.3.4 Distribution dans le temps de la fixation symbiotique des nodosités

La capacité des plantes a fixer I'azote peut étre caractérisée par différents parameétres
structuraux (nombre de nodosités et leur biomasse) et fonctionnels (I'activité spécifique pour
la fixation de N,).

Selon Naudin et al. (2011), le nombre de nodosités et leur biomasse augmentent durant la
période végétative jusqu’a la mi-floraison, pour ensuite rester constants. Le nombre de

8 . . - N . .
Prenant naissance ou se développant dans une série longitudinale a partir de la base vers le sommet
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nodosités qui apparaissent sur la racine de la plante est proportionnel aux besoins azotés de
la plante durant sa croissance (Voisin, Cellier et Jeuffoy, 2015).

En ce qui concerne I'activité spécifique des nodosités, définie comme la quantité de N, fixée
par unité de biomasse par jour, celle-ci diminue au cours du cycle du pois (Naudin et al., 2011).

Selon Voisin et Gastal (2015) et Voisin, Cellier et Jeuffoy (2015), la dynamique de fixation
symbiotique au cours du cycle de la plante peut étre résumée en trois étapes :

1. Début de culture :
Aucune fixation symbiotique n’a lieu en début de culture. Les besoins en azote de la
plante sont assurés par les réserves de la graine.

2. Lalevée:

Apres I'émergence de la plantule, les nitrates présents dans le sol permettent de
subvenir aux besoins de la plante afin de faciliter le démarrage de la croissance et la
mise en place des nodosités. 235 degrés-jours apres le semis du pois, la fixation
symbiotique démarre et prend le relais. Cependant, des niveaux trop importants
d’azote minéral (>50 kg/ha) dans le sol retardent la mise en place des nodosités et
donc la fixation de N,. Ce processus biologique est étroitement régulé par la plante en
fonction des niveaux d’azote présents dans le sol.

Ensuite, la fixation symbiotique de I'azote augmente durant la croissance végétative
pour devenir majoritaire a la floraison. Il est a noter que la Iégumineuse garde toutefois
la capacité de prélever I'azote du sol en fonction des disponibilités du sol et des besoins
de la plante.

3. Remplissage des graines :
A partir du début du remplissage des graines, la fixation symbiotique décroit. Une
compétition s’exerce pour les éléments carbonés aux niveaux des graines lors du
remplissage. La conséquence est une diminution de la fixation de l'azote qui
s’accompagne d’une baisse d’efficience due au vieillissement des nodosités. En
conditions environnementales défavorables, la diminution de la fixation de N, est
accélérée.

2.4 Fixation de |'azote

2.4.1 Biochimie de la fixation d’azote

Le diazote (N,), possédant une triple liaison entre ses deux atomes, ne peut étre converti qu’a
partir d’espéces procaryotes qui possédent le geéne codant pour le complexe enzymatique de
la nitrogénase. Cette enzyme, capable de réduire N, en NHs, est séparée en deux composantes
de taille différente : la protéine Fe et la protéine MoFe (Hopkins, Rambour et Evrard, 2003).

12



Dans la réaction de réduction de N,, la ferrédoxine, un transporteur protéique d’électron, sert
de donneur d’électron a la protéine Fe. A son tour elle hydrolyse 'ATP et réduit la protéine
MoFe. Pour finir, cette derniere protéine réduit N, en NH3 (Figure 5). La réduction biologique
de cette molécule est couteuse en énergie (Taiz et al., 2014).

La réaction globale est :
N, + 8¢~ + 8H* + 16 ATP — 2NH; + H, + 16 ADP + 16 P,

Nitrogenase enzyme complex

Fe protein MoFe protein

Ferredoxingy

Products
2 NH, H,

Ferredoxineq

Substrate
N,, 8 H+

Figure 5: La réaction catalytique de la nitrogénase. (Taiz et al., 2014)

2.4.2 L'assimilation et I'exportation de I'azote fixé

A l'issue de la fixation symbiotique de N,, de 'ammoniac est libéré. Celui-ci doit étre converti
sous une forme organique avant d’étre exporté hors des nodosités afin d’éviter une toxicité
pour la plante. L'ammoniac est souvent protoné sous forme d’ions d’ammonium, avant d’étre
assimilé en glutamine ou asparagine a I’extérieur de la membrane péribactéroidienne. L'étape
finale de la fixation de I'azote est I'exportation de I'azote fixé dans les nodosités vers les autres
parties de la plante hote par le xyleme sous la forme d’acides aminés dans le cas des pois (Taiz
et al., 2014; Hopkins, Rambour et Evrard, 2003).

2.4.3 Nitrogénase et 'oxygene

La nitrogénase est une enzyme sensible a I'oxygéne. Les protéines qui la composent sont vite
inactivées en cas d’exposition a I'oxygéne. Dans le cas des [égumineuses, |'oxygéne est régulé
dans les nodosités par la leghémoglobine, une protéine heme qui lie I'oxygene. Celle-ci est
synthétisée par la plante héte et localisée dans les cellules hbtes infectées par les bactéroides.
Sa fonction est de contréler la libération d’oxygeéne pour permettre la respiration des
bactéroides et la production d’énergie (ATP, réducteurs), tout en n’entravant pas l'activité de
la nitrogénase (Taiz et al., 2014; Hopkins, Rambour et Evrard, 2003).
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2.5 Leghémoglobine

2.5.1 Structure et fonction

La leghémoglobine est une hémoprotéine présente dans les nodosités. Elle est assemblée
dans les cellules infectées de la plante hote (Appleby, 1984) et leur donne une couleur rosatre.
Cette protéine est structurellement et fonctionnellement semblable a I’hémoglobine du sang
des mammiferes puisqu’elle lie I'oxygene et controle sa libération dans la région contenant
les bactéroides (Hopkins, Rambour et Evrard, 2003). Elle joue un réle crucial dans la fixation
symbiotique de N, en ayant une grande affinité pour I'oxygene. Si I'oxygéne n’était pas fixé
par la leghémoglobine, il inactiverait par oxydation le complexe enzymatique de la
nitrogénase. Le role de la leghémoglobine est donc de maintenir la concentration d’O, dans
une plage optimale afin d’éviter I'oxydation du complexe enzymatique de la nitrogénase tout
en fournissant de I'oxygéne pour la respiration bactérienne nécessaire a la production d’ATP
(Taiz et al., 2014).

2.5.2 Relation entre Leghémoglobine et I'azote fixé symbiotiquement

Au vu du role de la leghémoglobine dans les nodosités, il a été démontré qu’une réduction de
la concentration en leghémoglobine dans les nodosités mene a une baisse de I'activité de la
nitrogénase. L’incapacité dans ces cas-la de la leghémoglobine a fournir de hauts taux
d’oxygéne pour la respiration des bactéroides en serait la cause (Appleby (1984) cité par
(Dakora (1995)). De plus, une diminution de la concentration en leghémoglobine dans les
nodosités diminue aussi I'activité de la nitrogénase. Celle-ci est inhibée et rendue inactive en
présence d’un exces d’oxygéne (Scherer et al., 2008).

En présence de hautes teneurs en leghémoglobine dans les nodosités, I'activité de la
nitrogénase est maintenue a un niveau constant. Ceci démontre donc qu’une relation
fonctionnelle existe entre les protéines de la leghémoglobine et de la nitrogénase dans la
fixation symbiotique de N, (Dakora, 1995).

Dans d’autres cultures (soja, niébé), des corrélations ont aussi été trouvées entre le contenu
en leghémoglobine des nodosités et les taux de réduction de I'acétylene, qui fournit une
mesure quantitative de I'activité de fixation de N, ( Dakora, 1995; Johnson et Hume, 1973).

La concentration en leghémoglobine dans les nodosités est étroitement corrélée avec la
guantité d'azote fixée, issue de |'association symbiotique entre la plante et la bactérie (Wilson
et Reisenauer, 1963). La leghémoglobine peut donc servir de molécule indicatrice de I'activité
fixatrice de I'azote au sein des nodosités de pois.
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3 La culture associée des céréales et légumineuses

3.1 Introduction

Les cultures associées de céréales et légumineuses, qui étaient beaucoup plus pratiquées par
le passé en Wallonie, semblent avoir disparu petit a petit aujourd’hui. Seul I'agriculture
biologique, qui n’a pas acces aux engrais de synthése, y retrouve un regain d’intérét depuis la
fin du 20™™ siecle en profitant de I'azote atmosphérique fixé au niveau des racines de pois
(Pierreux et al., 2014).

Pourtant I'intérét pour ce type de culture devrait revoir le jour. Les défis actuels, auxquels
I'agriculture de demain devra faire face, pourraient étre un élément déclencheur pour
relancer ce type de culture.

Premiérement, une prise de conscience des dégats environnementaux engendrés par les
(mono)cultures intensives a vu le jour (Lithourgidis et al., 2011). De plus, I'utilisation de
ressources non renouvelables de plus en plus cheres et la perte de biodiversité y sont pointées
du doigt (Malézieux et al., 2009).

Deuxiémement, comme cité plus haut, les besoins augmentant en protéines pour la
population humaine et animale obligent les pays a se prémunir contre I'importation du soja.
Des programmes d’amélioration ont ainsi émergé. lls visent a améliorer le rendement en
protéines des grains tout en assurant une production stable, au moins équivalente a celle
produite par I'une des deux cultures pures (Pierreux et al., 2014).

3.2 Avantages et inconvénients des cultures en association

Dans le cas d’'une association entre céréales et légumineuses, plusieurs avantages mettent
cette pratique culturale en avant :
1. Unrendement globalement plus stable et plus élevé.
Comparé au rendement d’une culture seule, le rendement d’une culture en association
génére des rendements plus stables en atteignant des niveaux semblables ou plus
élevés (Pierreux et al., 2014; Lithourgidis et al., 2011; Bousseau, 2009). Le Land
Equivalent Ratio (LER)’ a permis de mettre en évidence I'efficience de la culture
cultivée en association comparé a une culture pure en atteignant une valeur
supérieure a 1 dans des régions plus chaudes comme la Gréce et le Sud-Ouest de la
France, selon Lithourgidis et al. (2011) et Justes, Bedoussac et Prieur (2009).

9 . . (g - . . .
Le Land Equivalent Ratio (LER) est défini comme la superficie relative requise pour les cultures pures a
produire les mémes rendements que les cultures intercalaires.
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2. Une meilleure résistance a la verse.
Les essais menés sur la culture en association du froment et du pois d’hiver ont montré
une aptitude plus importante des cultures en association a résister a la verse grace a
I'effet tuteur du froment (Couédel, 2015; Pierreux et al., 2014).

3. Une meilleure qualité de grain du froment.
Une augmentation de la teneur de protéines des graines de froment d’hiver est
observée dans la culture associée comparée a une culture pure. Selon Justes,
Bedoussac et Prieur (2009), la compétition interspécifique et la meilleure valorisation
de I'azote minérale disponible pour la céréale en seraient les principales causes.

4. Une meilleure conservation des sols et un meilleur controle des adventices et des
maladies (Lithourgidis et al., 2011; Sarinaité, Deveikyté and KadZiuliené, 2010;
Malézieux et al., 2009).

A cOté des avantages, certains inconvénients freinent I'emblavement des cultures en
association :
1. Une protection des cultures difficiles :
Peu de produits phytosanitaires sont agréés pour les céréales et les légumineuses en
association. Cependant un choix raisonné des variétés permet de maintenir les
adventices a un seuil de nuisibilité raisonnable grace a la compétition interspécifique
et au développement rapide de leur couvert végétal (Pierreux et al., 2014).

2. Un choix approprié de variétés (résistance a la verse, hauteur de la végétation,
maturité synchronisée) et un respect de certaines régles phytotechniques (densité de
semis, fumure adaptées, ...) sont nécessaires a la bonne gestion de la culture (Pierreux
et al., 2014).

3. Un codt supplémentaire en triage des graines issues des culture en association limite
le gain net pour I'agriculteur par rapport aux cultures pures (Bousseau, 2009).

3.3 La nutrition azotée de [|'association des céréales et des
legumineuses

Dans les relations interspécifiques, les différentes espéces sont confrontées a une compétition
pour les différentes ressources du milieu (eau, azote, lumiére). Dans le cas de I'association des
céréales avec les [égumineuses, les deux especes sont complémentaires d’un point de vue de
I'utilisation des différentes sources d’azote (Voisin and Gastal, 2015 ; Justes, Bedoussac et
Prieur, 2009).

La céréale posséde une forte compétitivité pour I'azote minérale en début de cycle grace a un
enracinement plus dense et une installation plus rapide que celle de la légumineuse. Cette
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phase de compétition rapide, qui est due aux fortes vitesses de croissance en début de cycle
de la céréale, oblige la légumineuse a stimuler la fixation symbiotique de I'azote afin de
répondre a ses besoins. Par conséquent, cette compétition se transforme en une
complémentarité de I'azote. Cela signifie que I'essentiel de I'azote minéral est disponible pour
le blé et que la légumineuse utilise essentiellement I'azote atmosphérique fixé au niveau de
ses nodosités (Voisin and Gastal, 2015).

Selon Voisin et Gastal (2015), les transferts directs d’azote entre la [égumineuse et la céréale
semblent étre minimes. Cependant, la teneur en protéines de la céréale en association avec
une légumineuse est souvent plus importante qu’en culture pure. Ces gains de qualité de
rendement sont principalement dus a la complémentarité de I'azote dans I'espace et le temps
(Naudin, 2010). De plus, une diminution de la fixation symbiotique dans les nodosités de pois
est observée lors du remplissage des graines de pois et de la céréale (Naudin, 2010). Celle-ci
pourrait étre une source de transfert de 'azote dans les cultures en association des céréales
et des légumineuses.

4 L'imagerie hyperspectrale proche infrarouge

4.1 Introduction

L'imagerie hyperspectrale proche infrarouge (NIR-HSI) est une technique spectroscopique, qui
résulte de la combinaison de la spectroscopie proche infrarouge et de I'imagerie. Elle permet
d’identifier, de discriminer et/ou de quantifier différents composés au sein d’un échantillon
(Dale et al., 2013; Roggo, Gendrin and Spiegel, 2007).

La spectroscopie proche infrarouge classique utilise la région proche infrarouge (700 a 2500
nm) dans le spectre électromagnétique. Elle permet d’obtenir la signature spectrale proche
infrarouge moyenne d’un échantillon, qui est caractérisé par sa composition chimique (Dale
et al., 2013; Williams, 2009).

L'imagerie hyperspectrale proche infrarouge repose sur l'imagerie et la spectroscopie
infrarouge classique. Elle capture de I'information spectrale pour de nombreuses longueurs
d'onde dans la région proche infrarouge (PIR) (Williams, 2009). De plus, l'imagerie
hyperspectrale proche infrarouge fournit aussi de l'information spatiale sur les images
acquises (Dale et al., 2013). Ainsi, une dimension spectrale (A) et deux dimensions spatiales (x
et y), représentant la distribution des absorbances, forment un hypercube tridimensionnel
(Figure 6) qui illustre simultanément les données spectrales et spatiales acquises lors d’un
échantillon (Roggo, Gendrin et Spiegel, 2007).
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Figure 6: Schématisation du cube de données (hypercube) acquis par imagerie proche infrarouge (Roggo, Gendrin et Spiegel,
2007).

L'extraction de I'information pertinente issue de centaines ou de milliers de spectres acquis
est rendue possible grace aux outils de la chimiométrie. C'est une discipline qui utilise les
mathématiques et les statistiques, au sein d’algorithmes, afin de sélectionner I'information
pertinente du contenu spectral et de permettre ensuite une catégorisation ou une
guantification des composés analysés spatialement (Fernandez Pierna et al., 2012; Williams,
2009).

4.2 Son utilisation et ses avantages

L'utilisation de cette technologie d’imagerie hyperspectrale proche infrarouge a déja prouvé
son efficacité dans plusieurs domaines (l’agriculture, les industries alimentaires,
pharmaceutiques, chimiques, etc.) (Roggo, Gendrin and Spiegel, 2007). Dans l'agro-
alimentaire, par exemple, cette technique est utilisée pour le controle de la composition, de
la qualité et de la sécurité des denrées alimentaires ou agricoles (Dale et al., 2013; Fernandez
Pierna et al., 2012).

Dans le passé, des approches via la spectroscopie ont déja été utilisées a plusieurs reprises
pour I'étude de systémes racinaires. Elle a permis d’identifier et discriminer des racines de
taxons différents (Naumann, Heine et Rauber, 2010) ou méme de quantifier des proportions
de biomasses racinaires au sein d’un échantillon de sol (Kusumo et al., 2011).

Dans I’étude des systemes racinaires, il est important de trier les échantillons de racine, avant
de pouvoir les analyser ou quantifier. Cette étape est considérée comme étant la plus
limitante dans la préparation des échantillons avant I'acquisition des données (Majdi, 1996).
Les carottes de sols récoltées doivent étre lavées avant d’étre triées et séparées des différents
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éléments qui la composent (résidus de culture, cailloux, racines d’adventices, etc.). Cette
étape de tri est souvent réalisée manuellement sur base de critéres morphologiques ou sur
base de I'utilisation de colorants, isotopes ou d’analyses ADN. Elle est pénible, chronophage
et sujette a I’habilité de la subjectivité de I'opérateur (D. Eylenbosch et al., 2018b).

Aujourd’hui I'imagerie hyperspectrale proche infrarouge offre la possibilité, grace aux
modeles chimiométriques, d’identifier, discriminer et quantifier les différents éléments qui
composent chaque échantillon sans devoir les trier manuellement. Elle permet donc de
faciliter et réduire le temps de triage d’un échantillon de sol (Dale et al., 2012; D. Eylenbosch
et al.,, 2018b). Deuxiemement, la séparation de plusieurs systemes racinaires d’espéces
différentes n’est plus sujette a la subjectivité visuelle de I'opérateur. Elle permet de
discriminer des composés simultanément tout en les classant de facon plus précise
(Fernandez Pierna et al., 2012; D. Eylenbosch et al., 2018b). Enfin, le triage n’est plus sujet a
I"utilisation de réactifs polluants pour I'identification de composés racinaires (Dale et al., 2012;
D. Eylenbosch et al., 2018b).

Cependant, l'imagerie hyperspectrale possede aussi ses limites. Le recouvrement des
échantillons induit un biais dans la quantification des images hyperspectrales acquises dans
un plan bidimensionnel. De plus, les spectres des échantillons racinaires acquis par I'imagerie
hyperspectrale ne sont pas toujours correctement prédits dans la classe spectrale dont ils
appartiennent. Cette confusion induit un second biais dans la quantification et I'identification
des éléments de I'échantillon (D. Eylenbosch et al., 2018b).

