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Introduction 

INTRODUCTION 

L'augmentation constante de la population mondiale, et en particulier dans les pays du 

Tiers Monde nécessite 1' optimisation de 1' utilisation des ressources disponibles et 

l'amélioration des systèmes d'exploitation agricole. En même temps, notre environnement 

devient de plus en plus fragile. Il semble ainsi plus important que jamais de réaliser un 

équilibre entre les ressources disponibles et les besoins croissants. 

Dans les pays de l'Afrique du nord et de l'ouest d'Asie (WANA: West Asia and North 

Africa), la mise en jachère reste un système très utilisé. Ce système contribue à la 

conservation du sol et à la reconstitution de sa fertilité. De plus, il facilite la minéralisation de 

la matière organique, ce qui permet la libération d'azote nécessaire pour la croissance des 

plantes. Malgré cette perte des terrains agricoles par la mise en jachère, il est encore possible 

d'augmenter les surfaces destinées à la culture des plantes fourragères grâce aux terrains 

marginaux non exploités. Cependant, la solution à ce problème de surfaces cultivables n'est 

pas si simple. En effet, un autre problème apparaît lorsque 1' on parle de 1' exploitation des 

terrains marginaux étant donné que la majeure partie de ces surfaces se trouve loin des côtes 

dans l'arrière pays où les conditions climatiques ne sont pas toujours favorables. Le climat 

prédominant dans ces zones est continental avec un été chaud et un hiver froid (de novembre 

jusqu'en mars) durant lequel des périodes de gel peuvent arriver (Chatterton et Chatterton, 

1984 ~ Cocks, 1989). 

La production en pâtures à partir des bonnes terres cultivables est limitée et ne peut 

pas, seule, satisfaire les besoins de l'ensemble des pays méditerranéens. Ces terres contribuent 

de moins en moins au calendrier fourrager des zones méditerranéennes semi-arides et arides 

en raison de leur extrême état de dégradation (Gintzburger, 1994). 

Alors que les graminées des prairies assurent surtout le rendement et la repousse 

rapide, les légumineuses assurent la qualité du fourrage, notamment en matières azotées, en 

calcium et en phosphore. De plus, la fixation symbiotique d'azote par l'activité des nodosités 

associées aux légumineuses représente un intérêt agronomique et environnemental en 

réduisant l'apport d'engrais chimiques au sol (Peoples et al., 1995). 

12 



Introduction 

Nous avons choisi d'étudier les luzernes annuelles étant donné leur importance agro

économique et leur adaptation aux conditions méditerranéennes classiques. Les luzernes 

annuelles peuvent, en raison de leur aptitude à se resemer naturellement et à maintenir dans le 

sol une quantité importante de graines, plus que d'autres espèces cultivées, tamponner les 

fortes irrégularités pluviométriques et thermiques caractérisant ces régions. Ainsi, la 

productivité élevée de ces espèces, qu'elles soient seules ou associées à des graminées, fait de 

ces plantes des bons candidats dans les efforts visant à augmenter la production fourragère. 

Les capacités élevées des luzernes annuelles à fixer l'azote atmosphérique peuvent en faire de 

précieux outils de reconstitution de la fertilité des sols épuisés par une pratique continue et 

assez extensive de la céréaliculture. Elles peuvent aussi contribuer à la production et à 

1' amélioration des sols marginaux. 

L'utilisation raisonnée des luzernes ou trèfles souterrains en remplacement de 

fourrages semés annuellement sur les jachères, constitue la base du "Ley-Farrning System" 

développé en Australie (Puckridge et French, 1983; Crawford et al., 1989). Ce système 

consiste à employer une rotation Céréale-Légumineuses annuelles pâturées pour réduire les 

coûts de production et augmenter les rendements. 

L'obtention de plantes adaptées aux conditions prédominantes dans une région passe 

par l'une des deux voies suivantes : 

-amélioration génétique: cette voie implique des techniques classiques d'amélioration 

par croisement des génotypes existants pour obtenir des hybrides ayant rassemblé les 

caractères positifs des deux parents. L'amélioration génétique peut être également 

réalisée en modifiant certains gènes contrôlant certains caractères. Cette modification 

génétique aboutit à l'obtention de nouvelles variétés, voire d'espèces, avec des 

caractères prédéfinis. 

- acclimatation et sélection des variétés : ces méthodes classiques reposent sur la 

sélection des variétés ayant les meilleures performances dans les conditions locales. 

Nous avons essayé de trouver les associations luzerne-Sinorhizobium les mieux 

adaptées aux conditions méditerranéennes. Le temps nécessaire pour l'amélioration des 

variétés par croisement et les critiques récentes vis-à-vis des organismes génétiquement 

modifiés nous ont encouragé à essayer d'obtenir des associations Medicago-Sinorhizobium 
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Introduction 

adaptées aux conditions climatiques locales sans avoir à emprunter des voies de modification 

génétique. L'obtention des associations capables de fixer l'azote atmosphérique et de croître 

en période froide représente un enjeu agronomique et économique pour les pays 

méditerranéens. 

Nous débuterons ce travail par la synthèse des connaissances actuelles sur les 

pâturages dans les zones méditerranéennes d'un point de vue socio-agronomique, puis nous 

aborderons les contraintes face à 1' expansion des surfaces cultivées en luzerne annuelle dans 

le bassin méditerranéen ainsi que les facteurs affectant ce processus, en particulier les facteurs 

environnementaux. Parmi ces facteurs, nous nous intéresseront aux basses températures qui 

affectent la croissance de la luzerne ainsi que la fixation symbiotique de 1' azote 

atmosphérique. 

14 
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1. Synthèse bibliographique 

CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

Au cours de cette revue bibliographique nous aborderons la situation actuelle de la 

production fourragère dans les régions méditerranéennes. Nous nous intéresserons en 

particulier au déficit de pâtures pendant l'hiver. Notre cas d'étude sera les luzernes annuelles, 

leur intérêt agronomique et économique. Puis, nous évoquerons les contraintes liées à 

l'introduction comme fourrage des luzernes annuelles en assolement avec des graminées. 

Parmi ces contraintes, nous étudierons des facteurs relatifs aux luzernes et d'autres relatifs à 

l'environnement. Nous nous proposons d'examiner en particulier l'effet des basses 

températures sur 1' association luzerne-Sinorhizobium. 

1. Systèmes de production agricole en zones méditerranéennes 

Dans les pays de l'Afrique du Nord, du Proche Orient et du Moyen Orient (connus 

sous le nom abrégé de WANA), la production céréalière en sec et la production animale (en 

particulier ovine) ont longtemps été étroitement associées dans un système équilibré de 

rotation céréale-jachère en relation avec les zones de parcours. Les céréales produisaient du 

grain pour l'alimentation humaine (blé et orge), et animale (orge), ainsi que des résidus de 

culture (pailles, fanes de légumineuses) destinés à alimenter les troupeaux ovins et bovins. 

Durant les dernières décennies, une augmentation de la production céréalière s'est 

opérée au détriment des surfaces destinées à la culture des plantes fourragères aggravant ainsi 

la crise de production fourragère déjà installée dans certains pays de la zone WANA. De plus, 

les besoins en fourrages et pâtures augmentent constamment avec l'accroissement du cheptel 

qui a doublé dans les trente dernières années (Gintzburger, 1994; Nordblom et al., 1995). Ce 

déséquilibre entre les ressources fourragères et les besoins des troupeaux a engendré le 

surpâturage et la perte du rôle fourrager des parcours (Gintzburger, 1994). A titre d'exemple, 

la charge animale sur parcours en Algérie en 1956 était de l'ordre d'une Unité Ovine (U.O.) 

par 4 ha alors que ce paramètre a augmenté pour atteindre 1 U.O. par ha en 1985 

(Gintzburger, 1994). Actuellement, le nombre d'ovins et caprins dans cette région s'élève à 

410 millions selon les estimations de la FAO (FAO, 2000). 

Cependant, les surfaces en jachères actuellement non exploitées dans les régions de 

WANA représentent un énorme potentiel. Etant estimées à 30 millions d'hectares (Carter, 
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1. Synthèse bibliographique 

1978), ces surfaces pourraient être en partie affectées à une production fourragère améliorée, 

ce qui permettrait d'aider à combler le déficit dans les pays concernés. De même, 

1' exploitation des terrains marginaux dans les zones steppiques en arrière pays pourrait aider 

à alimenter les troupeaux ovins et bovins (Le Houérou, 1969). Toutefois, l'exploitation des 

terrains marginaux dans l'arrière pays pour la production fourragère demeure défavorisée par 

les conditions climatiques prédominantes dans ces régions (Cocks et Ehrman, 1987 ; Le 

Houérou, 1989). 

