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Résumé

Le présent travail a pour objectif de comparer le comportement de trois génotypes de lu-
zerne (Draa Tamegroutte, Ziz Aoufous, écotypes originaires des régions pré-sahariennes du
Maroc et Siriver variété australienne cultivée au Maroc) en combinaison avec deux souches
autochtones de Sinorhizobium meliloti vis a vis de la salinité (0,8, 12 et 16 g I-l NaCl). L’es-
sai est conduit sous serre et vise I’évaluation de 'infectivité et de ’efficience d’utilisation
de I’azote en présence de deux témoins (sans infection bactérienne avec et sans apport
d’azote dans le milieu de culture) sous Ueffet de doses croissantes de NaCl. Les résultats ob-
tenus montrent que la nodulation a lieu méme a une concentration en NaCl du milieu de
l6 g 1'1, et que I’apport de I’azote par fertilisation ou par fixation symbiotique diminue I’ef-
Jfet dépressif du sel. La souche L20 (présumée sensible) présente un comportement similaire
a la souche L32 (présumée résistante) vis a vis de la production de matiére séche et de la
fixation d’azote. Enfin 1’étude montre que les couples symbiotiques performants, sous
contrainte saline, ne sont pas forcement composés des luzernes et des Sinorhizobium, sépa-
rément, tolérants a la salinité.

Mots clés : Médicago sativa L., Sinorhizobium meliloti, nodulation, azote, chlorure
de sodium.
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NaCl effect on Sinorhizobium meliloti strains in association
with alfalfa landraces from the pre-saharian regions of Mo-
rocco

Summary :

The objective of this work was to compare the comportment of three alfalfa genot; pes
(Draa Tamegroutte, Ziz Aoufous, two ecotypes from the pre-saharian regions of Mo-
rocco and Siriver, an Australian variety cultivated in Morocco) in combination with two
local strains of Sinorhizobium meliloti under salinity conditions (0, 8, 12 et 16 g r!
NaCl). The experimentation was carried out under greenhouse conditions and targetted
to evaluate the infectivity and nitrogen use efficiency in comparison with controls (whi-
thout Sinorhizobium infection, with and whithout nitrogen addition in the culture me-
dium) under i mcreasmg concentrations of NaCl. The results showed that nodulation oc-
cured until 16 g 1”7 NaCl and that nitrogen supply by fertilization or by nitrogen fixation
reduced the effect of salt. The two strains R1 et R2 showed similar behaviour concer-
ning dry matter production and nitrogen fixation. Finally, this study shows that the best
symbiotic partners, under salinity conditions, are not composed with the best salt tole-
rant alfalfa and Sinorhizobium.

Keys words : Médicago sativa L., Sinorhizobium meliloti, Nodulation, Nitrogen,
Sodium chioride.
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Introduction

Dans plusieurs régions du monde et plus particuliérement dans les zones arides et semi-
arides, la salinité prend de plus en plus d’ampleur. La superficie, des sols cultivés, af-
fectée par la salinité a 1’échelle mondiale est de I’ordre de 19,5% du total des terres irri-
guées dans le Monde (FAO, 2000). Au Maroc, les conclusions d’enquéte effectuées
dans les régions du Gharb, de Tadla et du Sud-Est font état de I’existence de salinité
et/ou d’alcalinité. Ces problemes qui différent d’une région i I’autre concerneraient des
surfaces importantes (Ljouad, 2004). Dans ces zones la luzerne constitue la principale
ressource fourragére. La salinité excessive des sols se traduit sur cette culture par de
faibles pourcentages de levée et des baisses importantes du rendement. La croissance et
la capacité a produire des nodules seraient également touchées. En effet, la salinité a des
effets déléteres sur la croissance et la survie des populations rhizobiennes dans le sol
(Singleton et al., 1982), sur le développement et le fonctionnement des nodosités, et sur
la fixation symbiotique d’azote (FSN). Le métabolisme azoté et la synthése protéique de
la plante sont également affectés par la contrainte saline. L’initiation nodulaire est ex-
trémement sensible au NaCl par réduction des sites d’infection de la racine, du nombre
des poils radiculaires et de la proportion de ceux qui portent les cordons d’infection
(Zahran et Sprent, 1986). Toutefois, Jebara et al., (2000) rapportent que 1’association de
Sinorhizobium avec Medicago sativa L. (cv. Gabes) présente une réponse a la salinité
qui n’est corrélée ni avec la tolérance des souches in vitro, ni avec les paramétres bio-
chimiques des souches bactériennes. En effet, I’étude montre que les couples symbio-
tiques performants, sous contrainte saline, ne sont pas forcement composés des luzernes
et des Sinorhizobium, séparément, tolérants 2 la salinité.