4.3 Détection, discrimination des nodosités et des racines

L’étude menée par D. Eylenbosch et al. (2018b) dans I'association céréales-légumineuses a
permis d’acquérir, au moyen d’imagerie hyperspectrale, des spectres moyens pour les
différentes composantes présentes dans le sol (racines de pois et de froment, résidus de
culture de froment et nodosités). Ceux-ci se discriminent parfaitement dans le proche
infrarouge (Figure 7) et ont servi pour la calibration des modeéles de discrimination. Dans le
cas de la discrimination des nodosités, celle-ci fut excellente en présence de racines de pois
et froment. Les nodosités peuvent donc correctement étre identifiées sur le systeme racinaire
de la plante de pois.
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Figure 7: Spectres moyens de racines de pois et de froment acquis en proche infrarouge. Les valeurs d'absorbance sont
exprimées pour 150 longueurs d'ondes comprises entre 1432 et 2368 nm (D. Eylenbosch et al., 2018b).

Une fois les différentes composantes identifiées et discriminées par les modéles de
discrimination, il est rendu possible de quantifier les pixels (unités spatiales) acquis par
imagerie hyperspectrale.

Dans le cas de racines, chaque pixel (ou unité spatiale) prédit comme étant une racine, peut
donc étre converti en masse au moyen d’équations calibrées préalablement. Une relation
linéaire existe entre le nombre de pixels étant acquis comme racine et la masse réelle des
racines présentes au sein d’un échantillon. (D. Eylenbosch et al., 2018b).

Dans les nodosités, il est aussi possible d’y prédire, sur base de I'imagerie hyperspectrale, le
contenu en leghémoglobine, un indicateur de la fixation symbiotique de I'azote. Les
absorbances spectrales de quelques longueurs d’ondes semblent se distinguer des autres
dans la proche infrarouge et permettent de prédire la concentration en leghémoglobine pour
chaque pixel (ou unité spatiale) étant classé comme nodosité (D. Eylenbosch et al., 2018a).

Cependant lI'imagerie hyperspectrale proche infrarouge est une méthode indirecte. Cela
implique qu’une calibration des modeles est nécessaire afin de pouvoir réaliser des analyses
qualitatives ou quantitatives (D. Eylenbosch et al., 2018b; Dale et al., 2013). La chimiométrie
est un outil qui vise a extraire I'information pertinente des mesures physico-chimiques
effectuées par l'imagerie hyperspectrale. Elle permet la construction de modeéle de
discrimination et de calibration grace a I'aide d’outils statistiques et mathématiques (Dale et
al., 2012).
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4.4 Propriétés spectrales de la leghémoglobine et sa quantification

Les propriétés spectrales de la leghémoglobine et de ses dérivés ne sont pas sensiblement
différentes de celles de I'hnémoglobine des mammiféres. Structurellement et chimiquement la
leghémoglobine est semblable a I'hémoglobine du sang tant au niveau de son poids
moléculaire qu’au niveau de sa teneur en fer. Ces similitudes permettent de quantifier
chimiguement la teneur en leghémoglobine présente dans les nodosités grace a la conversion
de la leghémoglobine en cyanméthémoglobine sous I'action de cyanures (réactif de Drabkin).
(Wilson et Reaisenauer, 1962).

Le réactif de Drabkin transforme initialement toutes les formes d’hémoglobines en
cyanméthémoglobine, qui va absorber la lumiere a une longueur d'onde unique (540 nm).
L'intensité de la coloration de la cyanméthémoglobine mesurée par spectrophotométrie a 540
nm est directement proportionnelle a la concentration totale en hémoglobine, ce qui permet
de la quantifier (Sigma-Aldrich, 2015).

La quantification chimique de la leghémoglobine dans les nodosités est nécessaire pour la
calibration du modeéle de régression établi entre les teneurs en leghémoglobine présents dans
les nodosités et leurs spectres NIR correspondant. Ce modele permettra de prédire la
concentration de leghémoglobine de chaque pixel (ou unité spatiale), étant prédit comme une
nodosité.

La spectroscopie permet aussi d’identifier dans le spectre visible différentes longueurs
d’ondes caractéristiques de la leghémoglobine active, sous leur forme ferreux (Fe**) et de la
leghémoglobine inactive, sous leur forme ferrique (Fe**). Becana et Moran (1994) ont réussi a
guantifier sur base de la spectrophotométrie la proportion de leghémoglobine oxygénée
(Fe®) dans les nodules. Cette proportion dépend de I'espéce et I'age des nodosités. Ils ont mis
en évidence la présence de leghémoglobine sous forme inactive (Fe**) dans les nodosités en
sénescence et une absence de cette forme inactive de Lb dans les jeunes nodosités.

5 LUimpact génétique sur la fixation symbiotique

5.1 Variabilité intraspécifique

Si des variabilités génétiques importantes ont été identifiées entre différentes especes pour
la capacité a fixer I'azote atmosphérique (Herridge et al. (2008) cité par Voisin et Gastal
(2015)), il n’en est moins pour les génotypes issus d’'une méme espéce. Aujourd’hui, peu de
connaissances existent sur cette variabilité génétique intraspécifique. La limite semble étre la
capacité a mesurer ce caractere de fixation de I'azote (Voisin et Gastal, 2015)).

Quelques études plus fines ont tout de méme pu identifier chez le pois différentes zones
génomiques liées au caractére de la nodulation (Bourion et al. (2010) cité par Voisin et Gastal
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(2015)) et mettre en évidence une bonne héritabilité des génes a fixer I'azote, souvent
corrélée de facon positive avec le rendement (Duc et al. (1987) cité par Voisin et Gastal (2015),
Hobbs et Mahon (1982) cité par Voisin et Gastal (2015)).

Le peu d’effort réalisé dans le passé en sélection variétale et les difficultés méthodologiques
en champs pour la mesure de la fixation symbiotique sont responsables aujourd’hui de la
faible variabilité intraspécifique de cette fixation de I'azote qui existe dans les espéces
cultivées (Herridge et Rose (2000) cité par Voisin et Gastal (2015)). Cependant, différents
outils de phénotypage ont vu le jour et pourraient a I'avenir permettre une sélection plus
directe afin de contribuer a la stabilité des performances agronomiques des légumineuses
(Voisin et Gastal, 2015).

Il est a noter qu’une attention particuliére doit étre portée dans la sélection de maniére a
garantir I'équilibre dans la mise en place et le fonctionnement des structures racinaires,
nodulaires et les parties aériennes. Des études ont démontré que |'existence de génotypes
hyper-nodulants augmentent la fixation symbiotique. Mais ce caractére intéressant engendre
des ralentissements dans la croissance racinaire et végétative de la plante. Les causes
résultent d’'un co(it en carbone, issus de la photosynthése, important pour la formation de ces
structures symbiotiques (Bourion et al. (2007), Voisin et al. (2007, 2010, 2013) cité par (Voisin
et Gastal, 2015).

6 Limpact du phosphore et du molybdene sur la croissance
et la fixation symbiotique de I'azote chez le pois.

6.1 Le phosphore

6.1.1 Introduction

Le phosphore est décrit comme un macronutriment important pour la croissance des plantes.
Bien qu’il soit abondant dans la plupart des sols, sa disponibilité pour les plantes est faible.
Elle dépend de la facon dont le phosphore migre a travers les différents pools du sol. Le
phosphore se retrouve au sein de ces trois différents pools dans le sol : le pool soluble, le pool
actif et le pool fixe (Sanz-Saez et al., 2017) :

1. Le pool soluble, qui est une tres petite fraction du phosphore disponible dans le sol,
est le pool a partir duquel les plantes savent absorber le phosphore sous la forme
d’orthophosphate (PO,”).

2. Le pool actif contient du phosphate inorganique, qui est absorbé sur les particules du
sol, et du phosphate organique, qui est minéralisé par les microorganismes. Ce pool
permet de réapprovisionner le pool soluble, quand les plantes y prélevent les
phosphates disponibles.
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3. Dans le dernier pool, le phosphate est séquestré et rendu insoluble par des réactions
d’absorption avec différents métaux. Ceci le rend donc plus difficilement disponible
pour |'assimilation des plantes.

La forme principale du phosphore pour I'absorption des plantes se trouve sous forme de
phosphate. Les phosphates sont inclus dans la composition moléculaire de beaucoup de
métabolites sous formes de nucléotides, acides nucléiques, phospholipides,
phosphoprotéines et d’autres éléments riches en phosphore comme I’ATP. lls jouent un role
majeur dans la transformation d’énergie et la régulation d’activités enzymatiques, comme la
photosynthése, la respiration, la génération d’énergie et la synthése d’acides nucléiques.
(Martins et al., 2017).

Bien que le phosphore soit essentiel pour toutes les plantes, les besoins en P pour les plantes
fixatrices de N, sont décrits comme étant plus importants pour les plantes ne fixant pas
d’azote (Divito et Sadras, 2014). Les besoins supplémentaires en phosphore sont liés au
développement des nodosités et a la transformation énergétique pour la synthése des
mitochondries et des membranes symbiotiques (Martins et al., 2017).

Selon diverses études, le phosphore affecte la fixation symbiotique de I’'N, directement en
interagissant sur la croissance, la formation et le fonctionnement des nodosités, ou
indirectement en affectant la croissance de la plante héte (Divito et Sadras, 2014).

6.1.2 Une carence en phosphore, un facteur limitant pour la fixation de N,
Sous des conditions de carences en phosphore, trois facteurs principaux semblent affecter la
fixation symbiotique de N, directement ou indirectement selon Sanz-Saez et al. (2017) :

1. Ladisponibilité des hydrates de carbones.
Les nodosités regoivent de leur plante héte du carbone essentiellement sous forme de
malate pour la respiration des bactéroides. La faible disponibilité en phosphore affecte
négativement la photosynthése de la plante et implique que moins de carbone soit
délivré aux nodosités. Ceci a pour conséquence un déclin dans le développement des
nodosités qui peut étre associé a une inhibition de la machinerie photosynthétique.

2. L’accumulation de composés azotés.
La croissance moins importante des plantes exposées aux faibles quantités de
phosphore implique que les besoins en azote de la plante soient aussi diminués. La
plante hote a tendance a diminuer le taux de fixation de N, afin de répondre aux
besoins d’azote réels de la plante. La baisse de I'activité de la nitrogénase sous de
faibles disponibilités en phosphore est donc associée a une accumulation de composés
azotés dans les nodosités.
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3. La perméabilité de I'oxygene.
La perméabilité du cortex des nodosités a 'O, et, par conséquent, I'augmentation de
la teneur en O, dans les nodosités qui inhibe la nitrogénase, a également été décrite
comme étant affectée par la disponibilité en phosphore.

Une déficience en phosphore semble donc avoir des impacts séveres chez les plantes a
différents niveaux. Selon Sanz-Saez et al. (2017), une carence en phosphore affecte
négativement la fixation symbiotique de N,, la photosynthése et, par conséquent aussi la
croissance de la plante.

6.1.3 L’impact du phosphore sur la croissance et la fixation symbiotique de N,.
L'influence du phosphore sur la fixation symbiotique de N, chez les légumineuses reste plus
ou moins confuse. Iver (1985) ainsi que Robson, O’hara et Abbott (1981) concluaient que le
phosphore augmente la fixation symbiotique de N, chez les légumineuses en stimulant la
croissance de la plante hote, plutot que le développement et le fonctionnement des
nodosités. Tandis que d’autres études suggérent des effets plus spécifiques du phosphore sur
I'initiation et la croissance du rhizobium ou le développement et le fonctionnement des
nodosités (Gates (1974), Mosse et al. (1976) et Bonetti et al. (1984) cités par Iver (1985)).

Chez les jeunes plantes de pois, la formation des nodosités répond positivement a I’addition
de phosphore. Cependant la concentration en phosphore des nodosités est peu affectée par
les fournitures en phosphore. La concentration y reste constante. Elle reste toutefois plus
importante que la concentration des autres organes, méme en cas de déficience du nutriment.
Ceci reflete la grande demande en phosphore pour la formation et le fonctionnement des
nodosités (lver, 1985).

Des expérimentations en champs ont démontrés que I'application de phosphore a des effets
significatifs sur différents traits physiologiques de la plante : la hauteur, le nombre de
nodosités, les rendements en biomasse et en grain, le nombre de gousses et le taux de
protéine brute de la plante, etc. De plus, le phosphore est nécessaire pour promouvoir un
développement rigoureux du systéme racinaire tout en encourageant le développement de
ses nodosités (Erman et al., 2009).

En ce qui concerne la fixation symbiotique de N,, des augmentations de concentration d'azote
sont observées chez différentes légumineuses, dont les pois. Ces légumineuses n’ayant recu
aucun apport d’azote, mais bien un apport d’engrais phosphoré, indiquent une plus grande
réactivité du systeme de fixation symbiotique de N, que de la croissance globale des plantes
hétes a I'augmentation de I'apport en phosphore (Israel, 1987).
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6.2 Le molybdéene

6.2.1 Introduction

Le molybdéne est un micronutriment présent en petites quantités dans le sol sous différents
états oxydatifs. La forme disponible la plus fréquente pour les plantes est I'anion soluble
MoO;-. Cet anion est sujet a des réactions d’absorption et désorption qui dépendent des
propriétés chimiques du sol : le pH, les concentrations en oxydes métalliques absorbants, les
composés organiques présents dans les colloides et I'état du drainage (Kaiser et al., 2005).

Le molybdeéne est inactif dans les systémes biologiques, jusqu’a ce qu’il soit complexé par un
cofacteur spécifique. Une des molybdoenzymes clés chez les plantes est la nitrate réductase
qui catalyse la premiere étape dans l'assimilation de I'azote. Celle-ci joue donc un réle
important dans I'assimilation de I'azote (Zimmer et Mendel, 1999). D’autres molybdoenzymes
sont aussi impliqués dans la réduction et I'assimilation de I’azote : la xanthine dehydrogenase
(XDH) et I'aldehyde oxidase (AO) (Kaiser et al., 2005).

6.2.2 Le role du molybdéne dans la plante et sur la fixation symbiotique de N,.

Chez les légumineuses, le molybdéne joue un role dans la fixation symbiotique de I'azote. Il
compose I'une des deux sous-unités de la nitrogénase (la protéine Mo-Fe) qui est directement
impliquée dans la réduction de N, en NH3 (Figure 5 page 13) (Kaiser et al., 2005).

L'efficacité de la symbiose dépend de la disponibilité du molybdéne dans le sol. Le
développement des nodosités est impacté positivement par les applications de molybdéne
sur les cultures (Zimmer et Mendel, 1999). Des fertilisations foliaires de molybdéne induisent
des effets significatifs sur le nombre de nodosités par plant et le poids sec des nodosités qui
est directement corrélé a I'activité spécifique de fixation de N, (Milev, 2014; Iver, 1985).
Cependant, peu de connaissances existent sur le transport du molybdéne et sa redistribution
dans les tissus de la plante (Kaiser et al., 2005).

D’autres études en champs ont montré qu’une carence en cet élément induisait une réduction
de la concentration en leghémoglobine, de la taille et du poids sec des nodosités (Brkic et al.,
2004).

6.3 Le molybdene et le phosphore en fumure associée

Selon Rabbani et al. (2005), I'association de fertilisants en molybdéne et en phosphore permet
d’obtenir des performances significatives pour différents traits de mesure liés au rendement
en grains du pois. L'application d’inoculum de Rhizobium en association avec 25 kg de
phosphore et 1,5 kg de molybdéne a I’hectare ont permis d’obtenir un rendement en grain
plus important et une meilleure qualité en teneur de protéines. Une corrélation positive est
retrouvée entre le nombre de nodosités et la teneur en protéines des graines de pois.
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1. Matériel et Méthode
1 Conditions et dispositifs expérimentaux

1.1 Les sites expérimentaux et I'apercu climatique

Dans le cadre de ce travail de fin d’étude, le pois protéagineux (Pisum sativum L.) a été
expérimenté sous ses différentes formes culturales : en culture d’hiver, de printemps et en
association avec du froment. L'objectif était de comparer dans ces différentes expériences la
teneur en leghémoglobine (Lb) des nodosités des plantes, exprimée en milligramme par
gramme de nodosités fraiches. La leghémoglobine est une molécule indicatrice de fixation
symbiotique de I'azote.

Les parcelles d’essais de pois d’hiver et en association avec du froment étaient situées a
Gembloux (50°33’46’'N et 4°42’41"E) sur une parcelle appartenant a la Ferme expérimentale
de Gembloux Agro-Bio Tech, Université de Liege. Les autres parcelles de pois de printemps
étaient implantées aux Isnes (50°30°’57”’N et 4°44’9”’E), ou I'APPO (Association pour la
Promotion des Protéagineux et des Oléagineux) y organisait ses différents essais annuels.

La région est caractérisée par un sol limoneux a drainage naturel dans un climat tempéré
océanique. La température moyenne annuelle est de 9,8°C et les précipitations moyennes
sont de 834 mm par an (IRM).

L'année culturale 2017-2018 a été marquée par un hiver tres pluvieux et une sortie d’hiver
assez froide restant tout de méme dans la normale. Par contre, le printemps a lui été
caractérisé comme étant anormal avec des températures saisonniéres plus importantes et des
faibles précipitations dans la région de Lonzée (Gembloux) (Figure 8).

Evolution de la température (°C) et des précipitations (mm) pour
I'année culturale 2017-2018
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Figure 8: Evolution de la température (rouge et bleu) et des précipitations (gris et jaune) pour I'année culturale 2017-2018 a
Lonzée (Gembloux, Belgique).
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1.2 Généralités

Au cours de chaque expérience, I'unité expérimentale était une parcelle d’'une longueur de
huit métres et d’une largeur de deux métres. Une bordure de 50 cm se trouvait a chaque
extrémité de la parcelle afin d’éviter les effets de bords et donc d’induire un biais dans les
données récoltées (Figure 9).

Trait de houe

Tm

— — —

Parcelle

Sentier

S0cm 50cm
—— —

2m
— ——— . — -

Figure 9: Schéma d'une parcelle (unité expérimentale).

L'itinéraire phytotechnique de chaque expérience est résumé en annexe.

1.3 Dispositifs et protocoles expérimentaux

1.3.1 Parcelle « Pois d’hiver »

Dans le premier dispositif expérimental, I'essai « pois d’hiver » contenait 16 parcelles,
réparties en quatre blocs (Figure 10). Les parcelles ont été disposées en Split Plot afin d’étudier
le facteur variétal, qui contenait quatre modalités expérimentales. Les modalités de ce facteur
sont les quatre variétés de pois d’hiver : Gangster, Fresnel, Myster et Furious, répétées quatre
fois au sein du dispositif expérimental.