A part les basses températures, il existe certains facteurs limitant la production 

fourragère tels que le stress hydrique, la carence en éléments minéraux (notamment le 

phosphore) ou le pH élevé du sol. Néanmoins, nous nous intéressons à l'effet des basses 

températures sur la croissance de luzernes annuelles parce que ce facteur reste la contrainte 

majeure que rencontre la production fourragère pendant la période hivernale. 

2. Conditions climatiques des zones méditerranéennes 

Les arrières pays du bassin méditerranéen (en particulier dans les pays situés au sud et 

à l'est de la Méditerranée) sont caractérisés par des étés chauds et secs et des hivers pluvieux 

et froids (Chatterton et Chatterton, 1984). La température hivernale varie d'une région à 

1' autre au sein de la zone W ANA et elle est plus basse dans 1' arrière-pays méditerranéen. La 

température moyenne du mois de janvier (le mois le plus froid de l'année) est de l'ordre de 

6,2°C à Alep (Syrie), 7,1 oc à Mosul (Irak), 4,6°C à Batna (Algérie) et 8,2°C à Amman 

(Jordanie) (Halse, 1993). A part les bandes côtières, ces régions sont considérées comme 

semi-arides ou arides. En effet, la pluviométrie moyenne dans les régions semi-arides est 

comprise entre 300 et 600 mm an- 1 alors qu'elle ne dépasse pas 150 mm an-1 dans les zones 

arides (Le Houérou, 1989). 

Dans ces conditions, les basses températures deviennent le facteur limitant pour la 

croissance des plantes fourragères lorsque l'eau n'est pas le facteur limitant (Gintzburger, 

1994). Les basses températures entraînent des difficultés d'adaptation notamment pour les 

plantes récemment introduites et posent des problèmes sérieux dans ces pays, qui dépendent 

économiquement de l'agriculture. Par conséquent, le problème de déficience de fourrages 

dans ces pays devient encore plus critique pendant la saison froide allant de novembre 

jusqu'en mars (Gintzburger et al., 1990). 
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3. Augmentation de la production agricole par l'introduction des 

légumineuses annuelles 

Les luzernes annuelles ou "médics" constituent les espèces préférées pour remplacer 

les jachères du fait de leur abondance naturelle dans toutes les zones W ANA et de leur 

adaptation aux sols alcalins prédominants dans la région (Robson, 1969). De plus, 

1' introduction des luzernes annuelles et des trèfles souterrains en rotation avec les grandes 

culture (céréales) représente une étape vers une agriculture durable économiquement rentable 

(Nordblom, 1993), bénéfique pour le sol (Seklani et Hassen, 1990) et contribuant à satisfaire 

les besoins des troupeaux (Riveras et al., 1993). Des essais pionniers mettant en œuvre des 

légumineuses annuelles ont été élaborés en Australie dans le cadre du "Ley Farming System". 

3.1. Système de rotation Céréale-Légumineuse pâturée "Ley Farming System" 

Ce système consiste à employer une rotation Céréale-Légumineuses annuelles pâturées 

pour réduire les coûts de production et augmenter les rendements. Les cultures céréalières 

ainsi que les plantes fourragères de l'Australie méridionale sont originaires de la zone W ANA 

(Halse, 1993). Ces espèces ont été introduites avec l'installation des européens sur ce 

continent et 1' arrivée des bateaux transportant les semences des régions situées à l'ouest du 

bassin méditerranéen. L'utilisation délibérée des légumineuses pour le pâturage a commencé 

en 1890 d'une façon limitée avec l'ensemencement du trèfle souterrain dans les régions 

recevant une précipitation annuelle supérieure à 600 mm (Gladstones et Collins, 1983). 

L'utilisation raisonnée des médics annuelles ou des trèfles souterrains sur les jachères 

constitue la base du "Ley Farming System" (Puckridge et French, 1983 ; McWilliams, 1988). 

La diffusion de cette pratique a été lente et l'application du système Ley Farming dans les 

régions productrices de céréales en Australie occidentale a été proposée par Dunne et Shier 

(1934). La mise en application de ce système d'assolement des légumineuses avec les 

graminées a considérablement amélioré les productions céréalière et ovine en Australie 

Méridionale dans un système de gestion durable, produisant des céréales, de la laine et de la 

viande (Nordblom, 1993). 

3.2. Application de l'expérience australienne "Ley Farming System" en régions 

méditerranéennes 

La réussite des chercheurs australiens à cultiver des variétés de luzerne annuelle et de 

trèfle souterrain en assolement avec les graminées a intéressé les chercheurs dans les pays 
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méditerranéens. Cette expérience australienne est extrapolable aux régions méditerranéennes 

pour deux raisons : 

similitude du climat d'une grande partie de l'Australie Méridionale avec celui de la 

zone méditerranéenne surtout au niveau des pluies hivernales 

les espèces australiennes utilisées dans 1' assolement sont d'origine 

méditerranéenne. 

Ainsi, plusieurs programmes de recherche ont été lancés dans les zones 

méditerranéennes en vue d'améliorer la productivité des plantes et surtout des cultures 

fourragères. Les premiers essais ont été effectués en Tunisie et en Algérie. En Tunisie, 

Doolette (1976) a étudié des cultivars australiens de Medicago truncatula alors que Saunders 

(1976) a utilisé des écotypes locaux de médics pour les adapter au froid en Algérie. Bien que 

ces deux auteurs ait attiré l'attention sur l'utilisation de luzernes annuelles, aucun de ces 

projets n'a abouti à la diffusion commerciale de médics (Medicago annuelles). 

En Libye, un projet basé sur 1' expérience australienne pour la IlllSe en valeur de 

100000 hectares a rencontré des difficultés liées à la taille considérable des surfaces visées 

(Halse, 1993). Toutefois, ce projet a réussi à établir des pâtures de luzerne dans une surface de 

45000 hectares répartis sur 9 sites recevant des précipitations annuelles de 130 à 250 mm. Le 

projet jordanien, qui a duré 8 ans, avait pour but d'introduire, dans la phase jachère d'un 

assolement céréale-jachère, des pâtures de luzernes annuelles capables de se régénérer. Ce 

projet a rencontré des problèmes au niveau de l'adaptation des cultivars australiens. 

Cependant, il a montré la possibilité d'utiliser des cultivars locaux tels que M. rigidula et M. 

rotata qui ont présenté une bonne adaptation aux conditions du pays (Halse, 1993). Des 

projets similaires ont été initiés en Iraq (Halse et Trevenen, 1985), Syrie, Jordanie, Iran et 

Turquie (Halse, 1993). Dans chacun de ces pays, l'application de l'expérience australienne a 

rencontré des difficultés liées aux pratiques culturales prédominantes, ne facilitant pas 

l'introduction de nouvelles pratiques et cultures innovantes. 

Les difficultés qui empêchent la réussite du "Ley Farming System" dans le bassin 

méditerranéen résident dans les difficultés socio-économiques rencontrées dans les zones 

favorables (les principales zones de production agricole). Dans les zones marginales 
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(essentiellement l'arrière-pays), la faible nodulation et la mauvaise adaptation des 

variétés australiennes introduites constituent les contraintes principales. 

Dans le but de surmonter ces difficultés socio-économiques, un projet international a 

été mis en place à l'ICARDA (Centre international de recherches agricoles dans les régions 

arides) situé à Tel Hadya près d'Alep en Syrie. Les chercheurs de l'ICARDA ont agi à 3 

niveaux: écologique, agronomique et sociologique (Cocks, 1993). L'approche écologique 

consiste à réunir une collection de semences des plantes « Germplasm Collection » utilisables 

en "Ley Farrning System". Dans ce but, la flore légumineuse a été collectée et les espèces ont 

été cultivées en rotation pour déterminer celles capables de réussir. Les cultivars seront ainsi 

adaptés aux conditions environnementales et au système de Ley-Farrning. Au niveau 

agronomique, ce projet vise à améliorer la productivité de troupeaux et des céréales. Le point 

principal de cette approche est d'utiliser des intrants à faible coût: fixation biologique d'azote 

et pâtures auto-régénérantes. La troisième approche du projet de l'ICARDA ambitionne de 

construire des relations entre les scientifiques et les paysans grâce aux centres nationaux de 

recherches et expérimentateurs des pays concernés. 

3.3. Introduction des luzernes annuelles en assolement avec les graminées 

Le genre Medicago comprend environ 55 espèces annuelles et pérennes qui poussent 

naturellement dans les régions méditerranéennes. Les luzernes annuelles sont des plantes 

vivaces, leurs tiges portent des feuilles trifoliées à folioles finement dentées au sommet. La 

longueur des folioles est de l'ordre de 10 à 45 mm et la largeur est de 3 à 10 mm. 