La présente étude vise I’évaluation de I’effet du NaCl sur I’infectivité de souches au-
tochtones de Sinorhizobium issues des régions pré- sahariennes et leur efficience de
fixation d’azote en association avec quelques écotypes, issus de ces mémes régions et
réputés tolérants a la salinité.

Matériel et méthodes

L’étude a porté sur deux écotypes de luzerne issus de la collection du Centre Régional
de la Recherche Agronomique de 'INRA du Maroc (CRRA de Rabat), Ziz Aoufous
(ZA) et Draa Tamegroutte (DT), originaires des régions pré-sahariennes du Maroc de
Ziz et de Draa respectivement et sur Siriver une variété australienne cultivée au Maroc.

Deux souches de Sinorhizobium meliloti issues de la collecte effectuée par le CRRA de
Rabat dans les régions pré-sahariennes du Maroc ont été utilisées. Ces souches ont été
choisies selon leur tolérance a la salinité. Il s’agit de la souche L20 présumée sensible a
la salinité (R1) et de la souche L32 présumée tolérante a la salinité (R2).



92 AL AWAMIA 115 Vol. 2 N°3, 2005

1- Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental adopté est de type factoriel a trois facteurs (Génotype, Sali-
nité, Inoculation) et a trois répétitions en randomisation totale. L’essai a été installé dans
une serre pour une durée de 60 jours a compter de la date de repiquage des plantules.

Les graines de chaque génotype sont scarifiées, désinfectées a I'hypochlorite de sodium
20%, rincées a I’eau stérile et mises & germer dans des boites de Pétri. Les plantules is-
sues de la pré germination sont repiquées a raison de 3 plantes par pot de 0,5 1 de vo-
lume remplis de 3 couches superposées de sable, de vermiculite et de gravier (1/3, 1/3,
1/3) préalablement stérilisés dans une autoclave (120 °C, latm).

L’inoculation par les souches de Sinorhizobium a été faite le troisi¢éme jour apres repi-
quage des plantules. Chaque plante, & I’exception des témoins, a regu 1 ml de solution
bactérienne en phase exponentielle de croissance. Avant I’application du sel, un arro-
sage par la solution nutritive et deux arrosages successifs a ’eau distillée sont effectués
pour maintenir constamment les pots a une humidité équivalente a la capacité au champ
(Hcc). L’arrosage des pots inoculés et des témoins non azotés (R1, R2 et RT) est effec-
tué par une solution nutritive stérile dépourvue d’azote (Broughton et Dillworth, 1970)
tandis que les plantes des témoins azotés (RTN) sont arrosées avec la méme solution nu-
tritive additionnée de KNO, 2 0,05% (Tableau 1).

La contrainte saline a été appliquée 15 jours apres inoculation et de fagon progressive en
passant, en quatre jours,de 4 a 16 g 1”7 selon les traitements étudiés: 0,8, 12 et 16 g 1°
de NaCl. Apres I’application du sel, 3 irrigations successives sont faites par une solution
saline (eau + sel aux concentrations étudiées), la quatrieme irrigation est faite par une
solution nutritive avec ou sans azote selon le cas. Un lavage en excés a ’eau distillée est
effectué tous les 15 jours pour minimiser les fluctuations des teneurs en sel, suivi im-
médiatement d’un arrosage par la solution nutritive appropriée.

2- Caractéres mesurés

Les matiéres séches aérienne (MSA), racinaire (MSR) et la matiére séche des nodules
(MSN) sont déterminées par plante aprés passage a I’étuve a 80°C pendant 48 h. Le
nombre de nodules par plante (NN) est compté a la récolte. L’azote total (NT) est dosé
par la méthode Kjeldahl sur les parties aériennes et racinaires d’un échantillon compo-
site, issu des trois répétitions.