Y6 7 8 9
1006 1007 1008 1009

1000 4 3 2 1

906 907 908 909

900 2 1 4 3
806 807 808 809
800 3 4 1 2 Modalité Variété
1 Gangster
706 707 708 709 2 Fresnel
700 1 2 3 4 3 Myster
4 Furious

Figure 10: Dispositif expérimental de la parcelle "Pois d'hiver" avec ses quatre variétés représentées. Les nombres en bleu

sont les numéros de parcelles.
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1.3.2 Pois de printemps

1.3.2.1 Parcelle « Pois de printemps — Fumure »

Dans le second dispositif expérimental, I'essai « Pois de printemps — Fumure » a été subdivisé
en 30 parcelles de 16 m>. Ces derniéres ont été réparties en cing blocs pour y étudier le facteur
fumure (Figure 11). Le dispositif contenait huit modalités répétées quatre fois dans le
dispositif expérimental, a I’exception de la modalité une qui n’a été répétée que deux fois. La
variété semée était du Rebel.

Quatre modalités ont été utilisées pour les préléevements destructifs des échantillons. Les
guatre autres ont été mises en place par I’APPO pour le calcul de rendement des parcelles.
Dans le cadre de cette expérience les quatre premieres modalités ont été retenues :

- Modalité 1 : Témoin

- Modalité 2 : Une application de phosphore (PHYSALG25) a 50kg de P/ha

- Modalité 3 : Une application foliaire de molybdéne (CHELAL Mo)) a 210 g Mo/ha

- Modalité 4 : Une application associée des modalités 2 et 3.

Y2030 31 32 33 34
Al

900 72 3 4 5 8

800

©

Ad 4 A 4 4 A 4 4 44 44

700

N

N° modalité Fumure
600 5 6 7 8 6 5 1 Témoin (pour prélévements)
2 Phosphore 200 kg/ha PHYSALG25 (TIMAC) = 25 % P205 + 38 % CaO (pour pré
3 CHELAL Mo (BMS Micro-Nutrients) 3 I/ha = 70 g Mo/l (6,3 % Mo) (pour prélévements)
500 1" 2 3 4 8 7 4 Phosphore 200 kg/ha PHYSALG25 (TIMAC) + CHELAL Mo 3 I/ha (pour prélévements)

Figure 11: Dispositif expérimental de la parcelle "Pois de printemps - Fumure" avec ses quatre fumures représentées. Les
nombres en jaune sont les numéros de parcelles.

1.3.2.2 Parcelle « Pois de printemps — variété »

Dans les parcelles du troisieme dispositif expérimental « Pois de printemps — variété », le
facteur variétal a été analysé chez le pois de printemps. Certaines parcelles étaient coupées
par la traversée d’'un pipeline (servitude de la société des eaux). Sa présence a permis la
réalisation de prélévements destructifs dans ces parcelles étant donné gu’elles ne sont pas
utilisées par 'APPO pour I'obtention de résultats. Les modalités de ce facteur sont les trois
variétés (Angelus, Safran et Tiberius), répétées quatre fois dans le dispositif expérimental
illustré a la Figure 12.
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Modalité | Variété
i Angelus (AN)

2 Safran (SA)
Reste delaparcelle 3 |fiberius (TI)

Reste de la parcelle Reste de la parcelle

Reste de la parcelle

Figure 12: Dispositif expérimental de la parcelle "Pois de printemps - Variété" avec ses trois variétés représentées. Les
parcelles sont traversées par un pipeline.

1.3.3 Pois en association avec du froment

Dans le dernier dispositif expérimental, 12 parcelles (quatre de froment pur, quatre de pois
pur et quatre de pois en association avec du froment) ont été allouées a I'expérience dans la
parcelle d’essai froment-pois de Jérome Pierreux. L’objectif de I'expérience est de comparer
la fixation symbiotique de I'azote dans les pois purs et en association. La variété était, dans
toutes les parcelles, du Gangster pour le pois et de I'Edgar pour le froment.

1.4 Prélevement des échantillons

1.4.1 Prélévement racinaire

Lors de chaque préléevement, le systeme racinaire complet de trois plantes par parcelle a été
extrait du sol dans des tubes métalliques et en PVC d’un diamétre de 110 mm. Ceux-ci ont été
enfoncés avec un marteau dans le sol pour extraire une carotte de sol d’'une longueur de 25
cm (Figure 13).

v :.Mm:h"“ A S ANE E R 3 S S Hs‘ L;‘.\; % !A?' Adl a 00 W i A5 S

Figure 13 : lllustration du prélévement des carottes de sol avec le systéme racinaire de pois au moyen de tubes en PVC.
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L’échantillonnage au niveau de la parcelle se faisait de maniére systématique comme illustré
alaFigure 14. Apres chaque prélevement de biomasse, les systémes racinaires de trois plantes
centrés sur leur systéme végétatif ont été extraits du sol aléatoirement autour du carré de

T

biomasse prélevé. Ceci a été répété a plusieurs dates.

O
DATE n . .

B M S0 gt

Légende:

DATE 2 . . - Biomasse (50cmx50cm)

- Systéme racinaire 1 plante
oATE 1 ® O

Figure 14: L’échantillonnage au niveau de I'unité expérimentale (parcelle de 16m2).

Ensuite, aprés avoir été enlevées du sol, les carottes de sol ont été mises a tremper pendant
une nuit avant d’étre lavées le lendemain. Cette étape est importante afin d’extraire le
systéme racinaire le plus complet possible sans le casser en différents endroits.

1.4.2 Autres mesures

Lors de chaque prélevement racinaire, une mesure de la biomasse aérienne de 50 cm sur 50
cm était aussi réalisée comme expliqué ci-dessus et illustré a la figure (Figure 14).

Les stades de développement phénologiques de plusieurs plantes dans chaque parcelle ont
aussi été enregistrés lors de chaque prélévement. Les mesures se sont basées sur I'échelle
BBCH du pois protéagineux.

1.4.3 Suivi dynamique du systeme racinaire des plantes et des teneurs en
leghémoglobine des nodosités du pois d’hiver

Un suivi dynamique de I'architecture racinaire a aussi été réalisé pour les plantes de pois au
cours de sa saison culturale jusqu’a sa floraison. Cing plantes furent prélevées a différentes
dates dans les bordures des parcelles. Celles-ci ont été nettoyées et scannées le jour méme
afin d’obtenir une belle illustration du systeme racinaire de la plante. Enfin, aprés I'acquisition
de I'image scannée, les plantes avec leurs nodosités ont été mises a I'étuve. Une image
hyperspectrale a ensuite été acquise dans le but de quantifier la teneur en Lb de leurs
nodosités au cours du temps.
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1.5 Préparation des échantillons

1.5.1 Généralités pour toutes les expériences

La préparation des échantillons racinaires est I’étape qui précede I'acquisition des images sous
la caméra hyperspectrale. Elle consiste a laver et sécher les échantillons qui ont été mis a
tremper durant une nuit entiére.

L'immersion des tubes en PVC pendant une nuit dans des seaux d’eau a permis d’extraire les
carottes de sol les plus entieres possibles des tubes, sans abimer leur systeme racinaire et
leurs nodosités. Les carottes de terre ont ensuite été aspergées au moyen d’un pistolet
d’arrosage pour séparer la terre du systéme racinaire. Les racines, une fois rincées et lavées,
ont été étalées avec leurs nodosités dans de I'eau sur un grillage de fine maille (moustiquaire)
afin de bien les exposer dans un plan bidimensionnel (Figure 15). Un étalement correct est
important afin d’éviter que les racines et les nodosités ne se recouvrent. Les nodosités doivent
étre bien exposées et identifiables pour permettre I'acquisition optimale d’une image
hyperspectrale.

Figure 15: lllustration d’un systéme racinaire d’une plant de pois étalée sur un trelis de fine maille (moustiquaire) aprés
avoir été séché a I'étuve a 60°C pendant 48 heures.
Ensuite, les racines lavées ont été placées entre deux carrés de moustiquaire de 30 cm sur 30
cm. Ceci a permis de les protéger contre d’éventuels chocs ainsi que d’éviter des pertes
racinaires. Aprés le lavage, les échantillons, protégés par les deux moustiquaires, ont été
placés dans un sac microperforé et mis dans une étuve ventilée pendant 48 heures a 60°C afin
d’étre séchés.

A la sortie de I'étuve, le systeme racinaire a été découpé en quatre horizons et déposé dans
une feuille de papier pliée au préalable pour les conserver. Les horizons correspondent a des
tranches racinaires de 5 cmallant de 0 a 15 cm dans le sol. La derniére tranche était constituée
de la fin du systéme racinaire, dont la longueur racinaire variait d’'un prélevement a l'autre
(Figure 16). La base zéro correspondait a la position de la graine du pois sur le systéme
racinaire. Etant donné que les semences ne sont pas toutes semées a la méme profondeur, il
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était nécessaire de déterminer une base zéro facile a identifier. Enfin, les échantillons ont été
conservés a température et humidité ambiante jusqu’a l'acquisition de [I'image
hyperspectrale.

Base O ‘ | Horizon 4 H
» Xy [\\

Horizon 1

.-

y

i J e

Figure 16: Découpage du systeme racinaire d'un plant de pois en horizons de 5 cm.

1.5.2 Cas particulier de I'expérience « pois d’hiver »

Dans le cas de I'expérience « pois d’hiver », les nodosités de chaque plante ont été enlevées
une par une au moyen de pinces a épiler. Ces nodosités ont ensuite été stockées dans des
tubes d’Ependorf de 1,5 ml avant d’étre refroidies dans de I'azote liquide pour étre ensuite
stockées définitivement dans un réfrigérateur a -80°C. Une semaine avant l'acquisition des
images, celles-ci ont été séchées dans une étuve par convection pendant 24 heures a 70°C
dans des boites de Pétri.

2 Analyse des échantillons par imagerie hyperspectrale
proche infrarouge

2.1 Acquisition des images hyperspectrales proches infrarouge

Les images hyperspectrales proche infrarouge des nodosités seules ou liées aux racines,
séchées et préparées au préalable, ont été acquises selon la méme méthode que celle décrite
par Vermeulen et al. (2012) et Eylenbosch et al. (2018a).

Les images NIR-HSI ont été acquises a l'aide de la caméra de type "line scan" SWIR XEVA CL
2.5 320 TE4 (SPECIM Ltd, Oulu, Finland) équipée d'un spectrographe ImSpector N25E (XENICS
nv, Leuven, Belgium) qui contient un détecteur (mercure cadmium telluride) refroidi et
stabilisé a la température ambiante. La caméra prend une image des échantillons racinaires
sur une bande transporteuse en mouvement (BurgerMetrics SIA, Riga, Lettonie) (Figure 17).
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Afin d’avoir une bonne résolution de I'image acquise en mouvement, la vitesse d'avancement
est réglée de facon a ce que les pixels posseédent une forme carrée.

Figure 17: Caméra line scan hyperspectrale proche infrarouge (BurgerMetrics SIA, Riga, Lettonie)

Les images ont été acquises a I'aide du logiciel HyperProVB (BurgerMetrics SIA, Riga, Lettonie).
Pour chaque image hyperspectrale, un spectre proche infrarouge de 209 longueurs d'ondes
(1118-2425 nm), résultant de 32 mesures d’absorbance, a été enregistré pour chaque pixel.
L'image est caractérisée par une largeur de 320 pixels, ce qui représente une ouverture de 10
cm. La longueur de I'image dépend de la taille de I'échantillon et la résolution spectrale est
d'environ 6,3 nm.

Toutes les heures, une calibration de la caméra était effectuée au moyen d’une céramique
blanche (référence blanche) et en bloquant I'arrivée de lumiére (référence noire). La
calibration permet de détecter et supprimer les pixels morts. La réponse de ces pixels morts
génére des « spikes'™® » qui ne peuvent pas étre pris en compte dans le traitement ultérieur
des spectres acquis sur I'image.

Les échantillons ont été placés sur le tapis d’avancement de facon a ce qu’ils ne dépassent pas
la plage de mesure de la caméra. lls ont été exposés le mieux possible afin d’éviter un
recouvrement des racines sur les nodosités.

2.2 Vérification des acquisitions spectrales

Avant d’analyser les images, il était nécessaire de vérifier que celles-ci ont été acquises
correctement par la caméra hyperspectrale. Deux standards ont permis de vérifier cette
condition :

Le premier, un « standard ergot », repose sur la méthode de Vermeulen et al. (2012). |l permet
de s’assurer que les pixels, acquis pour un échantillon standard composé de quantités de
grains d’ergot et blé connus, soient prédits correctement.

10 o . . L, . .
Spikes = pics d’absorbance, liés aux pixels morts, qui répondent avec une valeur anormalement
faible ou élevée.
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Le second, un « standard paille » établi par D. Eylenbosch et al. (2018b), permet aussi de
s’assurer que I"échantillon, composé de résidus de cultures (paille), soit bien prédit comme
étant des résidus de culture (paille) et non comme des éléments appartenant a d’autres
classes spectrales présentes dans le modele utilisé. Sur I'image ci-dessus (Figure 18), tout ce
qui se trouve en jaune est bien prédit comme étant des résidus de culture (paille). Les points
bruns sont prédits comme des racines. Ce standard était plus souvent utilisé en journée en
raison de sa facilité de manipulation en comparaison avec le « standard ergot », qui lui était
utilisé en début et en fin de journée, et quelques fois en cours de journée afin de vérifier le
bon fonctionnement de la caméra hyperspectrale.

Figure 18: Prédiction des résidus de culture (paille) grdce aux arbres de classifications dichotomiques des Séparateurs a
Vastes Marges (SVM) sur une image hyperspectrale acquise dans le proche infrarouge (NIR).

2.3 Analyse des images hyperspectrales

Une fois les images hyperspectrales proches infrarouges acquises, la nature de chaque pixel a
été prédite sur base du profil du spectre acquis pour ce dernier. Trois différentes classes
spectrales pouvaient étre identifiées sur chaque image : les spectres du tapis, les spectres des
racines de pois et/ou les spectres des nodosités.

Un arbre de classification dichotomique constitué de deux algorithmes d’analyse
discriminante a permis de séparer ces différentes classes. Dans un premier temps, tous les
pixels étant classés comme du tapis ont été discriminés du reste de I’échantillon. Ensuite, les
nodosités ont été séparées des racines de pois comme illustré a la (Figure 19). Les algorithmes
de discrimination ont été construits par D. Eylenbosch et al. (2018a) et se sont basés sur
I"utilisation de modéles SVM (Support Vector Machine).
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Figure 19: Arbre de classification dichotomique basé sur deux modéles SVM et permettant la classification en trois classes
spectrales des spectres PIR extraits d'une image hyperspectrale PIR (adapté de Eylenbosch et al., 2016). Les pixels bleu foncé
représentent le tapis, les pixels jaunes les racines de pois et les bleu claire les nodosités du pois.

Une fois que les pixels des nodosités ont été discriminés, leur teneur en milligramme de
leghémoglobine par gramme de nodosités fraiches ont pu étre prédites par le modele de
régression PLS calibrée préalablement selon la méme méthode que Damien Eylenbosch et al.
(2018a). La calibration de ce modeéle est décrite dans le point 3.

La sortie des résultats pour chaque image hyperspectrale est la suivante :

1. La concentration moyenne en Lb des pixels prédits comme étant des nodosités ;

2. Le nombre de nodosités identifiées sur I'image. Chaque nodosité correspond a un
agglomérat de minimum 10 pixels qui se touchent entre eux ;

3. Le nombre de nodosités pour lesquels une teneur positive en Lb est prédite ;

4. La concentration moyenne en Lb de toutes nodosités identifiées et ayant une taille
minimum de 10 pixels ;

5. L'écart type de la teneur en Lb pour toutes les nodosités identifiées et ayant une taille
minimum de 10 pixels ;

6. La valeur maximale et minimale en Lb d’'une nodosité parmi toutes les nodosités
identifiées et ayant une taille minimum de 10 pixels.

Toutes les images ont été prédites avec le logiciel Matlab (The MathWorks, Inc., Natick, MA,
USA). Les modeles de discrimination et de régression ont été construits avec la PLStoolbox 7.8
(Eigenvector Research Inc., Wenatchee, WA, USA). Le modeéle de reconnaissance de forme a
été construit avec la MIAtoolbox (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, WA, USA).
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3 Calibration du modele de régression entre le contenu en
leghémoglobine et les spectres proche infrarouge
correspondant des nodosités.

3.1 Prélévement des nodosités

Pour établir le modéle de régression entre le contenu en leghémoglobine (Lb) des nodosités
et leurs spectres proche infrarouge correspondants, des prélévements de nodosités de pois
ont été réalisés pendant plusieurs semaines. 63 échantillons ont été récoltés entre le 20 avril
2018 et le 15 juin 2018. Pendant les quatre premiéres semaines, les prélévements de
nodosités provenaient de pois d’hiver de la variété Gangster et de pois de printemps de la
variété Safran pour les quatre dernieres semaines. Le changement inopiné vers le pois de
printemps résulte de I'apparition de sitones qui ont détruit les nodosités primaires sur le
systeme racinaire du pois d’hiver.

Une quantité minimale de nodosités de pois dans chaque échantillon était nécessaire pour
permettre une quantification chimique de leur teneur en Lb sur des nodosités fraiches et
d’extraire les spectres NIR correspondants sur des nodosités séchées préalablement. La
répartition était telle qu’'une septantaine de nodosités ont été prélevées sur le systéme
racinaire d’'un méme ensemble de plantes pour la quantification chimique et une trentaine
pour |'extraction de leur spectre NIR. Les nodosités ont été conservées dans des tubes
d’Ependorf de 1,5 ml a - 80 °C apres avoir été refroidies dans de I'azote liquide. Les tubes ont
été conservés au congélateur jusqu’a ce que la quantification chimique et le séchage en étuve
des nodosités aient eu lieu.

3.2 Quantification chimique

La teneur en leghémoglobine des nodules congelés a été mesurée chimiquement a la fin du
mois de juin. La quantification s’est réalisée selon la méthode de la cyanméthémoglobine,
citée plus haut dans le point 4.4 : « Propriétés spectrales de la leghémoglobine et sa
quantification » et décrite en détail par Wilson and Reisenauer (1963) et Damien Eylenbosch
et al. (2018a).

Cette méthode est basée sur la mesure spectrophotométrique et utilise la solution de Drabkin.
Cette solution a été préparée avec 52 mg de KCN, 198 mg de KsFe(CN)s et 1 g de NaHCOs3
dissout dans l'eau et jaugé jusqu'a 1000 ml.

Pour extraire la leghémoglobine, des nodules congelés ont été broyés dans de I'azote liquide

dont 100 mg de nodules broyés ont été transférés dans des tubes d’Ependorf de 1,5 ml. Pour
chaque échantillon, trois sous-échantillons ont été préparés. lls ont ensuite été stockés
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guelques jours a -80°C, le temps de réaliser plusieurs broyages et en attendant de pouvoir
faire les analyses.