L'inflorescence de la luzerne est en grappes ovales ou rondes de 4 à 40 fleurs. Ces fleurs sont 

le plus souvent violettes ou pourpres mais elles peuvent être de couleur jaune, blanche ou 

bleue. Les bourgeons à fleur commencent à sortir entre le sixième et le quatorzième nœud. 

3.3.1. Les luzernes annuelles : Abondance et écologie 

La répartition écologique des espèces de luzerne est liée principalement à la 

pluviométrie, 1' altitude et la texture du sol (Zoghlarni et al., 1996). La fluctuation de la 

pluviométrie au cours des années dans les régions méditerranéennes induit une variabilité 

climatique, ce qui favorise la présence des luzernes annuelles. Les médics, en général, se 

trouvent dans des situations ouvertes comme les prairies, pâturages, et jachères et rarement 

dans les forêts. La distribution des luzernes annuelles et pérennes dans ces régions est illustrée 
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Fig. 1.1. Abondance naturelle des espèces de Medicago spp. en Afrique du Nord, Europe et 

Asie (d'après Reid et al., 1993). 
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en Figure 1.1. Les espèces de luzernes annuelles les plus abondantes sont Medicago rotata, M. 

noeana, M. truncatula, M. polynwrpha, M. aculeata et M. rigidula. Nous nous sommes 

intéressés particulièrement aux deux dernières espèces qui sont décrites ci-dessous : 

1. Medicago aculeata (Gaerth.) : cette espèce (Fig. 1.2) est divisée en deux variétés 

selon la présence et l'absence d'épines. L'écotype M. aculeata 80 présente des gousses 

épineuses alors que les gousses de M. aculeata 5099 n'en portent pas. M. aculeata abonde 

essentiellement en Afrique du Nord et dans l'ouest de la Méditerranée. Elle pousse sur des 

sols argilo-limoneux ayant un pH supérieur à 7 (Reid et al., 1993). Elle est plutôt rare dans les 

pays situés au nord de la Méditerranée telles que la moitié nord de l'Espagne, la France et la 

Grèce (Prosperi et al., 1991). Cette espèce est considérée comme la meilleure espèce capable 

de remplacer les espèces australiennes (de haute performance) étant donné sa tolérance au 

froid (Webber, 1993). Néanmoins, elle nécessite la présence de Sinorhizobium spécifique pour 

donner une production satisfaisante (Bounejmate et al., 1992). Les écotypes de M. aculeata 

utilisés clans cette étude sont l'écotype 80, provenant de l'Algérie, et l'écotype 5099, 

originaire de Tafila, Jordanie. Ces deux écotypes sont tolérants au froid mais le dernier 

nécessite la présence de souches spécifiques et efficientes de Sinorhizobium dans le sol. Nous 

avons choisi les écotypes M. aculeata 80 et M. aculeata 5099 parce qu'ils ont montré une 

performance prometteuse lors d'un essai préliminaire si l'on apporte le Sinorhizobium 

spécifique (Obaton et al., 1996). 

2. Medicago rigidula (L) AIL : espèce de taille moyenne, généralement velue (Fig. 

1.3). Les gousses sont ovoïdes à cylindriques, dures, épineuses, de 8 à 10 mm de diamètre 

avec 4 à 7 spires jointives. Le poids de 1000 graines est de l'ordre de 4 grammes. Elle se 

reconnaît facilement car c'est une des seules espèces dont les gousses sont entièrement 

recouvertes de poils. Cette espèce pousse préférentiellement dans les pays de la partie 

occidentale de la Méditerranée clans les sols calcaires présentant un pH supérieur à 8. 

Plusieurs chercheurs ont rapporté que c'est une espèce tolérante au froid (Abdelguerfi et al., 

1988) et bien adaptée aux conditions méditerranéennes (Francis et Katznelson, 1977 ; Cocks 

et Ehrman, 1987). Cependant, le degré de tolérance au froid n'est pas identique chez tous les 

écotypes de cette espèce. A titre d'exemple, l'écotype 716 provenant de la Syrie (Jisr El

Shoghour) est tolérant au froid alors que l'écotype 1919 originaire de Tripoli, Liban est moins 

tolérant aux basses températures (Abd El-Moneim et Cocks, 1986). 
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Fig. 1.2. Medicago aculeata. 
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3.3.2. Intérêt agro-économique 

Les luzernes annuelles sont des plantes fourragères à fort potentiel nutritif, riches en 

protéines (10% dans les parties aériennes sèches et 20% dans les graines), en minéraux et en 

vitamines. On les utilise comme pâturage, et sous forme d'ensilage et de fourrage pour les 

bovins et les moutons. Ces plantes sont capables de s'adapter à des conditions climatiques très 

différentes. D'autre part, ces espèces sont sensibles à l'acidité (Peoples et al., 1998) et bien 

adaptées aux sols alcalins prédominants dans le bassin méditerranéen (Nazari-Dashilbrown, 

1993). La présence, sur les racines, de nodosités contenant des bactéries symbiotiques 

capables de fixer 1' azote atmosphérique rend ces plantes très peu dépendantes de la fourniture 

d'engrais azotés. Pour la même raison, après la culture de la luzerne, le sol se trouve enrichi 

en matière azotée dont pourra bénéficier la culture suivante. 

Les semences de luzernes annuelles sont majoritairement dures. Cette dormance 

(vernalisation) permet au peuplement de se reconstituer en dépit d'accidents climatiques (gels, 

sécheresse) et d'assurer la gestion du pâturage. 

L'introduction des luzernes annuelles en assolement avec les céréales présente 

plusieurs intérêts agronomiques détaillés ci-dessous : 

3.3.2.1. Production de fourrages 

L'utilisation de la luzerne annuelle avec l'objectif de concevoir des systèmes de 

culture plus intensifs contribue à satisfaire les besoins de 1' élevage (Zoghlami et al., 1996). La 

production de matière sèche par les médics est supérieure à d'autres légumineuses 

fourragères. Dans une revue bibliographique, Peoples et al. (1995) ont comparé la production 

de matière sèche chez 3 espèces fourragères : Medicago littoralis, Trifolium repens et 

Trifoliwn subterraneum, cultivées chacune en association avec d'autres espèces pâturées. 

Avec un apport de 50 kg N ha-1
, M. littoralis produit 9,9 tonnes MS ha-1 contre 6 tonnes ha-1 

pour T. subterranewn et 3,4 tonnes ha- 1 pour T. repens. La production assurée par M. littoralis 

représente 29% de la production fourragère totale de sa pâture, contre 24% pour T. 

subterraneum et 22% pour T. repens. Dans un essai effectué sur plusieurs sites en Syrie, 

Cocks et al. (1993) ont illustré qu'une pâture de médics a produit 6 à 8 t MS ha- 1 an-1 en 

1986/1987. Le rendement a atteint 9 à 10 t MS ha-1 an- 1 pendant une année plus humide. 
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Des différences inter-variétales existent au niveau de la production fourragère. 

Papastilianou ( 1993) a montré que la quantité de matière sèche produite au stade formation de 

gousses par une culture de luzerne annuelle à Chypre (précipitation de 200-260 mm) varie 

entre 4600 et 7500 kg ha-1 selon la variété et la souche bactérienne. Pour M. rigidula, cette 

quantité est comprise entre 5000 et 6000 kg ha-1 (Papastilianou, 1993), ce qui présente une 

quantité de fourrage intéressante. 

3.3.2.2. Enrichissement du sol en azote 

Un autre avantage représenté par la luzerne est l'amélioration des propriétés du sol. 

D'une part, elle limite l'érosion et, d'autre part, elle contribue à l'enrichissement du pool 

d'azote du sol grâce à l'association avec Sinorhizobium. Papastilianou (1987) a montré qu'une 

culture de luzerne annuelle à Chypre apporte au sol entre 80 et 101 Kg N ha-1 an-1
• Toutefois, 

cette quantité est variable car elle est fonction de différents facteurs tels que l'efficacité de 

1' association luzeme-Sinorhizobium, la température, les précipitations et le type du sol 

(Papastilianou, 1993). Ainsi, en absence d'apport azoté, Butler (1988) a rapporté que la 

quantité d'azote fixée par une culture de Medicago littoralis en Australie Méridionale à climat 

méditerranéen a atteint 102 kg N ha- 1 an- 1
. Lorsque la quantité d'azote apportée passe à 50 kg 

N ha- 1
, cette culture ne fixe que 52 kg N ha- 1

. La fixation symbiotique d'azote réalisée par 

1' activité des nodosités associées aux légumineuses, représente donc un intérêt agronomique 

et environnemental en réduisant l'apport d'engrais chimiques au sol ce qui réduit les coûts de 

production et également diminue les risques de lessivage des nitrates (ce qui limite les 

problèmes de pollution des nappes phréatiques)_ 

L'amélioration de la teneur du sol en azote se reflète sur la culture suivante. 