Les performances symbiotiques des souches R1 et R2 ont été calculées a partir du rapport :

MS (souche)-MS(témoin)
MS(témoin azoté)- MS(témoin)

Avec MS (souchei) = matiére séche obtenue en présence de la souche i, MS (t1émoin) = matiére séche
obtenue chez le témoin non azoté et MS (témoin azoté) = matiére séche obtenue chez le témoin avec
azote.
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Résultats

1- Effet de la salinité sur la production de matiére séche aérienne

L’effet du NaCl se traduit par une diminution de la production de matiére seche aérienne
(MSA) (Fig. 1a). Les résultats de I’analyse de la variance ont mis en évidence un effet
trés hautement significatif de tous les facteurs étudiés (Génotype, Salinité, Inoculation)
ainsi que de leur interaction (Tableau 2). La variété australienne se révéle plus affectée
que les écotypes sahariens. L’apport d’azote limite les effets dépressifs de la salinité sur
la MSA, surtout chez les écotypes oasiens Draa Tamegroutte et Ziz Aoufous. En re-
vanche, la variété Siriver a une production supérieure de MSA en présence des souches
de Sinorhizobium (R1 et R2) qu’en présence d’un apport d’azote seul. De plus, la variété
Siriver s’avere plus productive que les écotypes oasiens méme en présence de fortes
concentrations en sel. Cette constatation nous méne a noter que la FSN 2 lieu méme
des concentrations €élevées de NaCl. Enfin, il n’y a pas de différence de comportement
des deux souches inoculantes.

2- Effet de la salinité sur la production de matiére séche racinaire

La salinité diminue significativement la production de matiére séche racinaire (MSR)
(Tableau 2). L’augmentation de la concentration en NaCl du milieu entraine une dimi-
nution de la production de la matiere séche racinaire qui reste toutefois moindre que la
diminution de matiére seche aérienne (Fig. 1b). Linoculation et I’apport d’azote dans la
solution nutritive affectent différemment la production de matiére séche racinaire. L’in-
fection de la variété Siriver par les souches étudiées a permis une production de matiére
seche racinaire comparable a celle du témoin azoté. Cependant, aucune différence no-
table de comportement des deux souches étudiées n’a été mise en évidence au sein d’un
méme génotype. Par ailleurs, I’addition d’azote a permis d’améliorer la production de
matiere seéche racinaire, et ce, quelle que soit la concentration en sel. Cet apport d’azote
a également permis aux deux écotypes oasiens d’avoir une meilleure production de ma-
tiere seche racinaire, 4 la concentration de 16 g I'l, comparativement aux mémes éco-
types en absence d’azote ou en combinaison avec les souches R1 et R2.

3- Effet de la salinité sur la production de matiére séche des nodules

L’augmentation de la concentration en NaCl du milieu entraine une diminution de la
production de matiére séche racinaire (MSN). Celle-ci est d’environ 50% dés la concen-
tration de 8 g It exceptée pour la variété Siriver pour laquelle on assiste A une stimula-
tion de cette production a la méme concentration. La diminution de la MSN atteint 75%
aleé gl~1 (Fig. 1c). Les résultats de ’analyse de la variance montrent un effet trés haute-
ment significatif de la salinité et de I’apport d’azote ainsi que de leur interaction (Ta-
bleau 2). L’infection par les souches R1 et R2 n’entraine pas une différence de compor-
tement chez les génotypes étudiés. Par contre, la souche R2 combinée i I’écotype Ziz
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Aoufous a permis une production de matiere séche nodulaire relativement stable malgré
la présence du sel.