Afin de réaliser la quantification de la Lb, 0,6 ml de solution de Drabkin a été ajoutée dans les
tubes d’Ependorf contenant 100 mg de broyat de nodosités congelées. Le mélange a été
centrifugé pendant 15 minutes a une force centrifuge de 500 G et une température de 12 °C.
Le surnageant a ensuite été transféré dans un autre tube d’Ependorf de 2 ml. La Lb contenue
dans la phase solide a été extraite et centrifugée deux fois en plus avec 0,6 ml de solution
Drabkin. Les surnageants ont été combinés et complétés a 2 ml avec la solution de Drabkin,
et ont ensuite été centrifugés pendant 30 minutes a 20 000 G et 15 °C. L'absorbance du
surnageant a été lue dans une cellule de 1,5 ml a 540 nm avec un spectrophotometre UV-
visible (UV-1650 PC, Shimadzu, Japon), étalonné avec la solution de Drabkin.

Une courbe d’étalonnage a été calculée sur base de la solution de Drabkin pure et de cinq
dilutions d'hémoglobine cristalline humaine (Sigma-Aldrich Cat n ° H7379) contenant 0,05, 0,1,
0,2,0,4 et 0,6 mg d'hémoglobine par ml de solution Drabkin. Les courbes de référence établies
ont toujours obtenu un coefficient de régression supérieur a 0,99. Les résultats ont ensuite
été exprimés en milligrammes de leghémoglobine par gramme de nodules frais (mg g). Une
courbe d’étalonnage était établie a chaque jour de mesure.

3.3 Acquisition des spectres NIR et prétraitement

Apres la quantification chimique, les 63 autres échantillons contenant chacun 30 nodosités
ont été mis a sécher dans une étuve a 70°C pendant 24 heures (Figure 20).

. Temps 0 .‘—,hgurg de sétr:ﬁ‘age / heures de séchage

Figure 20: lllustration des nodosités avant d'étre séchées (a gauche), une heure aprés le séchage par convection a 70°C (au
milieu) et a la fin du séchage 24 heures plus tard (a droite).

Les images hyperspectrales proches infrarouges correspondantes des nodosités ont été
acquises grace au logiciel HyperPro VB (BurgerMetrics SIA, Riga, Latvia), comme expliqué plus
haut dans le point 2.1 « Acquisition des images hyperspectrales proches infrarouge ». Le
spectre moyen représentatif de chaque échantillon des nodosités a ensuite été mesuré a
partir de chaque image hyperspectrale avec le logiciel HyperSee (BurgerMetrics SIA, Riga,
Lettonie).

37



Une fois que les spectres NIR moyens des nodosités ont été acquis, un prétraitement s’en est
suivi. Afin d'éliminer les régions de bruits au début et a la fin des spectres NIR, seules les
longueurs d'onde comprises entre 1432 nm et 2368 nm ont été conservées. Le bruit restant
et la tendance croissante observée dans les spectres moyens ont été supprimés. Trois
transformations ont eu lieu : un lissage de Savitzky-Golay (ordre 0O, largeur du filtre 7), une
transformation detrend et une normalisation avec la transformation « standard normal
variate » (SNV).

3.4 Relier I'imagerie hyperspectrale NIR a la teneur en leghémoglobine

A l'issue du prétraitement des spectres NIR, 20 échantillons furent sélectionnés pour la
validation du modeéle de régression et les 43 autres pour la calibration du modeéle. La sélection
des 43 échantillons pour la calibration a été réalisée par I'algorithme Duplex décrit par (Snee,
1977).

La régression PLS a été utilisée pour construire un modele de calibration entre la teneur en
leghémoglobine et les spectres NIR des nodules de pois. La discussion de ce modele de
calibration est décrite plus bas dans le point « IV. Résultat et discussion ».

4 Difficultés rencontrées

4.1 Difficultés expérimentales en champs

Lors de la réalisation de ce travail de fin d’étude, plusieurs difficultés ont été rencontrées dans
le calendrier cultural de la culture du pois d’hiver.

Dans la parcelle « pois d’hiver », le sol n’a pas tout a fait été ressuyé aprés le semis de fin
novembre. Les fortes pluies de I’hiver ont compacté le sol et donc ralenti le développement
de la plante de maniére générale. De plus, les fortes gelées a la sortie de I'hiver ont touché un
certain nombre de tiges. Un comptage réalisé a la sortie de I’hiver a pu recenser une mortalité
moyenne de 17 % des plantes diminuant la densité moyenne des plantes de pois au m* de 75
a63.

Deuxiémement, des pigeons ramiers sont venus ravager la culture au printemps qui est un
moment clé dans le développement végétatif de la culture du pois. Plusieurs moyens ont été
mis en ceuvre pour essayer de les dissuader de venir : des batons munis de rubans prenant le
vent, des épouvantails et méme le cloisonnement complet de la culture avec un treillis de
poule d’'une hauteur de 1m. Le broutage des bourgeons terminaux occasionné par les pigeons
ramiers a lui aussi ralenti le développement de la culture.

Enfin, les hautes températures estivales ont permis aux sitones de proliférer dans
d’excellentes conditions. La ponte de leurs ceufs dans les nodosités a permis aux larves de se
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développer et de les ravager (Figure 21). La presque totalité des nodosités se trouvant sur les
racines pivotantes furent détruites.

Figure 21: lllustration des sitones et de leurs larves présentes dans les carottes de sol lors du lavage des systemes racinaires
le 18 mai 2018.

Toutes ces difficultés m’ont amené a changer de parcelle expérimentale en cours d’expérience
et donc de prélever a nouveau d’autres systémes racinaires de pois dans des cultures de pois
de printemps et de pois en association avec du froment. Des sitones étaient aussi observables
dans les autres parcelles, mais avec des dégats moins importants.

4.2 Difficultés dans la calibration du modele

Lors de la création du modeéle de régression les échantillons récoltés pour la calibration du
modele n’ont pas été séchés dans les mémes conditions que les échantillons racinaires
obtenus sous les différentes modalités expérimentales. Les nodosités utilisées pour la
calibration ont été séchées dans une étuve par convection a 70°C, alors que les prélevements
racinaires ont été séchés dans une étuve avec ventilation a 60°C.

Cette différence dans le séchage a entrainé des modifications au niveau des spectres acquis
sur les nodosités et n’a pas permis de prédire les images de la méme maniere. Ceci induit donc
des biais dans la quantification des échantillons racinaires. Une comparaison du modéle de
régression établi en 2018 sur des nodosités séchées par convection et celui mis au point par
D. Eylenbosch en 2017 sur des nodosités séchées avec ventilation sera mise en évidence dans
I'interprétation des résultats.

5 Analyse Statistique

L'analyse statistique des différents teneurs en Lb des nodosités et des prélevements de
biomasses aériennes dans les différentes expériences a été réalisée grace aux logiciels SAS 9.4
(Statistical Analysis System) et R (R Core Team, 2017). Le package "agricolae" a été utilisé sur
R pour les analyses de la variance (ANOVA) et les tests de Student-Newman-Keuls pour la
structuration des moyennes (De Mendiburu, 2017). Les conditions d’application ont été
vérifiées par les tests de Bartlett et Shapiro-Wilk.
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V. Résultats et discussions

1 Validation des modeles de régression PLS

1.1 Discussion de la validation du modele de régression PLS 2018

Dans le but de pouvoir prédire la teneur en leghémoglobine (Lb) de nodosités préalablement
séchées dans une étuve par convection, le modéle de régression PLS 2018 a été créé. La
régression a permis de lier la teneur en Lb des nodosités, obtenues chimiquement avec la
méthode de la cyanméthémoglobine, et les spectres NIR correspondants, extraits de
nodosités issues d’'un méme ensemble de plantes. La teneur en Lb des nodosités est exprimée
en mg de Lb par gramme de nodosités fraiches.

Dans le modeéle de régression PLS, huit variables latentes ont été utilisées pour prédire la
teneur en Lb des nodosités. Elles permettent d’expliquer 99,27 % de la variabilité de la
leghémoglobine au sein des 43 échantillons utilisés pour la calibration. Le coefficient de
détermination de calibration (R® Cal) est de 0,86 avec une erreur quadratique moyenne
d’étalonnage (RMSEC) de 0,40. La validation croisée du modeéle PLS a donné un coefficient de
détermination (R®> CV) de 0,75 avec une erreur quadratique moyenne (RMSECV) de 0,53
(Figure 22).

Modéle PLS de régression:
calibration et cross-validation

T T

8 Latent Variables
RMSEC = 0.39615
RMSECV = 0.5315
H R2 (Cal, CV) = 0.858, 0.745

1:1
——  Equation de régression
o  Yprédit

L
6
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Figure 22: Représentation des échantillons de nodosités utilisés pour la calibration du modéle de régression PLS qui est
exprimée en fonction de leur valeur prédite du modele de régression et leur teneur réelle en Lb mesurée chimiquement par la
méthode de la cyanméthémoglobine. La teneur en Lb des nodosités est exprimée en mg de Lb par gramme de nodosités
fraiches.

La validation du modéle PLS sur les 20 échantillons de nodosités restants a donné un R* de
0,718 et une erreur quadratique moyenne de prédiction (RMSEP) de 0,70 (Figure 23).

Au vu des résultats obtenus, les teneurs en Lb des échantillons de validation prédits par la
régression sont un peu moins bonnes que celles obtenues avec la validation croisée. Le
coefficient de détermination est de 0,72 comparé au 0,75 de celui de la validation croisée. De
plus, son erreur quadratique moyenne est aussi plus importante. Celle-ci s’explique par la
présence de deux échantillons de nodosités qui possédent des teneurs en Lb plus faibles que
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la moyenne des autres échantillons créés pour la calibration du modéle. Ces deux échantillons,
entourés en bleu sur la Figure 23, ont été ajoutés dans le modele de régression dans le but
d’obtenir un modele plus robuste pour des valeurs plus faibles que 3 mg de Lb par gramme
de nodosités fraiches. Car, en effet, peu d’échantillons issus de la calibration possédaient une
teneur inférieure a 3 mg de Lb par gramme de nodosités fraiches. La majorité des échantillons
se trouvaient dans une gamme qui variait de 3 a 6 mg de Lb.

Modeéle PLS de régression - validation

6 T T
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———  Equation de régression
5 ° Y prédit

3 8 Latent Variables
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Figure 23: Représentation des échantillons de nodosités utilisés pour la validation du modéle de régression PLS qui est
exprimée en fonction de leur valeur prédite du modele de régression et leur teneur réelle mesurée chimiquement par la
méthode de la cyanméthémoglobine. La teneur en Lb des nodosités est exprimée en mg de Lb par gramme de nodosités
fraiches.

1.2 Comparaison de la prédiction de la teneur en Lb des nodosités
séchées dans une étuve par convection et dans une étuve ventilée

1.2.1 Introduction

Les nodosités, utilisées pour de la calibration du modéle de régression PLS, ont été séchées
dans une étuve par convection a 70°C comme expliqué dans la partie « Matériel et méthode ».
Cette étuve a été utilisée par raison de facilité puisqu’elle se trouvait dans le laboratoire ou la
guantification chimique a eu lieu. Cependant, pour toutes les expérimentations réalisées en
champs, les échantillons racinaires ont été séchés dans une étuve avec ventilation a 60°C.
Cette différence de séchage semble induire des propriétés physico-chimiques qui ne sont pas
identiques. D’un point de vue visuel, les nodosités issues des 2 types de séchages différents,
et récoltées a partir d’'un méme ensemble de plantes a la méme date, semblent se différencier
au niveau de leur couleur (Figure 24). L’échantillon de nodosités séchées par convection, a
gauche sur la figure, est de couleur plus vive que I’échantillon de nodosités séchées avec
ventilation, a droite sur la figure.
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Figure 24: lllustration des nodosités séchées par convection (a gauche) et avec ventilation (a droite).
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De plus, cette variation entre les deux types de séchages a aussi permis de mettre en évidence
une différence spectrale au sein des nodosités. Le spectre moyen des nodosités issu des deux
types de séchages est représenté a la Figure 25 ci-dessous. Des différences d’absorbances sont
remarquées pour les deux types de séchages pour les longueurs d’ondes dans le spectre
proche infrarouge. L’absorbance pour les longueurs d’ondes variant de 1000 a 2000 suit une
méme tendance, mais avec une absorbance plus importante pour les nodosités séchées par
convection. Aux alentours de 2000 nm, les absorbances des longueurs d’onde ne suivent plus
exactement la méme tendance. L’absorbance des longueurs d’ondes pour le séchage par
convection reste toutefois plus importante.

D. Eylenbosch et al. (2018a) indiquait pouvoir prédire la teneur en Lb des nodosités grace a
une présélection des longueurs d’ondes qui sont les plus représentatives pour la
quantification de la Lb. Il les a ensuite utilisées dans un modele de régression linéaire multiple.
Les longueurs d’ondes identifiées étaient : 1461, 1537, 1732, 1934, 2022, 2110 and 2236 nm.

L'absorbance des longueurs d’ondes présentes aux alentours de 2000 nm semblent étre
différentes pour les deux types de séchages. Ce segment dans le proche infrarouge comprend
trois longueurs d’ondes (1934, 2022 et 2110 nm) les plus représentatives pour prédire la
teneur en Lb des nodosités selon le modeéle établi par D. Eylenbosch et al. (2018a).
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Figure 25: Représentation des spectres moyens dans le proche infrarouge pour les nodosités issues des sous échantillons des
deux types de séchages. En rouge est représenté le spectre moyen des nodosités séchées dans une étuve a convection et en
bleu le spectre moyen des nodosités séchées dans une étuve avec ventilation).

Cette différence spectrale ne semble pas permettre de prédire la Lb des nodosités de la méme
maniére. Le modeéle de régression, créé sur base des nodosités séchées par convection,
semble donc pouvoir quantifier la teneur en Lb des nodosités seulement dans certaines
conditions qu’il faudra analyser.
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L'analyse a pu étre mise en évidence grace a neuf échantillons pour lesquels des sous
échantillons avaient été séchés différemment afin d’étudier I'effet des différentes méthodes
de séchage sur les spectres PIR. Ces neufs échantillons de nodosités provenaient d’'un méme
ensemble de plantes et ont été séchés de deux facons différentes (par convection et avec
ventilation). Ce jeu de données a permis de mettre en évidence ces différences et de conclure
dans quelles conditions le modeéle de régression PLS pouvait étre utilisé de facon optimale et
le plus précisément possible. Ces différents points seront développés dans le point 1.2.2
« lllustration des résultats ».

1.2.2 lllustration des résultats

Dans 'optique d’illustrer cette différence spectrale entre les deux types d’échantillons de
nodosités séchées par convection et avec ventilation, le modeéle de régression PLS 2018 a été
utilisé pour comparer les prédictions des teneurs des nodosités, exprimées en mg de Lb par
gramme de nodosités fraiches. Une valeur labo de référence a aussi été mesurée a titre de
comparaison afin de pouvoir tirer quelques conclusions.

Il est a noter que les nodosités proviennent d’'un méme ensemble de plantes, dont seul le
séchage des nodosités différe. Leur teneur en Lb est donc supposée étre identique. Elles ont été
récoltées a trois dates différentes, a un intervalle d’une semaine lors de la floraison du pois de
printemps.

1.2.2.1 Pourcentage de nodosités prédites

La premiére constatation observée a la Figure 26 est le fait que les nodosités séchées dans
I’étuve avec ventilation ne sont pas toutes prédites avec une teneur en Lb positive par le
modele de régression PLS 2018. A contrario, les nodosités séchées par convection sont
presque toutes prédites positivement.
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Figure 26: Le pourcentage de nodosités issues des deux types d’échantillons (convection vs. ventilation) qui ont été prédites
avec une teneur en Lb positive par le modele de régression PLS 2018.

Il est attendu que la plupart les nodosités aient une teneur en Lb positive lors de la floraison
de la plante. Dans le cas des nodosités séchées par convection, 98% sont prédites avec une
teneur en Lb qui est positive par le modele de régression PLS 2018. Dans l'autre cas, les
nodosités séchées avec ventilation sont prédites positivement, en moyenne, seulement dans
63% des cas.

43



Une nette différence de quantification est aussi observable entre les deux types de séchages
puisque certaines nodosités séchées avec ventilation (a gauche sur la Figure 27 ) sont prédites
avec des teneurs en Lb qui sont nulles par le modele de régression PLS 2018 (tache gris clair
sur la Figure 27). De plus, leur teneur semble plafonner a 4 mg de Lb par gramme de nodosités
fraiches alors que les teneurs des nodosités séchées par convection varient fortement et a des
valeurs plus élevées (a droite sur la Figure 27).
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Figure 27: Illustration de la prédiction de nodosités séchées par ventilation (a gauche sur I'image) et séchées par convection
(a droite sur l'image) par le modéle de régression PLS 2018. La teneur est représentée par une échelle de couleur qui est
exprimée en mg de Lb par gramme de nodosités fraiches.

1.2.2.2 Concentration maximale de la teneur en Lb au sein d’'une nodosité

Ensuite, une analyse plus en profondeur de la quantification de la teneur en Lb des nodosités
a été réalisée sur les nodosités qui ont été prédites avec une teneur en Lb positive. La mesure
obtenue et illustrée a la Figure 28 est la teneur maximale d’'une nodosité qui a été enregistrée
parmi toutes les nodosités dans chaque échantillon.

Il est attendu que cette teneur moyenne soit élevée vu que les nodosités ont été récoltées a
la floraison de la plante, le moment ol I'activité fixatrice symbiotique de I'azote est a son pic.
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Figure 28: La teneur maximale en Lb d’une nodosité parmi toutes les nodosités présentes dans I’échantillon pour les deux
types de séchages : convection (en orange) et par ventilation (en bleu). La teneur moyenne en Lb de ces échantillons est
illustrée en rouge.

La valeur maximale prédite en Lb des nodosités séchées par convection est systématiquement
plus importante que celles séchées avec ventilation. Les valeurs obtenues pour les nodosités
séchées par convection reflétent plus la réalité du terrain. Car en effet, la valeur maximale

prédite en Lb des échantillons est plus importante que la valeur moyenne réelle obtenue par

la quantification chimique (leur valeur obtenue chimiquement est illustrée avec des triangles
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rouges a la Figure 28). Tandis que la teneur maximale prédite en Lb des nodosités séchées
avec ventilation n’atteint méme pas cette teneur moyenne réelle.

1.2.2.3 Concentration moyenne en Lb de toutes les nodosités d’'une image prédite

La mesure de la teneur moyenne en Lb de toutes les nodosités dans chaque échantillon a été
prédite pour les deux types de séchages par le modele de régression PLS 2018. Elles ont été
comparées avec leur valeur réelle, obtenue chimiquement (Figure 29).
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Figure 29: Représentation de la teneur en Lb moyenne réelle et prédite des nodosités fraiches (mg g'l) issue d'un méme
ensemble de plante pour les deux types de séchages par convection et avec ventilation.

Une nette différence est observable sur la Figure 29 entre les prédictions des teneurs en Lb
des nodosités issues des deux types de séchages pour les neuf échantillons. La teneur
moyenne prédite en Lb des nodosités séchées avec ventilation est beaucoup plus faible que
la valeur réelle obtenue lors de la quantification chimique. Tandis que les nodosités séchées
par convection sont nettement mieux prédites et se rapprochent fortement de la valeur réelle
obtenue en laboratoire.