Papastilianou (1987) à Chypre a constaté qu'après une culture de luzerne annuelle, le 

rendement de l'orge en grains est de l'ordre de 3,9 tonnes ha-1 contre 1,6 tonnes ha-1 si l'orge 

est cultivé après orge et 1,0 tonnes ha-1 dans le cas d'une culture d'orge après ray-grass. La 

performance de l'orge est meilleure après une Medicago qu'après d'autres légumineuses 

comme le pois-chiche (Papastilianou, 1987)_ 
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3.3.2.3. Mise en valeur de la jachère 

La jachère sous différentes formes (nue, verte et herbeuse) est une nécessité à laquelle 

ont recours les agricultures des zones semi-arides et arides pour équilibrer biologiquement 

leur système de production. 

La jachère herbeuse dans les pays du bassin méditerranéen est pratiquée dans les zones 

recevant une précipitation aux alentours de 300 mm par an. Bien que cette jachère fournisse 

une pâture à faible coût (Jaritz, 1982), elle consomme l'eau et les éléments nutritifs du sol et 

favorise la prolifération des mauvaises herbes au détriment de la sole de céréale suivante 

(Gintzburger, 1994). Abdelguerfi (1993) a montré que la culture de la luzerne annuelle dans 

les terrains non utilisés pour les céréales peut augmenter la production en fourrages et assurer 

ensuite la conservation de ces sols. L'utilisation raisonnée des luzernes sur les jachères 

permettrait d'augmenter sensiblement le rendement des céréales en rotation grâce à 

1' augmentation de la fertilité azotée du sol. Par conséquent, le remplacement des jachères par 

la culture de luzerne se traduit par une augmentation de la production animale, un 

prolongement de la durée de pâturage, une diminution de coût d'opérations agricoles, une 

réduction de l'érosion du sol, une augmentation de la teneur en matière organique et une 

amélioration de la structure du sol (Riveras et al., 1993). 

4. Contraintes face à l'expansion des surfaces cultivées en luzerne annuelle 

dans le bassin méditerranéen 

Nous avons déjà souligné les difficultés que rencontre la culture des luzernes annuelles 

en assolement avec les céréales. Parmi ces difficultés, nous nous intéressons particulièrement 

aux problèmes liés à l'adaptation des variétés australiennes introduites et à la nodulation des 

variétés locales. 

4.1. Faible adaptation des variétés introduites 

Lors de l'introduction du "Ley Farming System" en Afrique du Nord, le choix de 

variétés de céréales ne posait pas de problème (Maatougi, 1993). Par contre, le choix de 

cultivars de médics se limitait aux disponibilités commerciales australiennes en semences. Au 

moment de l'application du système "Ley Farming", les surfaces destinées aux médics dans 

l'ouest de l'Algérie ont été de 15000 hectares en 1973 (Maatougui, 1993). Il ne restait de cette 

surface en 1978 qu'un peu plus de 5300 ha avant que ces pâtures de médics ne disparaissent 
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complètement en 1980. Ce système étant trop complexe pour les paysans algériens étant 

donné qu'il nécessitait la gestion de deux systèmes de production intégrés, céréales et 

troupeaux (Maatougi, 1993). 

En dehors de facteurs strictement socio-économiques dans les zones climatiquement 

favorables de production, les cultivars utilisés souffraient des hivers rigoureux sur les steppes 

nord-africaines (Maatougui, 1993). L'utilisation principale sur de très grandes surfaces des 

cultivars australiens Jemalong (M. truncatula) et Robinson (M. scutellata) sur les Hauts

Plateaux algériens devait contribuer au rejet de ce système de Ley Farming (Maatougui, 

1993). Des études écologiques et agronomiques ultérieures devaient confirmer la faible 

résistance au froid des cultivars Jemalong et Robinson, et de l'ensemble des cultivars 

australiens introduits et développés pour des hivers doux (Prosperi et al., 1989; Zoghlami et 

al., 1996). 

4.2. Faible nodulation des variétés locales 

L'inefficacité de la nodulation constitue la contrainte majeure affectant 1' établissement 

de l'association légumineuse-Sinorhizobium dans les zones méditerranéennes (Materon et 

Cocks, 1988). Ceci est dû au fait que les Medicago annuelles sont très spécifiques en ce qui 

concerne les souches de Sinorhizobium capable de former des nodosités. Il est fréquent qu'une 

Medicago introduite dans un nouveau sol ne rencontre que des populations de Sinorhizobium 

meliloti inefficients ou faiblement efficients. Il ne se forme que des nodosités petites qui ne 

fixent pas ou peu 1' azote atmosphérique. Les luzernes annuelles ne peuvent exprimer leur 

potentiel qu'en présence des souches de S. meliloti compatibles et capables de former des 

nodosités efficientes (Materon, 1993), donc dans le cas de ces sols l'inoculation devient 

possible. Pour étudier les caractéristiques symbiotiques et la spécificité des souches 

bactériennes, ce même auteur a conduit des expérimentations avec 247 souches de 

Sinorhizobium meliloti isolées de différents sols arables de différents pays de 1' ouest d'Asie et 

sur 6 espèces de Medicago. Selon la qualité des nodosités et la vigueur des plantes, les 

souches bactériennes ont été classées en trois groupes : hautement efficientes, partiellement 

efficientes, inefficientes et pas de nodulation. La proportion de souches inefficientes de 

Sinorhizobiwn meliloti dans les sols syriens, jordaniens et turcs est supérieure à celle observée 

au Liban et à Chypre. Pour M. rigidula, la proportion de ces souches dans les sols jordaniens 

est de 1 'ordre de 70 à 80% du nombre total des souches par rapport à moins de 20% à Chypre. 
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Cependant, des souches efficientes de S. meliloti pour chacune des 6 espèces de Medicago ont 

été trouvées dans les cinq pays et ont déjà montré une performance satisfaisante au champ. Il a 

conclu qu'il est pertinent d'inoculer les semences de luzerne annuelles avec les souches 

compatibles (et capables de remplacer les souches indigènes) au semis pour assurer une 

nodulation efficiente et un bon établissement des pâtures. 

Papastylianou (1987) a constaté que la proportion d'azote provenant de la fixation est 

relativement faible (50 à 70% de l'azote total). Ceci indique qu'il est probablement encore 

possible d'augmenter cette proportion par l'amélioration de l'efficacité du processus de 

fixation via la sélection des souches de Sinorhizobium mieux adaptées aux conditions 

climatiques de la région méditerranéenne. 

4.3. Effet des basses températures sur la croissance des plantes, la formation des 

nodosités et la fixation d'azote 

L'effet des basses températures n'a pas été beaucoup étudié chez les luzernes 

annuelles. Ainsi, en plus des résultats concernant les luzernes annuelles, nous utiliserons des 

données obtenues chez d'autres légumineuses. 

Le froid affecte toutes les activités du végétal. Prosperi (1993) a montré que le gel 

détruit les feuilles et les tiges des médics conduisant à une réduction de la surface foliaire 

photosynthétique, ce qui affecte la croissance de la plante. Les basses températures affectent 

la plante à tous ses stades de développement de la germination jusqu'à la maturité. Alors que 

la germination peut se faire à des températures comprises entre 1 oc et 37°C, elle est beaucoup 

plus rapide à 37°C par rapport à 1 oc (Plancquaert, 1968). 

L'effet du froid sur les plantes dépend de la durée d'exposition de celles-ci aux basses 

températures et de l'état hydrique du sol (Dart et Day, 1971 ; Paquin et al., 1987). Les basses 

températures inhibent la croissance de la plante et augmentent la durée nécessaire pour 

accumuler la matière sèche. En revanche, elles ne réduisent pas forcement la capacité des 

plantes à prélever les éléments minéraux du sol et les transporter afin de s'en servir quand la 

plante rencontre à nouveau des conditions favorables (Bigot et Boucaud, 1994). 
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Les basses températures entraînent des changements dans le flux d'eau provenant des 

racines (Macduff et al., 1989). D'autre part, la physiologie du végétal est modifiée par le 

froid. Une réduction remarquable de la quantité des protéines est détectée chez les plantes 

cultivées aux basses températures par rapport à celles qui se sont développées à une 

température de 25°C (Smith, 1970). 

La température de la zone autour des racines (la rhizosphère) affecte plusieurs 

processus de la symbiose Sinorhizobium-légumineuse (Lie, 1974). L'effet de la température 

de la rhizosphère sur la symbiose est complexe et varie selon la plante hôte, les cultivars de 

chaque espèce et les souches de Sinorhizobium (Bowen et Kennedy, 1959; Pate, 1961 ; Lie, 

1971). En affectant la photosynthèse et la nodulation des racines, les basses températures 

affectent la fixation d'azote. Toutefois, tous les paramètres jouant sur la fixation d'azote n'ont 

pas la même température limite (Dart et Day, 1971). Les nodules nécessitent des températures 

comprises entre 7 et 15°C pour se développer (Gibson, 1977). L'activité de la nitrogénase 

existe encore à des températures inférieures à 5°C, bien qu'elle subisse une réduction à ces 

basses températures (Obaton et al., 1996). Il est maintenant admis que la demande en azote 

des parties aériennes régule l'activité nitrogénase en situation de contrainte (Hartwig et al., 

1994); ainsi, une réduction de croissance de la plante peut exercer un rétro-contrôle sur la 

fixation via une réduction de la demande en azote. 