4- Effet de la salinité sur le nombre de nodules par plante

La nodulation est affectée négativement par I’apport de sel (Fig. 1d). Des effets tres
hautement significatifs de I’ensemble des facteurs étudiés sont notés. L’interaction Sali-
nité x Génotype et la triple interaction (génotype, salinité, inoculation) sont toutefois
non significatives (Tableau 2). Les résultats montrent une variation de I’infection des
différents génotypes par les souches R1 et R2. L’infection par la souche R2 de Dréa Ta-
megroutte et de Siriver a permis une nodulation importante comparativement a la
souche R1, surtouta 12 eta 16 g I'! de Nacl. Cependant, la souche R1, a la concentra-
tion 8 g 1" de NaCl a permis une nodulation meilleure en combinaison avec la variété
Siriver, qu’en combinaison avec les écotypes présahariens. On peut enfin noter qu’a 12
etal6g I'!, 1a souche R1 nodule mieux chez Ziz Aoufous alors que ¢’est la souche R2
qui produit le méme effet chez la variété Siriver et I’écotype Draa Tamegroutte.

5- Effet de la salinité et de I’infection bactérienne sur la teneur en azote

La teneur en azote des parties aérienne et racinaire diminue sous I’effet du NaCl (Fig. 2a
et 2b). La réduction de la teneur en azote est d’autant plus importante que la concentra-
tion en sel est élevée 4 I’exception remarquable des parties aériennes de la variété Siri-
ver inoculée par la souche R1. Toutefois, les témoins ayant bénéfici€s d’un apport
d’azote ont présenté, malgré la présence du sel, des teneurs €levées en azote par rapport
aux autres traitements.

Discussion

Les effets dépressifs du NaCl sur les matiéres séches aériennes, racinaires, nodulaires et
le nomhre de nodules des génotypes de luzerne observés dans ce travail sont en accord
avec ceux mis en évidence par plusieurs auteurs (Lessani, 1969 ; Nobel et al., 1984 ;
Ibriz, 1988 ; Banet et al., 1996). Les résultats de notre expérimentation montrent que la
croissance de la luzerne est trés fortement réduite a partir de la concentration 8 g 1t

1’addition d’azote dans le milieu de culture en absence de toute souche de Sinorhizo-
bium provoque une amélioration trés nette de la biomasse chez tous les génotypes testés.
Ce résultat concorde avec celui de Thami Alami (1994) chez Medicago spp. Cependant,
cette réponse est variable selon le matériel génétique testé. L’apport d’azote a un effet
positif, surtout chez les écotypes oasiens.

L’inoculation par les souches de S. meliloti a favorisé la production d’une biomasse im-
portante en particulier chez Siriver et pour la souche R1. Des résultats similaires ont été
rapportés par Denarie (1967) et Thami Alami (1994). Ceci est da a I'effet positif de
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I’azote sur I’accumulation de biomasse par I’intermédiaire de la surface foliaire et donc
par une photosynthése active (El Midaoui et al., 1999).

Cependant, la fixation d’azote se trouve compromise par la contrainte saline. Un tel ré-
sultat est observé, a des degrés différents, chez plusieurs espéces de l1égumineuses tels
que la luzerne (Busse et Bottomley, 1989), le soja (Velagaleti et Marsh, 1989), le pois
chiche (Lauter et al., 1981) et la lentille (Rai et Prasad, 1983). La nodulation de la va-
riété Siriver est plus importante que celle des écotypes Draa Tamegroutte et Ziz Aou-
fous, quelque soit la concentration saline du milieu.

L’atténuation de ’activité fixatrice des deux souches R1 et R2 par la présence du NaCl
peut s’expliquer par une baisse du nombre de nodules et de leur masse de matiére séche
(Bekki et al., 1987). Ces auteurs rapportent qu’une concentration de 6,59 g I'! NaCl in-
duit une réduction du nombre de nodules d’environ 65 %. Ibriz (1988) rapporte que
activité fixatrice d’azote n’est pas seulement liée A la masse ou au nombre de nodules
qui peuvent &tre élevés, mais aussi i leur viabilité. D’autres auteurs, comme Kassem et
al. (1985) suggerent que I’inhibition de 1’activité fixatrice d’azote par des jeunes plantes
de luzerne soumises a des concentrations de 10 4 15 g 1" de NaCl est due, principale-
ment, a la sensibilité de la plante héte.