Deuxiemement, il y a peu de variations observées dans la teneur en Lb des nodosités entre les
échantillons. Les teneurs réelles des neuf échantillons obtenus chimiquement se situent
toutes aux alentours de 5 mg de Lb par gramme de nodosités fraiches. Cependant, cette faible
variation ne permet pas de conclure sur le fait que les teneurs en Lb des nodosités séchées
par ventilation ou par convection suivent la méme courbe de tendance quand la teneur réelle
en Lb des nodosités varie.

C’est pourquoi il est désormais intéressant de regarder si les prédictions des nodosités suivent
toujours la méme tendance quand les valeurs réelles en Lb des nodosités varient. Pour
analyser cela, les nodosités récoltées pour la calibration du modéle de régression PLS 2018
ont été utilisées comme référence. Elles possédent des teneurs qui varient au cours du temps
de 3 a 6 mg de Lb par gramme de nodosités fraiches.
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1.2.3 Comparaison du modele de régression PLS 2018 et 2017

Ces échantillons de nodosités de référence récoltés a différentes dates, et de teneurs en Lb
connues, ont été prédits avec le modele de régression PLS 2018 et le modeéle de régression
PLS 2017 réalisé par D. Eylenbosch et al. (2018a). Le modéle de régression PLS 2018 est le
modele calibré pour les nodosités séchées par convection qui a été discuté ci-dessus au point
1.1 « Discussion de la validation du modéle de régression PLS 2018 ». Le modéle de régression
PLS 2017 est un modeéle crée par Damien Eylenbosch en 2017 sur des nodosités qui ont été
séchées dans une étuve ventilée. Ce modeéle a été créé pour des nodosités qui ont été séchées
dans les mémes conditions que les systéemes racinaires de pois récoltés lors des
expérimentations de ce travail de fin d’étude.

NB : Il est a noter que le modéle de régression PLS 2017 a été calibré sur des nodosités qui ont
été cultivées en serre sous un éclairage continu et des températures contrélées. Ces conditions
expérimentales sont différentes de celles rencontrées dans les expériences de ce travail de fin
d’étude.

La représentation a la Figure 30 des échantillons de références, séchés par convection, montre
les différences qui existent dans la prédiction de la teneur en Lb des nodosités pour les deux
modeles de régression PLS 2018 et 2017. Dans les prédictions réalisées avec le modele de
régression PLS 2017, les teneurs en Lb des échantillons prédits ne semblent pas varier autant
gue les échantillons prédits par le modeéle de régression PLS 2018, dont la teneur en Lb réelle
augmente au cours du temps. L'amplitude est de 3,41 pour le modéle de régression 2018 alors
gu’elle n’est que de 0,88 mg de Lb par gramme de nodosité pour le modeéle PLS de régression
2017.
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Figure 30: Représentation de la teneur moyenne en Lb des nodosités de référence, séchées par convection, qui ont été prédites
par le modéle régression PLS 2018 et le modele régression PLS 2017. La teneur en Lb réelle des nodosités mesurées
chimiquement avec la méthode de la cyanméthémoglobine (mg g'l) est aussi representée a titre de comparaison.

46



Toutefois, le modéle de régression PLS 2017 reconnait bien toutes les nodosités présentes
dans I’échantillon qui ont été séchées par convection. Il les prédit avec une teneur en Lb qui
est positive (Tableau 1). Cette interprétation peut avoir deux significations différentes pour
les nodosités séchées par convection, soit toutes les nodosités ont bien été prédites avec une
teneur en Lb dans les nodosités positive, soit le modeéle prédit systématiquement les nodosités
positivement.

Tableau 1: Pourcentage moyen des nodosités séchées par convection qui ont été prédites avec une teneur en Lb positive au
sein des échantillons de référence illustré ci-dessus a la Figure 30.

Pourcentage des nodosités séchées par convection qui

Type de modéle ris o "
P ont été prédites avec une teneur en Lb positive (%)

Modele de régression PLS 0
5018 98,88 %

Modéle de régression PLS o
5017 100,00 %

Cependant, si le modeéle PLS 2017 semble étre moins adapté pour prédire des nodosités
séchées par convection, il semble bien pouvoir prédire correctement les nodosités séchées
avec ventilation. Le modele de régression PLS 2017 permet d’identifier et quantifier les
nodosités séchées par ventilation, alors que le modele PLS 2018 ne permet pas de les
guantifier avec une teneur en Lb positive. La Figure 31 illustre cela avec une image d’un
systéme racinaire de pois qui a été séché par ventilation et prédite par les deux modéles.

Prédiction des nodosités séchées avec ventilation par le modéle PLS 2018

Figure 31: lllustration d'un systéme racinaire de pois qui a été prédit par les deux modéles de régression PLS 2018 et 2017. Les
images de gauche représentent I'identification des différentes composantes sur I'image (En bleu foncé I’arriére fond, en jaune
les racines de pois et en bleu ciel les nodosités). Les images de droite représentent les variations des teneurs en Lb des nodosités
fraiches (mg g'l) présentes sur le systéme racinaire du pois.
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Sur base des nodosités identifiées sur les images de gauche a la Figure 31, on remarque que
la quantification des nodosités séchées par ventilation par le modéle PLS 2018 lui fait défaut.
Le modele PLS 2018 n’arrive pas a prédire une teneur en Lb positive pour toutes les nodosités
identifiées, alors que le pois se trouve en pleine floraison. Les teneurs en Lb des nodosités
sont supposées étre bien actives a cette période-la. A contrario, le modeéle de régression PLS
2017 arrive a mieux quantifier les teneurs en Lb des nodosités présentes sur le systeme
racinaire séché avec ventilation. Une variation des teneurs en Lb entre les nodosités est méme
observable sur la Figure 31. Cependant la valeur maximale des nodosités prédites semble
stagner autour de 4-5 mg de Lb par gramme de nodosités fraiches et ne dépasse pas la teneur
moyenne réelle d’'une nodosité (Figure 32). Le modele de régression PLS 2017 semblerait
montrer des limites de quantification dans les prédictions des teneurs en Lb des nodosités du
pois.

Concentration maximale en Lb par nodosité
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Figure 32: Représentation de la teneur en Lb moyenne réelle et maximale prédite des nodosités fraiches (mg g'l) issue d'un
méme ensemble de plantes pour les deux types de séchages par convection et avec ventilation. Les prédictions ont été réalisées
par le modéle de régression PLS 2017.

1.3 Discussion des résultats

De maniére générale, il s’avere que le modele de régression PLS 2018 soit adapté pour prédire
la teneur en Lb des nodosités de pois qui ont été séchées par convection. Le coefficient de
détermination (R?) pour la calibration du modeéle affiche une valeur de 0,72. Ce coefficient
indique le pourcentage de la variance de la teneur en Lb des nodosités prédites qui est prise
en compte par la teneur en Lb des nodosités mesurées. Selon Saeys, Mouazen et Ramon
(2005), une valeur pour un R* comprise entre 0,66 et 0,81 indique que les prédictions
guantitatives sont alors qualifiées d’approximatives. De plus, son erreur quadratique
moyenne de 0,70 peut étre considérée comme n’étant pas trop élevée dans une approche
guantitative étant donné que le modele a été calibré pour des teneurs en Lb des nodosités
qui varient entre 3 et 7 mg par gramme de nodosités fraiches.

Le modele de régression PLS 2018 semble étre robuste pour la quantification des teneurs en
Lb des nodosités se trouvant dans une gamme qui varie de 3 a 7 mg de Lb par gramme de
nodosités fraiches. Cependant, pour des valeurs plus faibles, le carré des écarts entre leurs
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prédictions et leurs observations réelles est plus important que la moyenne du carré des
écarts des autres échantillons avec une teneur en Lb par gramme de nodosités fraiches qui
varie de 3a 7 mg de Lb.

Deuxiémement, le modeéle de régression PLS 2018 n’est pas approprié pour la quantification
des nodosités séchées par ventilation. En effet, il ne prédit pas toutes les nodosités avec une
valeur positive, alors qu’elles sont censées étre tres actives a la floraison. De plus, leur valeur
maximale stagne aux alentours de 4 mg de Lb par gramme de nodosités et leur teneur en Lb
moyenne dans les nodosités ne semble pas évoluer au cours du temps.

La différence de séchage induit des différences physico-chimiques dans les nodosités. Une
différence visuelle existe entre les deux types de séchages. Les nodosités séchées par
convection sont de couleur plus vive que les nodosités séchées par ventilation. De plus, des
différences spectrales sont aussi observées entre les deux types de séchages des nodosités et
expliqueraient donc les différences dans la prédiction des teneurs en Lb des nodosités pour
les deux modeles de régression PLS 2017 et 2018. Le type de séchage induirait-il une
dégradation de la Lb, ou juste des modifications physico-chimiques qui ne sont pas en lien
aveclalb?

Enfin, afin de pouvoir tout de méme quantifier la teneur en Lb des nodosités présentes sur les
systémes racinaires du pois, le modele de régression PLS 2017 de Damien Eylenbosch et al.
(2018a) a été analysé. Celui-ci a été calibré sur des nodosités séchées par ventilation. Comparé
au modele de régression PLS 2018, le modele de régression PLS 2017 prédit les nodosités
positivement avec des variations dans les teneurs en Lb des nodosités séchées par ventilation.
Cependant, la quantification plafonne a une teneur de 4-5 mg de Lb par gramme de nodosités
fraiches. Les mesures ne semblent donc pas étre exactes a 100 % d’un point de vue quantitatif.
Toutefois les mesures permettront tout de méme de comparer les teneurs en Lb des
échantillons racinaires qui ont été séchés par ventilation. Les nodosités prédites fournissent
de linformation semi-quantitative et qualitative qui exprime ['activité de la fixation
symbiotique au sein des nodosités.

2 Evolution de la teneur en Lb des nodosités dans le temps

2.1 L’évolution de la teneur en Lb des nodosités dans 'espace et le
temps.

Afin de déterminer I’évolution de la teneur en leghémoglobine des nodosités au cours du
temps, plusieurs systemes racinaires de la culture du pois d’hiver ont été suivis dées le mois de
février et ce jusqu’au mois de mai, peu apres leur floraison. Trois mesures ont été prédites par
le modele de régression PLS 2017 sur les nodosités du systéme racinaire de chaque plante
(Figure 33) :
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1. La teneur moyenne prédite en Lb des nodosités identifiées sur I'image
hyperspectrale ;

2. La teneur maximale et minimale en Lb prédite d’'une nodosité parmi toutes les
nodosités identifiées sur I'image hyperspectrale.

2.1.1 Lateneur moyenne en Lb (mg g™) des nodosités au cours du temps

A la sortie de I’hiver, I'activité fixatrice symbiotique moyenne de I'azote dans toutes les
nodosités d’un plant de pois s’active petit a petit (Figure 33.1). Les teneurs moyennes prédites
en Lb des nodosités ne sont significativement pas différentes pour les premiéres dates (p-
valeur < 0.001). Ensuite, I'activité symbiotique augmente brusquement et se stabilise lors de
la floraison, début mai. L'analyse de la variance met en évidence |'apparition d’un plateau
début mai a la floraison, ou les teneurs moyennes en Lb des nodosités ne sont pas
significativement différentes.

2.1.2 Lateneur moyenne minimale en Lb d’une nodosité au cours du temps

Selon I’analyse de la variance, la teneur minimale moyenne d’une nodosité observée sur le
systéme racinaire est significativement non différente pour les différentes dates qui ont été
recensées de février jusqu’au début de la floraison de la culture (Figure 33.11).
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Figure 33: L’évolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités présentes sur toute I'image acquise (1), de la teneur
minimale en Lb d'une nodosité (1) et la teneur maximale en Lb d’une nodosité au cours du temps (ll1).

2.1.3 Lateneur moyenne maximale en Lb d’une nodosité au cours du temps

La Figure 33.1ll affiche une méme tendance que la Figure 33.1 pour I'évolution de la teneur
maximale en Lb prédite des nodosités. Les teneurs maximales augmentent et sont
significativement différentes lors du développement de la culture (p-valeur < 0.001). A la
sortie de [I'hiver, les teneurs maximales sont a leurs niveaux les plus bas et non
significativement différentes pour les premiers mois. Ensuite la teneur en Lb augmente
exponentiellement pour arriver a son pic lors de floraison. La aussi, I'analyse de la variance ne
met aucune différence significative en évidence pour la teneur maximale en Lb des nodosités
aux différentes dates de floraison début mai.
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2.1.4 Discussion des résultats

De maniére générale, une augmentation de la teneur moyenne en Lb des nodosités est
observée a la sortie de I'hiver dans le cas du pois d’hiver pour arriver a son apogée a la
floraison. L'utilisation du modeéle de régression PLS 2017 n’a pas pu prédire précisément la
teneur en Lb au sein des nodosités comme il a été décrit dans le premier chapitre. Toutefois
sur base des mesures qualitatives et semi-quantitatives, la fixation symbiotique de I'azote,
exprimée par la teneur en Lb des nodosités, met un peu de temps a augmenter a la sortie de
I’hiver. Ensuite, elle commence a augmenter exponentiellement jusqu’a la floraison ou 13, elle
semble se stabiliser et stagner.

De plus, la teneur minimale en Lb des nodosités qui a été prédite au cours du temps ne semble
pas se différencier significativement au cours des semaines. La cause serait I'apparition de
nouvelles nodosités qui émergent plus tardivement sur le systéeme racinaire au cours de la
croissance végétative de la plante. Tricot et al. (1994) indiquait que I'apparition des nodosités
sur les racines latérales a I'échelle de la plante est décalée dans le temps et que les nodosités
arrivaient déja au stade « 6 feuilles » de la plante.

2.2 Comparaison de |'évolution de la teneur en leghémoglobine (Lb)
entre le pois d’hiver et de printemps avant et apres la floraison.

2.2.1 Evolution de la teneur en leghémoglobine des deux cultures de pois

La quantification chimique de la teneur en Lb des nodosités, obtenue par la méthode de la
cyanméthémoglobine, a permis de représenter I’évolution de la teneur en Lb des nodosités
pour deux différentes cultures de pois. Les pois d’hiver et de printemps ont été analysés et
comparés pendant les semaines qui précédaient et suivaient leur floraison (Figure 34).

Pois d'hiver Pois de printemps
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Figure 34: L'évolution hebdomadaire de la leghémoglobine (Lb) pour le pois d'hiver (a gauche) et le pois de printemps (a
droite) avant ou aprés la floraison.
De maniére générale, une nette augmentation de la teneur en leghémoglobine est observable
pour les deux cultures jusqu’a leur floraison. L’analyse de la variance montre qu’il existe des
différences tres hautement significatives (p-valeur < 0.001) pour les semaines qui précedent
la floraison. La teneur en leghémoglobine a ensuite tendance a se stabiliser lors de la floraison
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dans les nodosités de pois de printemps. Aucune différence significative n’est observable par
la suite au cours de la floraison jusqu’au 15 juin 2018 (stade «3 étages floriféres») (Tableau 2).
Tableau 2 : La teneur moyenne en leghémoglobine des nodosités (mg par g de nodosités fraiches) du pois d’hiver et de

printemps mesurée a plusieurs semaines d’intervalles avant et apres la floraison. Cette teneur a été obtenue chimiquement
grdce a la méthode de la cyanméthémoglobine.

Teneur en Lb des nodosités (mg g™*) obtenue chimiquement

Pois de printemps

Date Moyenne Std Moyenne Std

Semaine -3 3,57 (a) A 0,29 - - -
Semaine -2 4,52 (b) B 0,75 3,97 (a) A 0,20
Semaine -1 5,58 (c) C 0,18 4,46 (b) B 0,30
Floraison 6,23 (d) D 0,55 5,01 (c) C 0,30
Semaine +1 - - - 4,95 (c) C 0,17
Semaine +2 - - - 4,83 (c) C 0,21

2.2.2 Comparaison de la teneur en Lb au stade « début de floraison » entre les deux
cultures de pois

Dans I'analyse des deux différentes cultures de pois, certaines tendances identiques sont
observables. Premierement, la teneur maximale en Lb des nodosités s’atteint aussi bien pour
le pois d’hiver que pour le pois de printemps a la floraison (base 0) (Figure 35). De plus,
I'augmentation de la teneur en Lb des nodosités est importante dans les semaines qui
précedent la floraison de la plante.

Espece
N~ = @ Pois d'hiver @ Pois de printemps

Teneur en mg de Lb par g de nodosité
5
|
4
L}

-3 -2 -1 base 0 +1 +2

Evolution par semaine (NB: base 0 = début floraison)

Figure 35: Comparaison de I'évolution hebdomadaire de la teneur en leghémoglobine (Lb) des nodosités du pois de printemps
et d’hiver avant et aprés la floraison (semaine -1 correspond a la semaine qui précédait la floraison, semaine +1 correspond a
la semaine qui suivait la floraison).

Il est a noter qu’une différence significative entre les teneurs des deux cultures de pois (hiver
et printemps) est présente a leur floraison. Cependant, les cultures ont été cultivées dans des
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conditions expérimentales complétement différentes. L'apparition de leurs stades
phénologiques ne coincident pas non plus étant donné que l'une est une culture d’hiver
semée en novembre et I'autre une culture de printemps semée au printemps. Il serait donc
trop imprudent de tirer des conclusions sur cette différence significative entre les teneurs en
Lb des nodosités des deux cultures a la floraison.

2.2.3 Discussion des résultats

Globalement, une évolution de la teneur en Lb est observée au cours du temps pour la culture
de pois d’hiver et de printemps. Cette tendance est identique pour les deux cultures. La teneur
en Lb des nodosités augmente de facon importante lors des semaines qui précédent la
floraison. Les nodosités atteignent une teneur maximale en Lb a la floraison. Par conséquent,
I'activité fixatrice de I'azote arrive a son pic de fonctionnement a cette période-la. Ensuite,
I'activité fixatrice de I'azote semble se maintenir stable au cours de la floraison de la plante.

Silsbury (1990) remarqua aussi une évolution de I'activité fixatrice de I'azote au cours du
temps. Celle-ci augmente jusqu’au début de la floraison pour ensuite stagner et chuter au
début du remplissage des grains. L'activité fixatrice de I'azote reste importante jusqu’au
remplissage des grains, a partir duquel les besoins en azote et en carbones pour la graine
deviennent plus importants. La relocalisation de I'azote des parties végétatives vers les
organes reproducteurs et les besoins plus accrus de la graine en photosynthétat™?, issus de la
photosyntheése, seraient a I'origine de I’entrée en sénescence des nodosités et par conséquent
de la baisse de I'activité symbiotique fixatrice de I'azote.