D'après la littérature, l'étape particulièrement sensible aux basses températures (8-

100C) est la pénétration de Sinorhizobium dans la racine et la formation de tissus bactériens 

(Lindemann et Ham, 1979; Mathews et Hayes, 1982; Walsh et Layzell, 1986 ; Lynch et 

Smith, 1993). Dans une revue bibliographique traitant l'effet des conditions 

environnementales sur la symbiose légumineuse-Sinorhizobium, Gibson (1971) a rapporté que 

les basses températures retardent l'infection des poils absorbants plus que la formation des 

nodosités, leur développement ou l'assimilation d'azote. La température limite pour que 

l'infection des racines par le Sinorhizobium se déroule est de 7°C (Gibson, 1977). En 

conditions contrôlées, l'infection des plantes de soja (Glycine max) par Bradyrhizobium 

japonicum a été retardée d'un jour lorsque la température de la rhizosphère est de 17,5°C par 

rapport à une température de 25°C (Zhang et Smith, 1994). Cet effet des basses températures 

devient plus fort en baissant la température jusqu'à 15°C, ce qui provoque un retard 

supplémentaire de 2 jours de l'infection. Des résultats similaires sur le soja et d'autres 
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légumineuses des régions sub-tropicales montrent que les basses températures de la 

rhizosphère réduisent la formation des nodosités et leur fonctionnement (Jones et Tisdale, 

1921 ; Hardy et al., 1968 ; Roughley et Date, 1986). La chute de la température de 25°C à 

10°C réduit la croissance des nodosités et la fixation d'azote (par plante) chez le soja suite à 

l'inhibition de l'infection et de la formation des nodosités (Mathews et Hayes, 1982). Encore 

chez le soja, Lynch et Smith (1993) ont observé qu'une température de 15°C restreint 

l'infection et le développement des nodosités retardant ainsi le démarrage de la fixation 

d'azote jusqu'au 4e au 6e semaines après l'inoculation au lieu de 2 semaines à 25°C. Ce retard 

de développement des nodosités à 10°C se reflète sur la fixation d'azote qui ne représente que 

9% de celle observée à 25°C à 6 semaine après l'inoculation. De même, Zhang et al. (1995) 

ont rapporté chez le soja que pour des températures comprises entre 25 et 17°C, la baisse de 

température d'un degré induit un retard du démarrage de la fixation d'azote de l'ordre de 2,5 

jours. En dessous de l7°C, la baisse d'un degré retarde la fixation d'azote de 7 jours. Ces 

derniers auteurs en concluent que l'infection et le développement des nodosités sont sensibles 

à la baisse de la température au point que l'exposition du végétal à une température de 19°C 

au lieu de 21 oc pendant quelques jours ralentit la fixation d'azote et réduit l'accumulation 

d'azote et la croissance des plantes. 

Cet effet du froid sur l'infection et la formation des nodosités se répercute sur la 

fixation d'azote. Lynch et Smith (1993) ont montré qu'une exposition des plantes de soja à 

15°C après 1' inoculation retarde la fixation de 4 à 5 semaines et réduit la teneur en azote total 

de la matière sèche des plantes par rapport à une température de 25°C. De plus, les basses 

températures affectent aussi la formation des nodosités en réduisant la différentiation des 

bactéroïdes, bien que la masse des nodosités soit plus importante à 10°C qu'à 18°C chez le 

soja (Fyson et Sprent, 1982). En effet, les nodosités de grande taille formées à 10°C seront 

capables de fixer l'azote deux fois plus vite que celles formées à 18°C, ce qui permet 

d'obtenir des nodosités qui ont un grand potentiel à fixer l'azote dès que le sol se réchauffe au 

printemps (Fyson et Sprent, 1982). 

Le froid a un incidence sur d'autres paramètres importants pour la fixation d'azote. 

Roughley et Dart (1970) ont rapporté que les basses températures affectent le nombre et la 

distribution de nodosités sur les racines secondaires. Les nodosités formées à 7°C sont moins 
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nombreuses que celles formées à 18°C et il existe très peu de nodosités sur les racines 

secondaires à 7°C. 

Les études menées en laboratoire jusqu'à maintenant se sont rarement intéressées à la 

croissance de la légumineuse inoculée, à la vitesse de formation des nodules ou à 1' efficience 

de la fixation de l'azote en conditions de basses températures. Ces études se sont 

généralement déroulées sous températures optimales (20 à 30°C) favorisant la réponse de la 

nitrogénase (Hoglund, 1979). Ces dernières températures sont très supérieures à celles des 

sols en période hivernale froide lorsque les légumineuses fourragères et pastorales se 

développent. 

L'effet des basses températures sur la symbiose varie selon l'état hydrique du sol et la 

disponibilité en éléments minéraux. Hatch et Macduff (1991) ont montré que la fixation 

d'azote est moins sensible aux basses températures en présence de faibles concentrations 

d'azote combiné dans le sol. 

5. Amélioration de la croissance des luzernes annuelles en zones 

méditerranéennes 

Alors que les conditions climatiques ne peuvent pas être modifiées, il est en revanche 

possible d'intervenir au niveau des associations luzerne-Sinorhizobium pour limiter les effets 

négatifs des conditions climatiques sur la luzerne annuelle. La sélection des cultivars 

(Papastylianou, 1987), des souches (Nautiyal, 1997) ou des deux partenaires de la symbiose 

(Webber, 1993) capables de tolérer des conditions défavorables reste la meilleure approche 

pour surmonter les contraintes environnementales, assurer une bonne fixation d'azote sous ces 

conditions (Herridge et al., 1994) et ainsi favoriser la croissance de la plante. 

5.1. Sélection des cultivars de luzernes annuelles adaptés aux basses températures 

Les difficultés rencontrées lors de 1' introduction des variétés de luzernes annuelles 

australiennes ont encouragé les auteurs à trouver des espèces locales présentant une meilleure 

adaptation aux conditions climatiques prédominantes dans les arrière-pays de la zone 

méditerranéenne. Les travaux de Cocks et Ehrman (1987) ont permis alors d'identifier des 

médics (M. rigidula et M. rotata) spécifiquement originaires des zones froides du Moyen 

Orient et d'en confirmer l'utilisation fourragère potentielle dans la rotation céréale-médics en 

29 



1. Synthèse bibliographique 

Syrie (Abd El-Moneirn et Cocks, 1986). Pour l'Afrique du Nord, des collectes de M. rigidula 

jusqu'à 1800 rn d'altitude confirment la résistance potentielle au froid de cette espèce 

(Abdelguerfi et al., 1988) au Maroc et en Algérie. De même, des collectes de légumineuses 

annuelles au Maroc ont montré la présence de M. aculeata Gaerth. jusqu'à 2200 rn d'altitude 

(Crerner-Bach, 1991). 

D'autre part, le choix de cultivars affecte les contributions potentielles de la fixation à 

la nutrition azotée des systèmes de cultures (Wani et al., 1995). Les différentes lignées d'une 

espèce montrent des capacités de fixation d'azote très différentes même si elles ont les mêmes 

conditions de culture (Herridge et al., 1990; Hardarson et al., 1993). En effet, la quantité 

d'azote fixé par le cultivar Azufrado de fève est de l'ordre de 70 kg N ha-1 contre 25 kg N ha-1 

pour le cultivar Fior de Mayo (Hardarson et al., 1993). La proportion d'azote provenant de la 

fixation est de 50 et 20% pour les deux cultivars respectivement. Dans une revue 

bibliographique, Peoples et al. (1995) ont traité les paramètres capables de jouer sur la 

fixation d'azote. Ces auteurs proposent des stratégies pour augmenter la proportion d'azote 

provenant de la fixation biologique d'azote en jouant sur les souches bactériennes, les 

cultivars et les paramètres du sol. 