L’infectivité des deux souches varie d’un génotype a I’autre, ce qui montre une certaine
spécificité et éventuellement une variabilité importante entre les souches de S. meliloti.
Cette variabilité a été notée par Materon (1991) et peut étre expliquée par une préfé-
rence des génotypes pour la souche infectante. Thurman et Bromfield (1987) ont expli-
qué cette variabilité pour la préférence des souches a noduler certaines especes de
Medicago par leur adaptation aux conditions du milieu.

Dans notre étude, |’infection continue 2 se produire a la concentration de 16 g 1! de
NaCl. Ibriz (1988), dans des conditions d’expérimentation similaires, a abouti au méme
résultat a 12 g I'" NaCl. Subba-Rao et al. (1974) rapportent que la nodulation de la lu-
zerne par les S. meliloti est inhibée par une concentration de 7 g I'" NaCl. Ce résultat
suggere que la sensibilité de la nodulation 2 la salinité peut étre due a I’effet du sel sur
le Sinorhizobium et/ou sur la plante héte. Certaines caractéristiques des Sinorhizobium
peuvent étre altérées par la salinité. C’est le cas par exemple des lipopolysaccharides
(L.PS.) (Zahran et al., 1994) qui jouent un rdle important dans les relations entre la
membrane externe bactérienne et les glycoprotéines des membranes végétales (Cava et
al., 1989). La mobilité des souches ainsi que leur multiplication sont également réduites
en milieu salin (Ishaq et al., 1989).

L’effet dépressif de la salinité sur la teneur en azote observé dans cette expérimentation
va dans le méme sens que les résultats de Syrverstei et Yelenovsk (1988) qui rapportent
une réduction de I’absorption et du transport de I’azote vers les feuilles. Il en résulte une
diminution de la synthése des protéines et par conséquent une chute de la teneur en
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azote total. Soltani et al. (1990) constatent que le NaCl réduit la teneur des tissus en
composés azotés en limitant I’approvisionnement racinaire en nitrate.

Un gain d’azote a été obtenu aprés inoculation sous différentes concentrations salines
(Fig. 3). Par contre, pour les témoins avec irrigation azotée le bilan d’azote était négatif.

Les performances symbiotiques (Fig. 4) varient en fonction des concentrations en sel et
des génotypes. Ces performances semblent toutefois augmenter avec 1’enrichissement
du milieu de culture en NaCl. En ce qui concerne la production de biomasse aérienne,
on constate une meilleure performance de la souche R1 chez I’écotype Draa Tame-
groutte et la variété Siriver, tandis que la performance de la souche R2 est meilleure
avec Ziz Aoufous. Le potentiel fixateur et efficient d’'une méme souche varie donc en
fonction des génotypes. Cela suppose que I’expression des genes de la plante impliqués
dans la symbiose est conditionnée par la présence du sel. Ceci nous amene a dire que les
couples symbiotiques performants, sous contrainte saline, ne sont pas forcement com-
posés des luzernes et des Sinorhizobium, séparément, tolérants a la salinité.

Conclusion

I effet de la salinité sur V'efficience de 1’azote se traduit par une réduction progressive
des matieres séches aériennes, racinaires, nodulaires et du nombre de nodules. Dans les
conditions de cette expérimentation, le comportement des génotypes testés varie en
fonction des concentrations en NaCl et des traitements azotés (souches, témoin avec et
sans azote). Le sel affecte également la nutrition azotée, ce qui se répercute directement
sur la croissance. A la lumiere de ces résultats, il apparait que I’apport d’azote sous
forme de fertilisation ou par fixation symbiotique réduit considérablement I’effet dé-
pressif du sel. Ainsi, I'activité fixatrice d’azote et la performance symbiotique des
souches R1 et R2 varient en fonction des concentrations en NaCl et des génotypes. En
conditions contrdlées, la souche R1 (présumée sensible a la salinité) montre une tolé-
rance similaire et parfois supérieure a celle de la souche R2 (présumée tolérante 2 la sa-
linité). En définitive, tous les caractéres mesurés ont permis de déduire que les couples
symbiotiques performants, sous contrainte saline, ne sont pas forcement composés des
luzernes et des Sinorhizobium, séparément, tolérants a la salinité. Il serait intéressant de
confirmer le résultat par 1’évaluation d’un matériel issu de régions non affectées par la
salinité car les génotypes et souches de Sinorhizobium originaires des régions pré-saha-
riennes du Maroc ont, probablement, développé des mécanismes leur permettant de to-
lérer les fortes conditions de salinité.
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Figure 1 : Evolution de la matiére séche de la partie aérienne (MSA) (Fig. 1a), des ra-
cines (MSR) (Fig. 1b), des nodules (MSN) (Fig. 1c) et du nombre de nodules (NN) (Fig.
1d) en fonction des concentrations en NaCl et des traitements (R1 : souche de Sinorhi-