Cette derniere phase n’a pas pu étre représentée dans les observations ci-dessus mais sera
illustrée dans les autres expériences, lors des prochains chapitres, ol une baisse de I'activité
symbiotique de I'azote est enregistrée lors du remplissage des graines du pois.

2.3 Répartition des nodosités et de leur teneur en Lb sur un systeme
racinaire complet.

2.3.1 Représentation dans le temps des nodosités et leurs teneurs en Lb

La répartition des nodosités sur le systeme racinaire des pois d’hiver apparait de maniere
échelonnée dans le temps. Elles apparaissent premiérement sur la racine principale et ensuite
sur les racines latérales de premier ordre. La Figure 36 met bien en évidence la présence de
nodosités « secondaires » qui se trouvent sur les racines latérales de premier ordre. Leur taille
est plus petite par le fait qu’elles se sont développées sur les racines latérales qui ont émergé
plus tardivement.

11 . . N . . . . L
Photosynthétat est une partie de la seve transportée dans les tiges des plantes vasculaires, il est composé d'hydrates de
carbone et d'autres sous-produits issus de la photosynthese chlorophyllienne.

53



Figure 36: Répartition des nodosités sur le systeme racinaire d'une plante de pois qui a été scannée début mai, une semaine

avant le début de floraison de la culture.
Un suivi du systeme racinaire au moyen d’un scan a permis de suivre leur développement
jusqu’au début de la floraison de la culture. Le 16 février 2018, 405 degrés-jours apreés le semis
au stade « 4 feuilles », les nodosités sur la racine principale étaient déja présentes et
développées de couleurs blanches. L'émergence des premieres nodosités « secondaires » ont
été observées sur les racines latérales de premier ordre le 12 mars 2018, au stade « 6 feuilles »,
480 degrés-jours aprés la date de semis. Les racines latérales de second ordre émergeaient
aussi au méme moment. La couleur rosatre typique de la leghémoglobine commencait aussi
a s’observer sur les nodosités primaires sur la racine principale. Ensuite, les nodosités
secondaires et primaires ont continué a se développer. Il est a noter que jusqu’au 5 mai 2018,
avant le début de floraison, les nodosités « primaires » possédaient une taille toujours plus
importante que les nodosités « secondaires » (lllustrations de quelques images scannées en
annexe).

Deuxiémement, la représentation a la Figure 37 met en évidence I'apparition progressive des
teneurs en Lb des nodosités sur le systéeme racinaire du pois grace a la présence de points
colorés. La couleur varie en fonction la teneur en Lb des nodosités. Les deux dates
représentent la sortie de I'hiver de la plante de pois au stade végétatif « 6 feuilles » et en
début de floraison.
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Figure 37: Représentation des variations de teneurs en Lb des nodosités (mg g'l) sur un systéeme racinaire de pois d'hiver
provenant de la méme parcelle lors de deux dates différentes: le 14 mars 2018 — stade 6 feuilles (d gauche) et le 3 mai 2018
- stade "début floraison" (a doite). L’échelle de couleur exprime la teneur en Lb des nodosités en mg de Lb par gramme de
nodosités fraiches.

Les différentes couleurs mettent en évidence les écarts des teneurs en Lb des nodosités. A la
sortie de I’hiver, au mois de mars, les nodosités apparaissent toutes bleu foncé sur la racine
principale de la plante. Celles-ci ne posseédent pas ou peu de Lb. De plus, les nodosités
semblent aussi se retrouver dans une méme catégorie avec des teneurs qui varient entre 0 et
3 mg de Lb par gramme de nodosités fraiches.

Par contre, a la floraison, les couleurs des nodosités sont beaucoup plus vives et variées. Elles
expriment une teneur en Lb plus importante qui varie entre 0 et 5 mg de Lb par gramme de
nodosités fraiches. Des nodosités de toutes catégories sont présentes sur la racine principale
de la plante. Les nodosités de type « secondaires » apparaissent aussi sur les racines latérales
de premier ordre de la plante. Leur couleur est plut6ét bleuatre et exprime donc une teneur en
leghémoglobine plus faible que les nodosités présentes sur la racine principale de la plante.

2.3.2 La comparaison des teneurs en Lb des nodosités primaires et secondaires
L'apparition des nodosités se fait initialement sur la racine principale et seulement plus tard
sur les racines latérales de premier ordre, comme il a été illustré dans les paragraphes
précédents. Leur apparition plus tardive s’explique par le fait que les racines latérales doivent
d’abord se développer avant d’étre infectées par les bactéries symbiotiques et donc
engendrent un retard dans leur développement au fil du temps.
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Afin d’illustrer cela, les teneurs en Lb des nodosités « primaires » présentes sur le pivot de la
plante et les teneurs en Lb des nodosités « secondaires » présentes sur les racines latérales
de la plante ont été comparées entre-elles. Les nodosités ont été classées comme nodosités
« primaires » et « secondaires » en fonction d’ou elles se situaient sur le systéeme racinaire.
Leur teneur a ensuite été mesurée chimiquement par la méthode de la cyanméthémoglobine.

Sur la Figure 38, I’évolution de la teneur en Lb de nodosités issues des racines principales et
des racines latérales a été mise en évidence. La teneur des nodosités « primaires » n’évolue
plus a partir du moment ou elle rentre en floraison. Tandis que la teneur des nodosités
présentes sur les racines latérales est légerement retardée. Celle-ci augmente encore pendant
la floraison jusqu’a arriver a un plafond comme les nodosités principales. L'analyse de la
variance montre une différence hautement significative entre les nodosités primaires et les
nodosités secondaires pour les deux premiéres dates (p-valeur < 0.001). Cependant, pour la
derniere date aucune différence significative n’est observable.
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Figure 38: Evolution de la teneur en leghémoglobine des nodosités fraiches (mg g'l) se trouvant sur la racine primaire ou sur
les racines latérales dans la culture du pois de printemps.

2.3.3 Discussion des résultats

Dans ce chapitre, il a été mis en évidence que les teneurs en Lb des nodosités varient au cours
du temps et apparaissent de maniere échelonnée sur le systéme racinaire de la plante.
L'intensité des teneurs en Lb des nodosités n’est pas identique sur tout le systéme racinaire
de la plante. De plus, les nodosités apparaissent initialement sur la racine principale de la
plante. Ensuite, durant la période de développement des nodosités « primaires », des
nodosités secondaires apparaissent aussi sur les racines latérales de premier ordre. Ces
nodosités secondaires possedent une teneur en Lb plus faible mais qui tend vite a augmenter,
jusqu’a avoir une teneur en Lb équivalente a celle des nodosités primaires. Les nodosités
« secondaires » arrivent au cours de la floraison a leur pic de production pour suppléer les
nodosités « primaires » qui devraient entrer en phase de sénescence plus rapidement que les
nodosités secondaires.
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Selon Tricot et al. (1994), les premiéres nodosités sont déja visibles a partir du stade deux
feuilles. Elles apparaissent initialement sur le pivot de la racine et émergent ensuite au stade
« 6 feuilles » sur les racines latérales au cours de la croissance végétative de la plante. De plus,
il remarqua aussi une hétérogénéité au niveau de I'dge des nodosités, qui se traduit par leur
taille et leur couleur typiquement rosatre. Crozat et al. (1991) cité par Tricot et al. (1994) a
mis en évidence une corrélation en début de floraison entre la masse des nodosités et
I’activité réductrice de I'acétyléne (ARA) qui exprime I'aptitude a fixer 'azote atmosphérique.

Celle-ci expliquerait les différentes teneurs observées entre les nodosités « primaire » sur un
systéme racinaire, étant donné que leur taille n’est pas toujours identique. Ensuite en début
de culture les nodosités « secondaires » possedent des teneurs en Lb plus faibles par le fait
gu’elles apparaissent plus tardivement. A I'approche de la floraison, les teneurs des nodosités
en Lb, exprimée en mg de Lb par gramme de nodosités fraiches, ne semblent plus se
différencier significativement. Cependant, les nodosités secondaires possédent une taille
individuelle moins importante et donc elles fixeraient moins d’azote atmosphérique au niveau
sa structure symbiotique.

3 La fixation symbiotique de 'azote chez les différentes variétés de
pois d’hiver

3.1 Introduction

Dans la parcelle « Pois d’hiver », la fixation symbiotique de I'azote a été suivie sur quatre
variétés de pois d’hiver (Gangster, Fresnel, Myster et Furious) jusqu’au début de leur floraison.
Les teneurs en Lb des nodosités, récoltées sur la racine principale de la plante et séchées par
convection ont été prédites par le modele de régression PLS 2018. Cependant, la variété
« Gangster » n’a pu étre analysée. Cette variété a été utilisée pour rendre le modeéle de
régression PLS 2018 plus robuste pour de plus faibles teneurs en Lb.

Plusieurs difficultés ont été rencontrées sur cette parcelle causant un développement non
optimal de la culture. Le suivi de la parcelle a été interrompu dés la floraison de la culture,
apres la constatation d’une densité de larves de sitones trop importante dans les nodosités
« primaires » de la plante. Les larves détruisaient le contenu des nodosités empéchant le bon
développement de la plante et le prélévement des nodosités.

3.2 Interprétation des résultats

3.2.1 Teneur en Lb moyenne d’une nodosité au cours du temps

L'analyse de la variance a montré qu’il existait une interaction trés hautement significative
entre les dates et les variétés pour les teneurs moyennes en Lb des nodosités de pois d’hiver
pour la parcelle étudiée (p-valeur < 0.001). Afin d’illustrer ces différences, la teneur en Lb des
trois variétés (Fresnel, Myster et Furious) a été analysée pour chaque date de prélévement.
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Sur la Figure 39 la teneur en Lb moyenne des nodosités pour chaque variété est illustrée pour
les deux premieres dates, qui correspondent au stade « 5 feuilles » et « 7 feuilles » de la plante.
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Figure 39: Evolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités pour les variétés (Fresnel, Myster et Furious) aux stades 5
feuilles et 7 feuilles.
Les teneurs en Lb des nodosités pour les différentes variétés ne sont pas significativement
différentes pour la date du premier prélevement, le 12 mars 2018. Ensuite, la teneur en Lb
des nodosités de chaque variété augmente trés légerement jusqu’au « stade 7 feuilles ». A ce
stade, une différence significative (p-valeur < 0.05) est observée pour la variété Furious, ou la
teneur moyenne en Lb se distingue des deux autres variétés.

Au fur et a3 mesure de I'avancement de la saison culturale de la culture, la teneur en Lb des
nodosités des variétés continue a augmenter (Figure 40).

23 avril 2018- Elongation tige 14 mai 2018 - Début floraison
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Figure 40: Evolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités pour les variétés (Fresnel, Myster et Furious) aux stades
élongation de la tige principale et en début de floraison.

Cependant, méme si la teneur moyenne en Lb des nodosités de la variété Furious est plus
élevée que les deux autres variétés Fresnel et Myster le 23 avril 2018, elle ne se différencie
toutefois plus significativement. Sa teneur a méme tendance a chuter juste avant d’arriver en
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début de floraison. Cette baisse résulte sans doute de la présence de larves sitones, qui ont
été recensées dans les nodosités au moment du prélévement. Le développement plus rapide
de I'activité symbiotique de I'azote chez la variété Furious a peut-étre da jouer un role dans
une ponte plus précoce des sitones adultes dans les nodosités « primaires ». |l aurait été
intéressant de suivre I’évolution des autres variétés par la suite pour avoir une confirmation,
puisqu’elles étaient aussi infectées.

3.2.2 Evolution de la teneur maximale en Lb des nodosités

Dans le suivi des variétés, la teneur maximale en Lb des nodosités ne semble pas se
différencier significativement, a I'exception de la derniere date pour la variété Furious. Tout
comme la teneur moyenne en Lb des nodosités, la teneur maximale en Lb des nodosités chute
brusquement (Figure 41).

12-03-2018 04-04-2018 23-04-2018 14-05-2018

3 Légende
Fresnel
Myster

Teneur maximale en mg de Lb par g de nodosité

= Furious

T
5 feuilles

T

T

7 feuilles Elongation Floraison

Stade

Figure 41: Evolution de la teneur maximale en Lb des nodosités pour les trois variétés (Fresnel, Myster et Furious) pour les
différentes dates.
En regardant I'évolution des teneurs maximales moyennes en Lb des nodosités pour les
différentes variétés aux différentes dates, on remarque que la variété Fresnel posséde une
teneur un peu plus élevée le 4 avril 2018, au stade « 7 feuilles ». Cette variété est caractérisée
comme ayant une floraison précoce et entre donc quelques jours plus tot en floraison que les
autres variétés. A contrario, la variété Myster, caractérisée avec une floraison demi-tardive,
possede une teneur maximale en Lb qui met un peu plus de temps a augmenter. La variété
Furious, avec une floraison semi-précoce, se retrouve entre les deux variétés Myster et
Fresnel.

A l'approche de la floraison, les teneurs en Lb des nodosités atteignent des valeurs qui varient
entre 4 et 7 mg de Lb par gramme de nodosités fraiches. La présence de sitones dans les
nodosités a d{ jouer un role sur la valeur qui a été obtenue, il est donc difficile de tirer une
conclusion pour la valeur maximale en Lb des nodosités a la floraison.
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3.2.3 Evolution du nombre de nodosités dans les premiers centimetres du sol sur le
systéme racinaire de différentes variétés

La seconde observation qui a été enregistrée dans la parcelle « pois d’hiver » est le nombre
de nodosités « primaires » présentes sur la racine principale dans les 15-20 premiers
centimetres du sol.

Un comptage des nodosités a été réalisé sur les dix premiers centimétres de la racine et
ensuite sur le reste de la racine. Etant donné que la longueur racinaire des nodosités variait
lors de chaque prélévement, il a été plus judicieux d’exprimer le nombre de nodosités par
centimetre de racine extraite du sol.

Dans le Tableau 3 ci-dessous, la densité de nodosités présente sur chaque centimeétre racinaire
n’évolue pas significativement au cours du temps a I'exception de la premiére date. Cette
exception s’explique par une différence d’échantillonnage. Lors des premiers prélevements,
le matériel utilisé en début d’expérience ne permettait pas de mesurer des longueurs
racinaires qui excédaient 15 cm. Alors que, par la suite, les longueurs racinaires mesurées
allaient jusqu’a 20 cm, et parfois méme 25 cm.

A la derniere date, une légére diminution est observée. Elle est le reflet de I'apparition des
larves de sitones dans les nodosités qui les détruisaient et induisait donc des erreurs de
comptages.

Tableau 3: Evolution du nombre de nodosités par cm de racine pour les quatre variétés (Fresnel, Myster et Furious) jusqu'a

leur floraison.
Nombre de nodosités moyen par cm de racine

Variétés
Dates 1- Fresnel 2 - Myster 3 - Furious
12-03-18 3.235 B 2.250 B 1.757 B
04-04-18 2.407 A 2.078 A 1.373 A
23-04-18 2.578 A 1.888 A 1.496 A
14-05-18 2.672 A 1.9073 A 1.206 A

L’analyse de la variance a montré une différence trés hautement significative (p-valeur <
0.001) entre la densité de nodosités « primaires », présentes sur les 10 premiers cm du sol, et
la densité de nodosités présentes dans I’horizon qui suit, de 10 a 25 cm. La densité moyenne
des nodosités par cm de racine dans les 10 premiers centimétres du sol était 2 fois plus
importante que la densité de nodosités dans I’horizon plus bas, de 10 a 25 cm (Tableau 4).
Ceci expliquerait donc pourquoi la densité de nodosités par cm de racine fut plus importante
pour la premiére date. La densité de nodosités, plus importante dans les premiers centimétres
de I’horizon, a donc induit un biais dans la moyenne finale de la premiere date, ou le systéme
racinaire n’excédait pas les 15 cm.
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Tableau 4: Comparaison de la densité de nodosités par cm de racine pour deux horizons dans le sol. L'horizon 1 constitue les
dix premiers cm du sol et I'horizon 2 les cm restant de la racine qui peut mesurer 25 cm maximum.

La densité de nodosités présente dans les différents

horizons de sol

Horizons | Densité moyenne de nodosités par cm de racine (nbr/cm) Std
Horizon 1:
2.07 A 0.76
0-10 cm
Horizon 2 :
0.97 B 0.78
11-25cm

Cependant, si la densité de nodosités par cm de racine n’évolue pas au cours du temps, des
différences entre variétés sont toutefois observables a la Figure 42 ci-dessous.

Nombre de nodosités par cm de racine de pois

Nombre de nosodités par cm de racine
3
]

o
A
A
'
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_
T

Fresnel Myster Furious

Varietes

Figure 42: La densité de nodosités par centimétre de racine pour les différentes variétés sur I'entiereté du systeme racinaire.

L’analyse de la variance met en évidence des différences trés hautement significatives (p-
valeur < 0.001) entre les densités de nodosités par centimétre de racine pour les différentes
variétés. La variété Fresnel possede la densité de nodosités la plus importante avec 2,73
nodosités par cm de racine. Elle est suivie par la variété Myster avec 2,02 nodosités par cm
racinaire. Ensuite, en bas du classement se trouve la variété Furious avec respectivement une
densité de nodosités par cm de racine de 1,46.

3.3 Discussion des résultats

Globalement, il a été mis en évidence dans ce chapitre que les teneurs en Lb des nodosités
« primaires » ne se différencient pas de maniere hautement significative entre les différentes
variétés. A I'exception de la variété Furious qui est une variété caractérisée par une floraison
précoce, la teneur moyenne en Lb dans les autres variétés semble étre identique. La teneur
maximale en Lb des nodosités ne se différencie pas non plus significativement. Cependant,
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I'observation des sitones au moment de la floraison a sans aucun doute d{ induire une
perturbation dans la teneur des Lb qui empéche de tirer des conclusions claires sur I’activité
fixatrice de I'azote entre les variétés lors de la floraison.

Par ailleurs, le nombre de nodosités présentes sur le systeme racinaire n’est pas identique
pour toutes les variétés. La variété Fresnel sort du lot et posséde une densité de nodosités par
centimetre de racine la plus importante. Elle est suivie par la variété Myster, qui se distingue
elle-méme de la variété Furious. Selon Tricot et al. (1994), le nombre de nodosités présentes
sur la racine principale est déterminé, et celles-ci sont alimentées par les réserves de la graine
en début de croissance du systéme racinaire. Les nodosités se développent avant que la plante
ne rentre en autotrophie. Cependant, lors du passage de la plante de I'hétérotrophie a
I'autotrophie, la vitesse d’élongation racinaire est diminuée et se traduit par une baisse
d’apparition de nodosités sur ce segment racinaire. Ceci permet d’expliquer pourquoi la
densité de nodosités par cm de racines serait plus élevée pour le premier horizon (0 a 10 cm)
que le second horizon (10 a 25 cm).