5.2. Sélection des souches de Sinorhizobium spécifiques et adaptées au climat local 

Les résultats obtenus sur les luzernes annuelles montrent que la compétition entre 

souches de Sinorh izobium est influencée par le génotype des espèces végétales. En effet, 

celui-ci conduit à la production d'exsudats racinaires qui ne seront hydrolysables que par les 

souches bactériennes spécifiques (Rome, 1996), ce qui favorise l'infection des racines par ces 

souches. Le développement des nodosités fixatrices d'azote chez les légumineuses implique 

une série d'interactions complexes entre la bactérie et la racine hôte (Stacey et al., 1995). Les 

légumineuses synthétisent des composés phénoliques identifiés par les rhizobactéries (Peters 

et Verma, 1990). L'échange précis de signaux moléculaires entre le Sinorhizobium et la plante 

hôte est essentiel pour le développement des nodosités efficientes (Verma, 1992). 

Materon et Cocks (1988) ont identifié des souches natives de Sinorhizobium aptes à 

former des nodosités efficientes pour différentes variétés de luzerne. Un exemple qui montre 

l'importance de la spécificité des souches bactériennes est donné par Papastilianou (1993). 

Cet auteur a observé que la matière sèche produite par une culture de luzerne au stade de 
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formation de gousses varie entre 5000 et 6000 kg ha-1 pour deux souches différentes de 

Sinorhizobium. 

Il existe d'autres facteurs du milieu qui affectent 1' adaptation et 1' efficience des 

souches de Sinorhizobium. Ledgard et Steele (1992) ont constaté que le déficit hydrique réduit 

la fixation symbiotique de 1' azote en altérant directement la structure fine des nodosités. 

L'origine de la souche isolée et utilisée comme inoculant joue un rôle important dans 

l'adaptation aux conditions climatiques. Ek-Jandér et Fâhraeus (1971) ont constaté que les 

souches de R. tr{folii isolées des régions froides (Nord de la Scandinavie) présentent une 

meilleure adaptation aux basses températures par rapport à celles isolées des régions plus au 

sud. Par rapport à celles du Sud, les souches provenant du Nord croissent plus vite, nodulent 

les plantes hôtes plus tôt et présentent une réduction de l'acétylène plus importante à une 

température de fonctionnement de 10°C. 

6. Conclusions et objectifs de recherche 

Les arrières pays du bassin méditerranéen sont caractérisés par des étés chauds et secs 

et des hivers froids et pluvieux. Dans ces zones à climat continental, les basses températures 

deviennent le facteur limitant pour la croissance des plantes fourragères induisant ainsi un 

déficit dans les ressources fourragères pendant la période froide, de novembre jusqu'en mars. 

En se basant sur le Ley Farrning System développé en Australie, des projets ont été élaborés 

pour introduire des cultivars de médics en assolement avec les céréales. Ces projets ont 

échoué dans les zones à conditions climatiques favorables à cause des difficultés 

socioéconomiques rencontrées. De plus, dans les zones marginales (essentiellement l'arrière

pays), la faible nodulation et la mauvaise adaptation des variétés australiennes introduites 

constituent les contraintes principales. 

L'analyse bibliographique précédente montre la nécessité de trouver des associations 

luzeme-Sinorhizobium tolérantes aux basses températures afin de prolonger la durée de 

pâturage pendant la saison froide. La sélection des cultivars, des souches ou des deux 

partenaires de la symbiose capables de pousser au froid reste la meilleure approche pour 

réduire l'effet dépressif des basses températures hivernales. Dès le début des années 1970, 

plusieurs programmes de recherche ont été lancés dans les zones méditerranéennes pour 
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améliorer les méthodes utilisées en agriculture dans le but d'augmenter la productivité des 

plantes et surtout des espèces fourragères. Cependant, ces programmes ont été confrontés au 

problème des basses températures hivernales. Ainsi, Obaton et al. (1996) ont suggéré que la 

production de pâtures pendant l'hiver pourrait être augmentée en étudiant les deux partenaires 

de la symbiose luzerne-Sinorhizobium. Ces études préliminaires ont montré que les espèces 

M. aculeata et M. rigidula présentent une certaine tolérance au froid par rapport aux autres 

espèces. Notre travail s'inscrit dans le cadre de ce projet avec pour but d'étudier l'effet 

des basses températures sur la croissance et l'efficience de la fixation d'azote chez 

plusieurs associations luzerne annuelles-Sinorhizobium. Nous avons étudié la fixation 

symbiotique en vue de déterminer si la fixation d'azote peut avoir lieu en hiver et de 

vérifier si cette fixation limite la croissance hivernale de luzernes annuelles, déterminant 

ainsi la performance des associations concernées sous le climat local. Nous avons testé 

plusieurs associations Medicago-Sinorlzizobium en vue de trouver les associations les plus 

performantes en périodes hivernales. 

Nous avons effectué des essais au champ pendant 2 ans sur le site de l'ICARDA à 

Alep (Syrie) représentatifs des conditions climatiques dans les arrière-pays 

méditerranéens. Les données obtenues au champ ont ensuite été complétées et vérifiées 

par l'étude, en conditions contrôlées, du comportement des associations à basses 

températures (9 et 7°C). 
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II. MATERIELS ET METHODES 

Ce travail est constitué de deux parties : la première concerne les expériences menées 

au champ au "Centre international de recherches agronomiques des zones arides" (ICARDA, 

Alep-Syrie) pendant deux saisons, 1997-1998 et 1998-1999. La deuxième partie traite des 

essais en conditions contrôlées effectués au laboratoire "Agronomie et Environnement" de 

l'ENSAIA (Nancy-France). 

1. Etude au champ 

1.1. Mise en place et suivi des expérimentations 

Les expérimentations ont été mises en place respectivement le 6 janvier 1998 et le 20 

janvier 1999, au site de recherches de l'ICARDA à Tel-Hadya (Longitude : 36°56' E, 

latitude : 35°55' N, altitude : 284 rn). Cette région est considérée comme sèche avec des 

précipitations annuelles moyennes de l'ordre de 325 mm (Fig. 2.1). Le climat est chaud et sec 

en été, humide et assez froid en hiver (Abd El-Moneim et Cocks, 1986). Des périodes de gel 

modéré (entre 15 et 30 jours par an) peuvent intervenir sur le site en plein hiver. Le sol du 

champ expérimental est un vertisol (sol argileux à base de montmorillonite) faible en matière 

organique mais bien structuré ayant un pH de 8-8,5 (Ryan et al., 1997). Ses propriétés 

physico-chimiques sont données en Annexe 1. 

1.1.1. Matériel végétal et microbien 

Nous avons choisi deux espèces de Medicago spp., avec deux écotypes de chaque 

espèce. Quatre souches de Sinorhizobium isolées de la région méditerranéenne sont utilisées 

au cours de ce travail afm d'obtenir des associations bien adaptées aux conditions 

prédominantes dans cette région. 

+ Matériel végétal 

Les deux espèces de Medicago sp. utilisées au champ sont Medicago aculeata Gaerth. 

et Medicago rigidula L. Deux écotypes de chaque espèce sont cultivés pendant la première 

année (1998). Il s'agit des écotypes 80 et 5099 de Medicago aculeata et des écotypes 716 et 

1919 de Medicago rigidula. Cependant, nous avons exclu le cultivar M rigidula écotype 1919 
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de l'expérience en 1999, du fait de sa sensibilité aux basses températures; la production de 

biomasse est faible par rapport aux autres écotypes étudiés. 

Dans la suite du travail nous allons défmir les écotypes utilisés par des symboles de la 

manière suivante : 

Variété Eco tYne Symbole 

M aculeata 80 A 

M aculeata 5099 B 

M rigidula 716 R 

M rigidula 1919 D 

+ Matériel microbien 

Pour obtenir les meilleures aptitudes fixatrices, les écotypes utilisés sont inoculés par 

des souches différentes de Sinorhizobium meliloti (Tableau 2.1 ). En 1998, chaque écotype a 

été inoculé par deux souches différentes, alors qu'en 1999 nous avons inoculé chacun des trois 

écotypes par une seule souche de Sinorhizobium, à l'exception de M aculeata écotype 5099 

qui a été inoculé par deux souches différentes. 

La provenance des souches de Sinorhizobium meliloti de la collection de l'ICARDA 

est la suivante : 

M620 : Maroc, 

M508 : Turquie, 

M53: Syrie, 

BZI : Sud de la France (isolée par l'INRA de Montpellier). 

Des essais préliminaires effectués à l'ICARDA ont montré que les trois premières 

souches sont plus efficientes avec les écotypes étudiés. De plus, l'utilisation de la souche BZI 

a été recommandée par l'ICARDA et l'INRA (Communication personnelle de J-C. Cleyet

Marel). 
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Tableau 2.2. Ecotypes et traitements utilisés au champ durant la saison 1998. Les écotypes utilisés sont: A: M aculeata 

écotype 80, B: M aculeata 5099, R: M rigidula écotype 716 et D: M rigidula écotype 1919. Les traitements appliqués 

sont : inoculation (I), fertilisation azotée (F) et témoin non fertilisé non inoculé (T). 