zobium L.20 ; R2 : souche de Sinorhizobium L32 ; RT : témoin sans azote et RTN témoin
avec azote).
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Figure 2 : Evolution de la teneur en azote des parties aériennes (a) et des racines (b) en
fonction des concentrations en NaCl et des traitements (R1 : souche de Sinorhizobium
L.20 ; R2 : souche de Sinorhizobium 1.32 ; RT : t€moin sans azote et RTN témoin avec
azote)
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Figure 3 : Gain d'azote dans les parties aériennes (a) et les racines (b) de chaque géno-
type en fonction des concentrations en NaCl et des traitements (R1 : souche de Sinorhi-

zobium 120 ; R2 : souche de Sinorhizobium 132 ; RT : témoin sans azote et RTN témoin
avec azote).



100 AL AWAMIA 115 Vol.2 N°3, 2005

Performance symbiotique
{Partier aérienne}

2 A Draa Tamegroutte Ziz Aoufous Siriver

R i b= |k|‘$1 T T T T T

0 8 12 16 0 8 12 16 0 8 12 16

Concentrations (g.L )

(b)

. Siriver
4 . Ziz Aoufous
Dréaa Tamegroutte

Performance symbiotique
{Partie racinaire}

Concentrations (g.L-1)

[ —e— Pert R1 —a&— PerfR2 |

Figure 4 : Performances symbiotiques aérienne (a) et racinaire (b) des souches étudiées
(R1: L20 ; R2 : L32) en fonction des concentrations de NaCl et des génotypes étudiés.
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Tableau 1 : Composition de la solution nutritive (Broughton et Dillworth, 1970)

Solution Elément M Forme Poids Quantité M

s moléculaire (g/h

1 Ca 1000 CaCl ,.H ,0 147,03 294 1 2,0

2 P 500 KH PO, 136,09 136,1 1,0

3 Fe 10 Fe-citrate 355,04 6,48 0,02
Mg 250 MgSo 4.7H ;0 2465 123,3 0,5
K 250 K.80, 174,06 87,0 05
Mn 1 MnSO 4 H,0 169,02 0,338 0,002

4 B 2 H3;BO ; 6184 0,247 0,004 .
Zn 05 ZnSO 4,.7H ,0 287,56 0,288 0,001
Cu 0,2 CuSO 45H ,0 249,69 0,100 0,0004
Co 0,1 CoSO 4.7H ,0 281,12 0,056 0,0002
Mo 0,1 Na ;MoO ,2H ,0 24198 0,048 0,0002

Pour obtenir la solution nutritive, on préléve 5 ml de chaque solution 1,2, 3,4 qu’on ra-
joute a 10 L d’eau distillée.

Tableau 2 : Analyse de la variance relative a I’effet du NaCl sur les paramétres de crois-
sance des génotypes de luzerne en combinaison avec les souches de Sinorhizobium étu-
diés.

Facteurs MSA MSR MSN NN
Salinité (S). 30139 29325 1511 2984
Génotype (G). 46738 19.04 3.06NS 1580
Inoculation (I). 18712 29941 104.27 316.39
SxG 4051 434 323 0.47NS
Sxl 468 2859 533 " 1077 ©
Gxl 7861 1135 258 631
SxGxl 496 264 1.62NS 1.37NS

*. Effet significatif au seuil a = 0.1% ; *** ; effet significatif au seuil a = 1% ; effet significatif au seuil
a = 3% NS . effet non significatif. Les chiffres correspondent aux valeurs du F calculé.
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