Il a été démontré que la teneur moyenne en Lb des nodosités, exprimée en mg de Lb par
gramme de nodosités fraiches, est globalement significativement identique au sein des
différentes variétés au cours de leur développement. L’activité fixatrice de I'azote est donc
considérée comme étant identique au niveau des nodosités des différentes variétés.
Cependant, la densité de nodosités par cm de racine est plus élevée pour les variétés Fresnel
et Myster. Ces variétés permettent donc de fixer plus d’azote a I'échelle de la plante pour les
nodosités « primaires », pour autant que leurs masses soient identiques. Car Crozat et al.
(1991), cité par Tricot et al. (1994), a mis en évidence une corrélation a la floraison de la culture
entre la masse des nodosités et |'activité réductrice de I'acétyléne (ARA) qui exprime I'aptitude
a fixer I'azote atmosphérique. Donc plus la masse d’une nodosité est importante, au plus sa
capacité a fixer de I'azote sera importante a I'échelle de la nodosité. Pour conclure, la fixation
symbiotique de I'azote atmosphérique semblerait étre plus importante pour la variété Fresnel
dans les nodosités primaires.

Il est a noter que seules les nodosités primaires ont été analysées et donc aucune conclusion
ne peut étre faite sur les nodosités secondaires.

Remarque générale :

Dans les prochains chapitres, les teneurs en Lb des nodosités ont été prédites par le modéle de
régression PLS 2017 établi par D. Eylenbosch et al. (2018a). Ce modéle a été introduit dans le
premier chapitre. Il a été construit et calibré sur base de nodosités, séchées par ventilation, qui
ont été cultivées dans des conditions expérimentales sous serres, différentes de celles
rencontrées en champs. Cependant, ce modéle a tout de méme été utilisé pour prédire les
nodosités récoltées qui ont été séchées dans de mémes conditions que les racines récoltées
aux cours des expériences. Les teneurs prédites offrent donc une mesure qui est qualitative et
semi-quantitative.
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4 La fixation symbiotique de I'azote de la culture de pois en
association avec du froment

4.1 Introduction

Dans la deuxieme expérience, I'activité fixatrice symbiotique de I’'azote a été analysée entre
une culture en association de pois et de froment et une culture de pois pure. Les deux cultures
ont été semées le 15 novembre 2017.

Trois prélevements ont été réalisés lors de la période culturale :
1. Peuavant la floraison de la culture du pois et au stade BBCH 31 du froment ;
2. En cours de floraison de la culture du pois et au stade BBCH 39 du froment ;
3. Etalafin duremplissage de la culture du pois et au stade BBCH 73 du froment.

Les teneurs en Lb des nodosités séchées par ventilation ont été prédites avec le modéle de
régression PLS 2017, qui a été décrit dans le chapitre 1.

4.2 Interprétation des résultats

4.2.1 Teneur moyenne en Lb des nodosités

Concernant la teneur en Lb moyenne des nodosités pour les deux types de cultures, I'analyse
de la variance met en évidence des différences significatives pour les différentes dates de
prélevements. La teneur maximale pour les deux types de cultures a été enregistrée le 21 mai
2018, lors de la floraison. L'analyse de la variance ne différencie cependant pas
significativement la teneur moyenne en Lb des nodosités entre les deux types de cultures (pois
association et pois pur) pour les deux premiéres dates de prélevements. Par contre, lors du
dernier préléevement une différence significative (p-valeur < 0.05) est toutefois observable
entre la culture en association et la culture de pois pure (Figure 43). La teneur en Lb des
nodosités de la culture en association est significativement plus élevée.

05 mai 2018 - Entrée floraison 21 mai 2018 - Pleine floraison 19 juin 2018 - Fin de remplissage

3.0 4 A 3.0 A 3.0 -
A
- A - A
' 1
— —_ S
25 ! ! 25 ! ! 25 .
! 1
!
! B
20 20 " 20 I
]
Il 1 1 ?
' | -
—r |

Teneur moyenne en Lb des nodosités (g Lbig de nodostés fraiches)

T T T T T T
Froment-Pois  Pois pure Froment-Pois  Pois pure Froment-Pois  Pois pure

Type de culture

Figure 43: Evolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités de deux types de cultures (pois en association avec du
froment et en culture pure) au cours de leur floraison jusqu’a la fin de remplissage des graines.
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4.2.2 Teneur maximale en Lb des nodosités

Concernant la teneur moyenne maximale prédite en Lb des nodosités, aucune différence
significative n’est mise en évidence pour les deux types de cultures aux différentes dates.
Cependant, lors du remplissage des graines, la teneur maximale des nodosités diminue. Les
nodosités semblent étre entrées dans leur phase de sénescence (p-valeur< 0.001) (Tableau 5).

Tableau 5: Teneurs maximales prédites en Lb des nodosités pour les deux types de cultures (pois en association & pois pur)
pour les différentes dates de prélevements.

Teneur MAXIMALE moyenne en Lb d’une nodosité fraiche prédite (mg g™)

02-05-18
Entrée en floraison

21-05-18 19-05-18
Pleine floraison Fin de remplissage

Moyenne

Moyenne Std Moyenne Std
2.803

Pois association

Pois pure

4.2.3 Teneur minimale en Lb des nodosités

Selon I'analyse de la variance, la teneur moyenne minimale prédite en Lb des nodosités
présente des différences hautement significatives entre les deux types de cultures. Le Tableau
6 ci-dessous met ces différences en évidence avec I'appui des valeurs calculées du premier
qguantile (Q1) et du troisieme quantile (Q3). Les teneurs minimales prédites en Lb des
nodosités ont tendance a varier fortement au sein des prélévements a une date donnée, mais
elles restent néanmoins plus importantes pour les cultures en association.

Tableau 6: Teneurs minimales prédites en Lb des nodosités pour les deux types de cultures (pois en association & pois purs)
pour les différentes dates de prélevements.

Teneur MINIMALE moyenne en Lb des nodosités fraiches prédites (mg g™)

02-05-18

21-05-18 19-06-18

Pois association

Pois pure

4.2.4 Biomasse aérienne et évolution du nombre de nodosités au cours du temps.
Dans les parcelles de pois en association et de pois pur, le poids moyen de chaque plante de
pois, issu des deux types de culture, ne se différencie pas significativement lors de chaque
prélevement (p-valeur = 0.17).

Le nombre de nodosités prédites par le modéle de régression PLS 2017 diminue pour les deux
types de cultures significativement entre les dates de prélévement (p-valeur < 0.05).
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4.3 Discussion des résultats

Dans ce chapitre il a été mis en évidence que la teneur moyenne et maximale en Lb des
nodosités des deux types de cultures est a son maximum lors de la floraison de la culture. Ces
teneurs ne se différencient pas pour les deux types de cultures a cette période-la. Cependant,
a I'approche de la fin du remplissage du grain de pois apreés la floraison, la plante de pois en
association possede une teneur en Lb qui se différencie significativement de la culture de pois
pure. De plus, les teneurs minimales en Lb des nodosités des pois en association sont aussi
systématiquement plus importantes que celles obtenues dans la culture de pois pure.

Selon Naudin (2010), la compétition interspécifique qui existe entre la céréale et le pois dans
une culture en association, force la légumineuse a couvrir ses besoins d’azote principalement
par la fixation symbiotique. Dans I'expérience ci-présente, la teneur moyenne et maximale en
Lb des nodosités ne semble pas se différencier significativement pour la culture de pois pure
et en association lors de la floraison. Néanmoins, au stade « fin de remplissage des graines du
pois », la teneur moyenne en Lb des nodosités est significativement plus importante que celles
des pois en culture pure. Méme si les nodosités des pois pour les deux types cultures sont déja
entrées dans leur phase de sénescence, il semblerait qu’elles restent actives plus longtemps
dans le cas du pois en association. De plus, la culture de pois en association est aussi entrée
en fleurs quelques jours plus tot que la culture de pois pure et renforcerait donc ces propos.
Deuxiemement, la teneur minimale des nodosités semble étre plus importante pour les
nodosités des pois en association tout au long de la floraison du pois jusqu’a la fin du
remplissage des graines de pois.

Il est aussi a remarquer que le froment se trouve au stade BBCH 73 « stade laiteux » lors de la
derniere date de prélevement. A ce moment, les nodosités du pois sont déja entrées en phase
de sénescence car une diminution de la teneur en Lb est observée. De plus, une diminution
des nodosités est observée entre les différentes dates. L’apparition de larves de sitones dans
les nodosités dés la floraison ont détruit un nombre non négligeable de nodosités présentes
essentiellement sur la racine principale de la plante de pois en association. Ces phénomeénes
peuvent laisser sous-entendre que des transferts d’azote entre les deux espéces de plantes
pourraient étre possible.

Il est effectivement difficile de pouvoir tirer une conclusion générale de ces résultats. Mais il
semblerait que la culture en association aurait la capacité de pouvoir fixer I'azote sur une
durée plus importante qu’une culture de pois pure. Il est a noter que I'année s’est aussi
déroulée dans des conditions climatiques plus chaudes que la normale et que les
précipitations en eau étaient tres faibles dans la région de Gembloux. Le froment qui joue un
role dans la compétition de I'azote en association, a surement eu un effet bénéfique sur un
développement plus tardif de la culture de pois.
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5 La fixation symbiotique de 'azote chez les différentes variétés de
pois de printemps

5.1 Introduction

Dans la parcelle « Pois de printemps — Variété », la fixation symbiotique de I'azote a été suivie
sur trois variétés de pois de printemps (Angelus, Safran et Tiberius) depuis leur entrée en
floraison jusqu’a la fin de la floraison/remplissage des graines. Les teneurs en Lb des
nodosités, séchées par ventilation, ont été prédites par le modele de régression PLS 2017, qui
a été décrit dans le chapitre 1 plus haut.

Il est a noter que les différentes parcelles de chaque variété ne se trouvaient pas dans un
dispositif expérimental qui les répartissait aléatoirement. Les parcelles de chaque variété se
trouvaient les unes a c6tés des autres sans prendre en compte I'hétérogénéité du sol du
dispositif expérimental (voir Figure 12 a la page 29). De plus, des sitones furent aussi observés
dans ces parcelles.

5.2 Interprétation des résultats

5.2.1 Lateneur en Lb des nodosités dans les différents horizons du sol

Les teneurs moyennes en Lb des nodosités ont été analysées dans des tranches d’horizons de
5 cm, qui descendent jusqu’a 15 cm dans le sol. Lors du premier prélevement, les nodosités
dans les différents horizons possédaient des teneurs en Lb qui étaient significativement
différentes (p-valeur < 0.01). L’horizon 1 (0 - 5 cm) contenait une teneur en Lb dans ses
nodosités qui était la plus faible, alors que I’horizon 3 (10 - 15cm) possédait une teneur plus
importante. Lors du deuxieme préléevement a la fin de la floraison, aucune différence
significative n’était plus présente dans les différents horizons (Tableau 7).

Tableau 7: Teneurs moyennes en Lb des nodosités dans les différents horizons du sol pour les trois variétés de pois de
printemps. Deux mesures ont été réalisées: en début et en fin de floraison.

Teneur moyenne en Lb des nodosités fraiches prédites (mg g*) ‘

Date
31-05-18 : Début floraison 20-06-18 : Fin floraison
Horizon Moyenne Std Moyenne Std
Horizon 1: 0-5 cm 1.70 A 0.24 1.66 A 0.30
Horizon 2 : 5-10 cm 1.83 A,B 0.39 1.68 A 0.33
Horizon 3 : 10-15 cm 1.93 B 0.29 1.62 A 0.45

5.2.2 Teneur moyenne en Lb des nodosités

Concernant la teneur moyenne en Lb des nodosités, celle-ci diminue au cours de la floraison
pour les variétés de Safran et Tiberius. L'analyse de la variance met en évidence des
différences hautement significatives (p-valeur < 0.01) pour les deux prélevements. Cependant
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la teneur en Lb des nodosités a tendance a rester stable pour la variété Angelus, pour laquelle
aucune différence significative n’a été mise en évidence entre I'entrée et la fin de la floraison.

Tableau 8: Teneurs moyennes en Lb des nodosités des trois variétés (Angelus, Safran et Tiberius) a leur entrée en floraison
(30-05-2018) jusqu'a la fin de leur floraison (20-06-2018).

Teneur moyenne en Lb des nodosités fraiches prédites (mg g™)

Variétés
Date Angelus Safran Tiberius
31-05-18 A
20-06-18 1.788 A 1.686 B 1.4586 B

Des différences entre les variétés pour les teneurs moyennes en Lb des nodosités ont été
observées pour la premiére date de prélevement en début de floraison. L’analyse de la
variance indique que la variété Safran possede une teneur qui est trés hautement
significativement différente (p-valeur < 0.001) que les autres variétés Angelus et Tiberius en
début de floraison (Figure 44). Cependant a la fin de la floraison plus aucune différence n’est
observable entre les variétés Angelus et Safran. Tiberius posséde toujours une teneur en Lb
dans ses nodosités qui est significativement plus faible que les deux autres variétés (p-valeur
<0.01).
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Figure 44: Evolution de la teneur moyenne en Lb des nodosités au cours de leur floraison pour les différentes variétes
(Angelus, Safran, Tiberius).
5.2.3 Teneur maximale en Lb des nodosités
La teneur maximale en Lb des nodosités des différentes variétés montre des différences pour
les trois variétés en début de floraison. La variété Safran posséde une teneur maximale en Lb
dans ses nodosités qui est significativement plus importante que les deux autres variétés
Angelus et Tiberius (p-valeur < 0.01). A la fin de la floraison, I’analyse de la variance ne met
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plus aucune différence en évidence pour la teneur maximale en Lb des nodosités issues des
différentes variétés (p-valeur = 0.24). L’écart-type pour la derniére date a tendance a
augmenter et indique donc une plus grande dispersion entre les teneurs maximales en Lb des
nodosités en phase de sénescence.

Tableau 9: Teneurs maximales en Lb des nodosités de trois variétés (Angelus, Safran et Tiberius) a leur entrée en floraison (30-
05-2018) jusqu'a la fin de leur floraison (20-06-2018).

Teneur MAXIMALE en Lb des nodosités fraiches prédites (mg g™)

Date
31-05-18 20-06-18
Variétés Moyenne Std Moyenne Std
Angelus 3.12 A 0.55 3.01 A 0.64
Safran A
Tiberius 3.08 A 0.65 2.76 A 1.00

5.2.4 Biomasse aérienne

La biomasse aérienne, exprimée en gramme par plante est illustrée a la Figure 45 ci-dessous
pour les deux différentes dates de prélevement.

Biomasse aérienne exprimée en gramme par plant

_—
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A== A
U — ———
T T
Debut de floraison (31-05-2018) Fin de floraison (20-06-2018 )

Poids moyen d'un plant exprimée en gramme de MS
»
|
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Figure 45: Poids moyen d'une plante de pois, exprimée en gramme de matiére séche. Les mesures ont été enregistrées en
début et fin de la floraison pour les variétés Angelus, Safran et Tiberius.
Méme si la biomasse par plant des variétés n’est pas significativement différente pour les deux
prélevements, la variété Safran semble toutefois sortir du lot. En début de floraison I'analyse
de la variance met en évidence une différence significative pour le poids par plante de la
variété Safran, exprimée en gramme de matiére séche (p-valeur < 0.05). A la fin de floraison
aucune différence significative n’a par contre été mise en évidence (p-valeur = 0.052).
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Lors du dernier prélevement, les trois variétés ne possédaient pas un méme nombre d’étages
de gousses moyen a la fin de la floraison. La variété Safran était la plus garnie avec en moyenne
7 étages de gousses par plant. Elle était ensuite suivie par la variété Angelus qui possédait en
moyenne 6 étages de gousses par plant. Enfin, 4 étages de gousses en moyenne furent
retrouvés sur la variété Tiberius lors du dernier prélévement.

5.3 Discussion des résultats

Globalement, dans ce chapitre, il a été mis en évidence que des différences significatives
existent pour la fixation symbiotique de I’azote entre les variétés de pois de printemps pour
les deux moments clés de la culture qui ont été analysés.

La variété Safran, qui est caractérisée par une floraison précoce, semble contenir une teneur
moyenne et maximale en Lb plus importante dans ses nodosités que les variétés Tiberius et
Angelus a I'approche de la floraison. Toutefois les variétés Angelus et Tiberius n’étaient pas
encore en fleur lors du prélevement, alors que la variété Safran avait déja ses premieres fleurs
gui émergeaient. Selon Munier-Jolain et al., 2005, 'augmentation de la vitesse de fixation des
nodosités dépend de la disponibilité du carbone, issu de la photosynthése, vers les racines
pour le développement des nodosités. Par conséquent, le retard de croissance observé chez
les variétés caractérisées par une floraison tardive expliquerait la plus faible teneur en Lb
obtenue pour les nodosités des variétés Angelus et Tiberius, par rapport a la variété Safran,
caractérisée par une floraison précoce. Cependant, a I'approche du stade ou les derniers
étages floriferes émergeaient, pour les variétés Angelus et Safran, aucune différence ne
pouvait étre mise en évidence dans les teneurs en Lb des nodosités. Par contre, la variété
Tiberius contenait une teneur en Lb dans ses nodosités qui est significativement plus faible.

Il semblerait donc que les teneurs en Lb des nodosités des différentes variétés soient plutot
liées au stade d’avancement de la plante en début de culture.

Un autre point mis en évidence dans ce chapitre est une teneur en Lb des nodosités qui varie
avec la profondeur du sol. Les nodosités présentes dans les horizons les moins profonds
possedent une teneur en Lb qui est plus faible que les horizons les plus profonds a I'approche
de la floraison. Deux hypothéses expliqueraient ce phénoméne. La premiére serait liée a la
présence de sitones dans les premiers horizons. Ceux-ci ont un impact non négligeable sur le
fonctionnement des nodosités. Deuxiéemement, il a été démontré dans le chapitre 2 que des
nodosités « secondaires » apparaissent plus tard sur le systéme végétatif de la plante et
pourraient donc induire des différences dans la teneur moyenne en Lb des nodosités.
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6 La fixation symbiotique de lazote pour différentes
fumures appliquées a une culture de pois de printemps

6.1 Introduction

Dans la derniére expérience, des applications de fumures en molybdéne et en phosphore ont
été appliquées dans la parcelle « Pois de printemps — Fumure » afin d’analyser la fixation
symbiotique de I'azote dans les pois de printemps de la variété REBEL. Trois modalités de
fumures ont été comparées a une modalité témoin pour laquelle aucune application n’a eu
lieu.

Deux prélévements ont été réalisés : un a la floraison le 30 mai 2018, une semaine aprées
I’application des fumures, le second a la fin de la floraison le 21 juin 2018.

Les teneurs en Lb des nodosités ont été prédites avec le modele de régression PLS 2017 qui a
été discuté dans le premier chapitre.