Espèce Eco type 

80 

.s 
~ 
~ ;::s 
(.) 
~ 

~ 

5099 

716 

~ 
~ 
:[r.l 

loo.. 

~ 

1919 

Traitement 

AI 620 

AI 53 

AF 

AT 

BI508 

BI 620 

BF 

BT 

RI 53 

RIBZI 

RF 

RT 

DI 53 

DIBZI 

DF 

DT 

Inoculation (souches) 

R. meliloti 620 

R. meliloti 53 

R. meliloti 508 

R. meliloti 620 

R. meliloti 53 

R. meliloti BZI 

R. meliloti 53 

R. meliloti BZI 

Fertilisation (kg N ha-1
) 

90 

90 

90 

90 



Il. Matériels et Méthodes 

Tableau 2.1. Souches utilisées pour inoculer les différents écotypes pour les deux saisons 

(1998 et 1999). 

Souches 

Eco type 1998 1999 

M. acculeata 80 M53 M620 M620 

M. acculeata 5099 M508 M620 M508 M620 

M. rigidula 716 M53 BZI BZI 

M. rigidula 1919 M53 BZI 

1.1.2. Dispositifs expérimentaux au champ 

• Expérimentation N°l (1998) : 

Dans cette expérience nous avons étudié deux facteurs: l'écotype de luzerne et la 

source d'azote (inoculation, fertilisation azotée). Tous les écotypes et traitements sont 

présentés dans le Tableau 2.2. 

-Au niveau des plantes, nous avons utilisé quatre écotypes : Medicago aculeata 80, M. 

aculeata 5099, M. rigidula 716 et M. rigidula 1919 représentés respectivement par les lettres 

A, B, RetD. 

- Au mveau de la source d'azote pour chaque écotype, les modalités sont les 

suivantes : Inoculation (I) par 2 souches différentes de Sinorhizobium, Fertilisation (F) avec 

un apport de 90 kg d'azote en plus du traitement Témoin (T). 

Eléments statistiques : 4 écotypes x 4 sources de nutrition azotée x 4 répétitions par 

traitement, soit 64 parcelles, et en plus 4 parcelles d'orge (plante de référence pour 15N), soit 

68 parcelles au total. La présence des parcelles d'orge sera explicitée plus loin (Utilisation de 

1sN). 

• Expérimentation N°2 (1999) : 

Le nombre de facteurs étudiés est de 2: l'écotype de luzerne et la source d'azote. 

Au niveau des plantes : 3 écotypes sont mis en œuvre : A, B et R (Tableau 2.3). 
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Tableau 2.3. Ecotypes et traitements utilisés au champ durant la saison 1999. Les écotypes utilisés sont: A: M aculeata 

écotype 80, B: M aculeata 5099 et R: M rigidula écotype 716. Les traitements appliqués sont: inoculation (1), 

fertilisation azotée (F) et témoin non fertilisé non inoculé (T). 

Espèce Eco type Traitement Inoculation (souches) Fertilisation (kg N ha-1
) 

AI 620 R. meliloti 620 

80 AF 90 

~ 
AT 

~ 
~ 
~ 

~ 
BI 508 

~ 
R. meliloti 508 

5099 
BI 620 R. meliloti 620 

BF 90 

BT 

~ RIBZI R. meliloti BZI 
~ 
"8<J 716 RF 90 ·-.... 
~ RT 
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Au niveau de la source d'azote pour chaque écotype: inoculation avec une souche 

de Sinorhizobium (l) + 1 modalité fertilisée (F) + 1 modalité témoin (T). 

Eléments statistiques : 3 écotypes x 3 modalités de nutrition azotée x 5 répétitions 

par traitement, soit 45 parcelles, et en plus 5 parcelles correspondant à 

l'inoculation de M. aculeata 5099 avec une deuxième souche+ 5 parcelles d'orge 

=55 parcelles au total. 

Pour les deux essais, les parcelles sont réparties selon un plan expérimental en split

plot (Annexes 2 et 3). 

Toutes les parcelles expérimentales ont été récoltées et les résultats exploités. 

Cependant, nous ne présenterons pas tous les résultats pour faciliter la comparaison entre les 2 

années étudiées. En effet, nous avons simplifié le protocole en 2è année. L'écotype M. 

rigidula 1919 (D) à comportement intermédiaire a été éliminé lors de la deuxième année. 

Nous avons conservé des associations médics-souches à comportements contrastés. De même, 

les résultats concernant la souche bactérienne M53, et l'association M. aculeata 5099 x M620 

(pendant les deux saisons) ne seront pas présentés car leurs performances ont été faibles. 

1.1.3. Conduite des parcelles expérimentales 

Nous avons choisi des parcelles n'ayant pas été cultivées avec des légumineuses 

depuis 10 ans au moins. Après avoir an·aché les mauvaises herbes manuellement, deux 

labours ont été effectués, le premier est profond alors que le second est superficiel pour bien 

aérer le sol. Un apport de P20 5 de 50 kg ha-1 a été réalisé. Puis, le sol a été traité au 

Carbofuran® avant l'ensemencement afin de contrôler les sitones. Une fois le champ préparé, 

il a été divisé en blocs (Fig. 2.2). Les rangs de semis sont espacés de 17,5 cm. 

1.1.4. Mise en culture et application des traitements 

La luzerne est semée manuellement et nous avons fait en sorte que la densité des 

plantes de chaque écotype soit de l'ordre de 250 plantes m-2
. La quantité de semence utilisée 

par hectare varie entre 15 et 20 kg selon le poids des graines de chaque écotype. Des parcelles 

de 2 x 8 rn sont disposées en 4 et 5 blocs en split-plot en 1998 et 1999, respectivement 

(Annexes 2 et 3). Il existe deux sous-blocs au sein de chaque bloc. Le premier contient les 

écotypes inoculés, les témoins et l'orge alors que le deuxième est dédié aux plantes fertilisées 

37 



'· 

Fig. 2.2. Champ expérimental de 1 ' !CARDA sur le si te de Tel I-Iadya (Syrie) . 



Il. Matériels et Méthodes 

des 4 écotypes afin d'éviter la migration de l'azote vers les parcelles non fertilisées. Une 

distance de 1,75 mètres sépare les parcelles dans chaque sous-bloc afin d'éviter la 

contamination entre les parcelles des plantes inoculées et celles des témoins. La répartition 

des écotypes au sein de chaque bloc est déterminée aléatoirement. 

Les inoculum de souches sélectionnées sont mélangés avec du terreau (Bezdicek et al., 

1978 ; Smith, 1987) dans un petit sachet, à une concentration de 108 cellules g- 1 terreau. Après 

avoir semé les graines, l'inoculum est mélangé avec de l'eau et l'inoculation des semences de 

chaque écotype est effectuée par arrosage avec la solution de la souche concernée. 

Afin d'éviter leur contamination, les plantes non inoculées sont mises en culture après 

avoir introduit les souches de Sinorhizobium pour les traitements inoculés. Concernant le bloc 

fertilisé, une quantité égale à 90 kg N ha-1 (Sulfate d'Ammonium, 21,2%) a été rajoutée sur 

les parcelles expérimentales en trois apports de 30 kg N ha-1
• Le premier apport a été effectué 

directement après le semis, alors que le deuxième a été appliqué au stade 5-7 feuilles. Le 

troisième apport est réalisé lorsque les plantes présentent 15 à 17 feuilles. Quant au bloc 

témoin, les plantes n'ont pas été inoculées ni fertilisées. 

L'orge a été utilisée comme plante de référence non-fixatrice d'azote étant donnée la 

concordance entre cette espèce et les luzernes annuelles au niveau de leur cycle de végétation 

(Annexe 4). De plus, la profondeur d'enracinement de l'orge est équivalente à celle des 

luzernes annuelles, ce qui permet l'absorption des minéraux dans les mêmes proportions. 

Ainsi, dans chaque bloc, une parcelle est cultivée avec de l'orge (cultivar Arabi Aswad) qui 

est fertilisée à raison de 40 kg N ha-1 afin de permettre une croissance moins limitée par 

1' azote. Cela permet à l'orge d'avoir un rythme de croissance comparable à celui des plantes 

fixatrices d'azote (Chalk, 1985). 

Le sol a été légèrement tassé à la fin du semis des luzernes et de 1' orge pour améliorer 

le contact entre les racines et le sol. 

L'étude de la fixation de l'azote atmosphérique et des techniques utilisées pour 

déterminer la part d'azote provenant de la fixation seront discutées ultérieurement (cf. partie 3 

de ce chapitre). 
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1.2. Croissance et développement des luzernes annuelles 

Pour déterminer le développement de la luzerne en hiver et au printemps, nous avons 

suivi des paramètres biologiques et morphologiques tels que le nombre de jours jusqu'à la 

germination, le nombre de feuilles émises ainsi que le nombre de jours nécessaires pour 

arriver à la floraison et à la fructification. Nous avons également déterminé l'accumulation de 

la matière sèche dans la plante. La surface foliaire à été déterminée à l'aide d'un appareil de 

numérisation (Model LI- 3100, Licor Instruments Corporation, Lincoln, Nebraska, USA). 