6.2 Interprétation des résultats

6.2.1 Lateneur en Lb des nodosités dans les différents horizons du sol

Tout comme dans le chapitre précédent, la teneur moyenne en Lb dans les différents horizons
de sol a été analysée. Une méme tendance est retrouvée. Le premier horizon posséde une
teneur en Lb qui est plus faible significativement que I’horizon 3, dix centimetres plus bas. De
plus, cette tendance est retrouvée pour les deux dates de prélévement en début de floraison
et a la fin de floraison (Tableau 10).

Tableau 10: Teneurs moyennes en Lb des nodosités dans les différents horizons du sol pour la variété REBEL. Deux mesures
ont été réalisées: en début et en fin de floraison.

Teneur moyenne en Lb des nodosités fraiches prédites (mg g™)

Date
30-05-18 : Début floraison 21-06-18 : Fin floraison
Horizon Moyenne Std Moyenne Std
Horizon 1 : 0-5 cm 1.83 A 0.27 1.72 A 0.27
Horizon 2 : 5-10 cm 1.96 A,B 0.28 1.77 A,B 0.30
Horizon 3 : 10-15 cm 2.05 B 0.36 1.90 B 0.37
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6.2.2 Teneur moyenne en Lb des nodosités

Au sein des différentes modalités de fumures, aucune différence significative entre les
modalités n’a pu étre mis en évidence pour les teneurs en Lb des nodosités lors du premier
prélevement en début de floraison (p-valeur = 0.08). Cependant, méme si aucune différence
significative n’est observable, les modalités semblent contenir une teneur en Lb plus
importante que le témoin lors du premier prélevement en début de floraison, a I'exception de
la modalité fumure associée (molybdéne + phosphore) (Tableau 11).

A la fin de la floraison, la teneur en Lb des nodosités de la modalité témoin est
significativement différente des modalités de fumure de phosphore et de la fumure associée
(p-valeur < 0.05). Cependant, elle est statistiquement non différente de la fumure du
molybdéne.

Tableau 11: Représentation de la teneur en Lb moyenne des nodosités pour les différentes modalités de fumure et la modalité
témoin pour les deux dates de prélevements.

Teneur moyenne en Lb des nodosités fraiches prédites (mg g™)

Date
30-05-18 : Début floraison 21-06-18 : Fin floraison
Modalité de fumure Moyenne Std Moyenne Std
Application molybdene
. . 1. A,B .
(210g/ha) 2.06 A 0.31 86 , 0.30
Application phosphore
(50kg/ha)
Application molybdene +
phosphore
Témoin

6.2.3 Teneur maximale en Lb des nodosités

Résultats similaires pour les teneurs maximales en Lb des nodosités prédites, celles-ci ne sont
pas significativement différentes pour la premiere date de prélevement entre les différentes
modalités de fumures et leur témoin. Cependant, les nodosités pour lesquelles une
application de molybdéne ou de phosphore a eu lieu, possédent une teneur en Lb qui est plus
importante que celle du témoin.

Lors du deuxiéme prélévement en fin de floraison, les teneurs en Lb des nodosités des
modalités de fumure « phosphore » et « molybdéne » ne se différencient pas significativement
de la teneur en Lb des nodosités de la modalité témoin. Cependant une différence significative
existe entre la modalité témoin et la modalité des fumures molybdéne et phosphore.



Tableau 12: Représentation de la teneur en Lb moyenne des nodosités pour les différentes modalités de fumure et la modalité
témoin pour les deux dates de préléevements.

Teneur maximale en Lb des nodosités fraiches prédites (mg g™)

30-05-18 : Début floraison 21-06-18 : Fin floraison
Moyenne Std Moyenne Std

Application molybdéne
(210g/ha)

Application phosphore
(50kg/ha)
Application molybdéne
+ phosphore

3.51 AB | 0.30

Témoin

6.2.4 Biomasse aérienne et mesure du pH

Aucune différence significative n’est mise en évidence par I'analyse de la variance pour la
biomasse aérienne de chaque plant moyen entre les différentes modalités de fumures (p-
valeur = 0.95).

Une mesure qualitative du pH du sol a été mesurée sur la parcelle en fin d’expérience. Elle
caractérise le sol comme étant neutre. Une illustration de deux des cing mesures réalisées
est représentée a la Figure 46.
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Figure 46: Illustration de deux mesures de pH qui ont été réalisées sur la parcelle "Pois de printemps - fumure" en fin
d'expérience.
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6.3 Discussion des résultats

Sur base des observations de ce chapitre, aucune différence significative entre les teneurs en
Lb des nodosités n’a été observée pour les différentes modalités de fumures et la modalité
témoin.

Les conditions climatiques et leurs faibles précipitations durant la culture n’ont pas permis au
phosphore de migrer dans le sol comme espéré. De plus, le pH neutre du sol n’a pas ou trés
peu permis de solubiliser le phosphore naturel qui a été appliqué sur la parcelle. Les chances
sont donc minimes qu’il ait pu étre assimilé par la plante et interagir au niveau de la fixation
symbiotique de 'azote. De plus, aucune différence significative au niveau de la teneur en Lb
des nodosités n’est remarquée. Cet amendement aurait d étre appliqué en incorporation
lors de la préparation du sol en pour permettre une assimilation par la plante.

Le molybdéne, dont la teneur normale du sol se situe entre 0.5 et 5 ppm, se répartit en
plusieurs pools dans le sol. Il est soit déja présent dans la solution du sol, soit adsorbé sur les
différentes composantes du sol. Cependant, quand le pH du sol augmente, son adsorption
diminue et est méme absente a un pH de 8 (Destain, 2015). Un pH entre 6 et 7, comme il a
été mesuré qualitativement sur la parcelle, ne mettait donc initialement aucune carence de
molybdéne en évidence. L’application foliaire de molybdéne au niveau de leur feuillage une
semaine avant leur floraison, n’a pas permis de mettre en évidence une teneur en Lb des
nodosités plus élevée pour ces modalités de fumures. Il est a noter qu’une tendance positive
est observée tout de méme pour les 2 fumures de molybdéne (seules et en association) a la
premiére date de prélévement. Une mesure de la concentration de la teneur en molybdéne
au niveau de la plante ou au niveau des nodosités permettrait de mettre en évidence une
assimilation variable entre les modalités au niveau de la plante.
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V. Conclusions et perspectives

L’objectif de ce travail consiste a évaluer 'activité fixatrice de I'azote au sein des nodosités de
pois protéagineux par imagerie hyperspectrale. Deux axes de conduite ont été établis afin de
répondre a ces attentes. Le premier vise a établir les conditions qui permettent de mesurer
par imagerie hyperspectrale la teneur en leghémoglobine, une molécule indicatrice de la
fixation symbiotique de I'azote, au sein de ces nodosités. Le second axe permet d’évaluer
I'activité fixatrice de I’'azote dans les nodosités de la culture de pois protéagineux (Pisum
sativum L.) qui a été conduite selon plusieurs mode de cultures.

Concernant le premier axe, il a été mis en évidence que le séchage des nodosités est une étape
cruciale dans la préparation des échantillons avant d’acquérir leurs images hyperspectrales.
Le type de séchage induit des propriétés physico-chimiques différentes au sein des nodosités
qui ne permettent pas de prédire la teneur en Lb dans les nodosités de maniere identique.
C’est pourquoi il serait intéressant de regarder dans quelle mesure le type de séchage soit le
plus approprié afin de quantifier la leghémoglobine le plus précisément possible dans les
nodosités.

Néanmoins, les deux types de séchage, qui ont été étudiés, permettent tout de méme de
guantifier la teneur en Lb des nodosités par I'imagerie hyperspectrale, pour autant que le
modele de prédiction soit bien calibré au préalable. Car en effet, il est tout aussi essentiel de
calibrer le modeéle de prédiction pour une gamme dans laquelle les teneurs peuvent étre
prédites. Pour le modeéle de régression PLS 2018 qui a été discuté dans ce travail, il s’avere
gu’il soit adapté a prédire les teneurs en Lb des nodosités, séchées par convection a 60°C
pendant 24 heures, allant de 3 et 7 mg de Lb par gramme de nodosités fraiches.

La valeur obtenue de 0,72 pour le coefficient de détermination (R?) a I'issue de la calibration
du modele de régression PLS 2018 permet de prédire les teneurs en Lb de nodosités de facon
approximatives selon Saeys, Mouazen et Ramon (2005). Ceci permet donc d’avoir une bonne
approche sur I'activité fixatrice de I'azote chez les nodosités du pois protéagineux.

Sur base d’un modele de régression PLS préalablement calibré pour prédire la teneur en Lb
des nodosités, I'imagerie hyperspectrale offre la possibilité de quantifier rapidement et de
maniére non-destructive la teneur en Lb au sein des nodosités dans I’espace et dans le temps.
Il a été mis en évidence que la teneur en leghémoglobine différe au sein de ses nodosités en
fonction de sa position sur le systeme racinaire et de sa taille. De plus, I'imagerie
hyperspectrale permet aussi de caractériser I'activité fixatrice de I’azote, a un moment donné,
dans les nodosités indéterminées du pois protéagineux dont la teneur en Lb évolue au cours
du temps.

Dans le deuxiéme axe, I'activité fixatrice de I'azote a été évaluée dans les nodosités issues de
différentes cultures de pois (en culture pure d’hiver, de printemps et en association) sur base
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de la teneur en Lb des nodosités prédite par I'imagerie hyperspectrale. Cette teneur est
exprimée en milligramme de Lb par gramme de nodosités fraiches.

De maniére générale, outre les conditions exceptionnelles qui ont été rencontrées durant
cette expérience dans la culture de pois protéagineux, il semblerait que la teneur en
leghémoglobine prédite au sein des nodosités soit liée en début de culture au stade
d’avancement de la plante de pois. Des différences significatives entre les variétés sont
rencontrées en début de culture mais semblent disparaitre a I'approche de la floraison.
Cependant, le nombre de nodosités rencontrées sur les racines principales se différe
significativement entre variétés. Ceci méne donc a conclure que certaines variétés sont
sujettes a fixer plus d’azote atmosphérique a I’échelle de leurs nodosités sur la racine

principale, pour autant que leur masse soit identique.

Pour les différents stades clés de la culture en association entre le froment et le pois qui ont
été analysés, la teneur en Lb des nodosités ne semble pas se différencier significativement au
sein de la floraison. Par contre, comparé a une culture pure, les nodosités issues de
I’association auraient I'aptitude en fin de culture a rester plus longtemps actives et ce jusqu’au
stade remplissage du grain de froment.

Les applications de phosphore et de molybdéne n’ont pas permis de mettre en évidence une
activité fixatrice de I'azote plus importante comparée a une plante témoin. Les conditions
climatiques n’ont pas permis au phosphore de se solubiliser au niveau du sol. Concernant
I’application foliaire de molybdéne, une teneur en Lb plus importante au niveau des nodosités
n’a pas été mise en évidence.

Enfin, I'imagerie hyperspectrale permet d’offrir plusieurs possibilités d’avenir dans I'analyse
de I'activité fixatrice de I'azote au sein des légumineuses. La capacité a prédire la teneur en
leghémoglobine au sein des nodosités est déja un pas en avant. Cependant, les différentes
tailles de nodosités aménent a penser que plus les nodosités sont de grande taille, plus elles
ont la capacité a y fixer de I'azote en début de culture et a I'approche de la floraison. Au
contraire en début de phase de sénescence ces nodosités ont moins I'aptitude a fixer de
I'azote que les petites nodosités qui ont émergé plus tardivement. Une approche plus
approfondie permettrait de distinguer les nodosités actives et moins actives en fin de culture.
Une autre approche qui pourrait étre réalisée en méme temps serait I'identification de la
présence des sitones, un insecte ravageur qui pondent leurs ceufs dans les nodosités et les
détruit par apres.

Pour finir au sein de ce TFE, I'analyse de la teneur en Lb des nodosités a été mesurée sur le
systéme racinaire complet de la plante et sur des nodosités isolées. Les limites de I'imagerie
hyperspectrales induisent parfois des biais dans I'identification des prédictions. Une analyse
sur des nodosités isolées serait la plus appropriée pour obtenir une mesure plus précise.
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VII.Annexes

1. Tableau récapitulatif des itinéraires phytotechniques de chaque parcelle

a. Parcelle Pois d’hiver

Itinéraire technique parcelle « pois d’hiver »

Opérations réalisées Détails
16/11/17 Semis Parcelle pois hiver 2018
17/11/17 Désherbage Stomp aqua 2l/ha
5/12/18 Désherbage Challenge 4l/ha
25/05/18 Fongicide Bravo 2l/ha

b. Parcelle Pois en association

Itinéraire technique parcelle « pois en association »

Date Opérations réalisées Détails

15/11/17 Semis Parcelle pois en association avec du froment 2018

17/11/17 Désherbage Stomp aqua 2l/ha

5/12/18 Désherbage Challenge 4l/ha

16/04/18 Fumure Fumure tallage-redressement
22/05/2018 Fumure Fumure derniére feuille

25/05/18 Fongicide Bravo 2l/ha
6/06/2018 Fongicide Caramba 1,2 I/ha

c. Parcelle Pois de printemps — variété

Itinéraire technique parcelle « pois de printemps — variété »

Opérations réalisées Détails
10/04/2018 Semis Parcelle pois de printemps variété
12/04/2018 Désherbage Stomp aqua 1,8l/ha + Challenge 1l/ha
7/06/2018 Fongicide 1 1/ha Amistar
7/06/2018 Insecticide 1 1/ha Primor
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d. Parcelle Pois de printemps — fumure

Itinéraire technique parcelle « pois de printemps — fumure »

Date

Opérations réalisées

Détails

10/04/2018 Semis Parcelle pois de printemps fumure
12/04/2018 Désherbage Stomp aqua 1,8l/ha + Challenge 1l/ha
22/05/2018 Fumure Application de PHYSALG25 et de CHELAL Mo
7/06/2018 Fongicide 1 1/ha Amistar

7/06/2018 Insecticide 1 1/ha Primor

2. Somme des degrés-jours pour la culture de pois d’hiver (base 0°C)

(Représentation a la page suivante)
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Date

Somme

°C/jour
15-nov 7| 12-déc| 116 7-janv | 262 3-févr | 392 | 2-mars | 415 | 29-mars | 557 25-avr 891 | 22-mai | 1244
16-nov 15 | 13-déc | 120 8-janv | 265 4-févr | 392 | 3-mars | 416 | 30-mars | 565 26-avr 900 | 23-mai | 1261
17-nov 21 | 14-déc | 123 9-janv | 272 5-févr | 392 | 4-mars | 421 | 31-mars | 571 27-avr 912 | 24-mai | 1278
18-nov 24 | 15-déc | 126 | 10-janv | 277 6-févr | 392 | 5-mars | 427 l-avr | 577 28-avr 925 | 25-mai | 1297
19-nov 28 | 16-déc | 128 | 1l-janv | 282 7-févr | 392 | 6-mars | 432 2-avr | 586 29-avr 934 | 26-mai | 1319
20-nov 33| 17-déc| 129 | 12-janv | 285 8-févr | 392 | 7-mars | 436 3-avr | 597 30-avr 943 | 27-mai | 1340
21-nov 42 | 18-déc | 134 | 13-janv | 287 9-févr | 392 | 8-mars | 441 4-avr | 607 1-mai 950 | 28-mai | 1361
22-nov 52 | 19-déc | 138 | 14-janv | 293 | 10-févr | 393 | 9-mars | 446 5-avr | 614 2-mai 961 | 29-mai | 1381
23-nov 63 | 20-déc | 144 | 15-janv | 298 | 11-févr | 396 | 10-mars | 457 6-avr | 623 3-mai 972 | 30-mai | 1401
24-nov 71| 21-déc| 152 | 16-janv | 301 | 12-févr | 398 | 11-mars | 469 7-avr | 638 4-mai 984 | 31-mai | 1422
25-nov 74 | 22-déc | 161 | 17-janv | 307 | 13-févr | 399 | 12-mars | 478 8-avr | 654 5-mai 998 1-juin | 1439
26-nov 76 | 23-déc | 169 | 18-janv | 310 | 14-févr | 400 | 13-mars | 484 9-avr | 667 6-mai | 1015 2-juin | 1455
27-nov 81| 24-déc| 177 | 19-janv | 312 | 15-févr | 405 | 14-mars | 491 10-avr | 681 7-mai | 1031 3-juin | 1473
28-nov 86 | 25-déc | 182 | 20-janv | 314 | 16-févr | 408 | 15-mars | 498 11-avr | 691 8-mai | 1049 4-juin | 1492
29-nov 88 | 26-déc | 187 | 2l-janv | 321 | 17-févr | 410 | 16-mars | 506 12-avr | 700 9-mai | 1066 5-juin | 1509
30-nov 89 | 27-déc| 192 | 22-janv | 329 | 18-févr | 412 | 17-mars | 506 13-avr | 711 | 10-mai | 1079 6-juin | 1528
1-déc 89 | 28-déc| 193 | 23-janv | 340 | 19-févr | 413 | 18-mars | 506 l4-avr | 723 | 11-mai | 1093 7-juin | 1548
2-déc 89 | 29-déc | 195 | 24-janv | 347 | 20-févr | 414 | 19-mars | 506 15-avr | 736 | 12-mai | 1110 8-juin | 1567
3-déc 89 | 30-déc | 204 | 25-janv | 352 | 21-févr | 415 | 20-mars | 507 16-avr | 748 | 13-mai | 1121 9-juin | 1585
4-déc 93 | 31-déc| 215| 26-janv | 357 | 22-févr | 415 | 21-mars | 509 17-avr | 762 | 14-mai | 1135 | 10-juin | 1605
5-déc 98 l-janv | 221 | 27-janv | 364 | 23-févr| 415 | 22-mars | 513 18-avr | 778 | 15-mai | 1150 | 11-juin | 1622
6-déc 103 2-janv | 227 | 28-janv | 373 | 24-févr | 415 | 23-mars | 518 19-avr | 798 | 16-mai | 1166 | 12-juin | 1637
7-déc 108 3-janv | 235 | 29-janv | 373 | 25-févr | 415 | 24-mars | 525 20-avr | 817 | 17-mai | 1178 | 13-juin | 1651
8-déc 110 4-janv | 244 | 30-janv | 378 | 26-févr | 415 | 25-mars | 531 21-avr | 834 | 18-mai | 1188 | 14-juin | 1665
9-déc 110 5-janv | 251 | 31-janv | 385 | 27-févr | 415 | 26-mars | 538 22-avr | 852 | 19-mai | 1198 | 15-juin | 1682
10-déc 112 6-janv | 256 1-févr | 387 | 28-févr | 415 | 27-mars | 544 23-avr | 866 | 20-mai | 1211 | 16-juin | 1698
11-déc 115 7-janv | 259 2-févr | 390 | 1-mars | 415 | 28-mars | 550 24-avr | 878 | 21-mai | 1228 | 17-juin | 1713
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. lllustration des images scannées au différents moments clés de la culture de pois

a. Le 16 février 2018, stade « 4 feuilles »
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