Nous avons échantillonné périodiquement (à cinq occasions au cours du cycle de 

croissance) des plantes de luzerne présentes sur une surface de 0,25 m2 afin d'estimer 

1' accumulation de la matière sèche dans les parties aériennes et dans les racines. Cette matière 

sèche est déterminée après un passage à l'étuve à 72°C pendant 48 heures. Les racines ont été 

soigneusement prélevées et nettoyées à l'eau pour étudier les nodosités. 

Pour estimer le système fixateur (nodulation, vitesse d'établissement des nodosités), 

nous avons étudié le nombre de jours jusqu'à la formation de la première nodosité chez les 

plantes inoculées et utilisé une échelle de notation des nodosités (Corbin et al., 1977; Beek et 

al., 1993). Cette échelle (de 0 à 5) prend en compte le nombre de nodosités efficientes (roses), 

leur distribution sur les racines principales et secondaires (Annexe 5). 

1.3. Relevés météorologiques 

Des données météorologiques sont enregistrées quotidiennement par une station 

automatique située sur le domaine de la station de l'ICARDA (Tel-Hadya) à 300 rn des 

parcelles. Les données retenues pour notre étude sont les suivantes : 

• La température minimale et maximale (°C) de 1' air sous abri à 2 rn de hauteur. 

• La température minimale et maximale (0 C) du sol à 10 cm de profondeur. 

• La pluviométrie (mm). 

L'ensemble de ces données est relevé par la station. Selon nos besoins d'interprétation, 

nous avons utilisé les températures moyennes de l'air et du sol à 10 cm de profondeur (niveau 

du sol où sont situées la plupart des nodosités). 
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2. Etude en conditions contrôlées 

Outre les expériences effectuées au champ, nous avons étudié 1' effet des basses 

températures sur les luzernes annuelles en conditions contrôlées pour expliciter les résultats 

obtenus en conditions naturelles. Ainsi, nous avons suivi l'effet de basses températures, 7 et 

9°C respectivement, sur trois écotypes de luzerne cultivés en pots, chacun inoculé par deux 

souches différentes de Sinorhizobium. Nous avons étudié le développement, la production de 

biomasse totale et la fixation symbiotique de 1' azote atmosphérique par ces associations. 

Nous décrirons le matériel et les conditions de culture communs à l'ensemble des deux 

expérimentations effectuées en conditions contrôlées, puis nous détaillerons les aspects 

spécifiques des protocoles suivis en 1998 et 1999. 

2.1. Mise en place de l'expérimentation 

Les étapes effectuées pour les deux expérimentations sont identiques. Cependant, 

quelques différences existent soit au niveau des écotypes utilisés soit concernant les mesures 

réalisées. 

2.1.1. Matériel biologique 

+ Matériel végétal 

Les deux expérimentations ont été conduites en utilisant trois écotypes de luzerne. 

Lors de la première expérience, nous avons comparé les deux écotypes de M. aculeata, 80 et 

5099. Pour la deuxième expérimentation, nous avons cultivé l'écotype 5099 de M. aculeata et 

l'écotype 716 de M. rigidula. Ces trois écotypes de Medicago ont été choisis pour leur 

tolérance au froid. 

+ Souches bactériennes 

Quatre souches de Sinorhizobium meliloti ont été retenues : M53, M620, M508 et BZI 

pour inoculer les trois écotypes de luzerne selon les modalités suivantes : 

Premier essai : 

- M. aculeata écotype 80 inoculé respectivement par les souches M53 et M620 

- M. aculeata écotype 5099 inoculé par les souches M508 et M620 

Deuxième essai : 

- M. aculeata écotype 5099 inoculé par les souches M508 et M620 
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-M. rigidula écotype 716 inoculé par les souches M53 et BZI. 

2.1.2. Prégermination des semences 

Un grand nombre de graines a été choisi pour chaque écotype afin d'obtenir un 

nombre suffisant de plantules aptes à la transplantation (en fonction du pourcentage de 

germination). Les graines utilisées pour le semis sont au préalable scarifiées légèrement à 

1' aide de papier de verre puis stérilisées. La stérilisation commence par un rinçage des 

semences à l'alcool, puis par l'immersion dans une solution de Ca(ClO)z pendant deux 

minutes. Elles subissent ensuite 6 rinçages à 1' eau distillée stérile pendant une minute. 

Trente à 40 semences sont déposées sur une boite gélosée (8 g d'agar-agar L- 1 eau). 

Les graines sont vernalisées à 4°C et incubées à l'obscurité, pendant 12 heures. Pour avoir des 

racines droites et vigoureuses, les boites gélosées sont ensuite retournées et incubées à 25 oc 
pendant 24 à 30 heures selon le taux de croissance. 

2.1.3. Préparation des inoculum 

Les inoculum sont obtenus par croissance de la souche lyophilisée sur un milieu de 

mannitol (10 g L-1
) et d'extrait de levure (0,5 g L- 1

) à l'obscurité pendant 48 heures sur une 

table d'agitation. 

2.1.4. Dispositif de culture 

Expérimentation N°l : Comparaison de deux écotypes de M. aculeata 

L'objectif de cette expérience est d'étudier le comportement des deux écotypes de 

luzerne annuelle (M. aculeata 80 et M. aculeata 5099) ayant des sources d'azote différentes et 

soumises à deux basses températures, 9 et 7°C. Cette dernière température a été choisie parce 

que l'infection des racines par les Sinorhizobium ne se passe pas en dessous de 7°C (Gibson, 

1971). Le plan expérimental est le suivant: 

~ Nombre de facteurs: 2; écotype (M. aculeata écotypes 80 et 5099) et source d'azote (trois 

modalités), 

~ Ces plantes sont cultivées à deux températures : 9 et 7°C, 

~ Eléments statistiques : 5 répétitions par traitement et par prélèvement, donc : 

2 (écotypes) x 3 (modalités de nutrition azotée) x 2 T°C 
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= 12 traitements x 5 répétitions x 2 prélèvements 

= 120 pots (plantes) au total+ 24 pots (pour suivre la nodulation). 

Expérimentation N°2 : Comparaison de deux espèces de Medicago : M. aculeata et M. 

rigidula 

Cette expérience a pour objectif de suivre le comportement de 1' écotype M. aculeata 

5099 utilisé pendant la première expérimentation et d'un autre écotype (M. rigidula 716) qui 

n'as pas été étudié lors du premier essai. Le plan expérimental comporte: 

~ Nombre de facteurs: 2; écotype (M. aculeata écotype 80 et M. rigidula écotype 716) 

et source d'azote (quatre modalités), 

~ Ces plantes sont cultivées à deux températures : 9 et 7°C, 

~ Eléments statistiques : 5 répétitions par traitement et par prélèvement : 

2 (écotypes) x 4 (modalités de nutrition azotée) x 2 T°C 

= I6 traitements x 5 répétitions x 2 prélèvements 

= 160 pots (plantes) au total + 24 pots (pour suivre la nodulation) + 8 pots (contenant 

des plantes d'orge). 

2.1.5. Mise en route des expérimentations 

• Le sol de type argileux (Plateau de Haye, Meurthe et Moselle) a été séché et tamisé. Le 

pH à l'eau est de 8,0. Les propriétés physico-chimiques du sol sont données en 

Annexe 6. Des pots en plastique (Il x Il x li cm) sont remplis par une quantité égale 

à 1000 g de sol. 

• Afin d'assurer l'homogénéité des plantules au départ, nous avons choisi à partir des 

graines germées des plantules ayant une longueur de radicule comparable. A la mise 

en place, les plantules choisies sont placées sur le sol dans le pot à une profondeur de 2 

cm. Avant de recouvrir les racines par le sol, on réalise 1' inoculation par arrosage des 

racines avec l'inoculum. 

• Dans chacun des pots, nous avons ainsi installé 2 plantules. 

• 24 pots supplémentaires (2 écotypes x 2 souches x 2 T°C x 3 répétitions) sont préparés 

en vue de suivre la formation des nodosités. Chaque pot contient plusieurs plantules. 

• Durant la deuxième expérimentation, douze pots dont chacun contient une plante 

d'orge, sont placés dans les mêmes conditions environnementales (six pots à 7°C et six 

pots à 9°C). Une quantité égale à 40 kg N ha-1 [30 kg deN-(NH3)2S04 + 10 kg de 15N-
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(NH3)zS04] est additionnée à ces pots en vue d'un marquage au 15N (cf. partie 3 de ce 

chapitre). 

2.1.6. Apports hydriques et minéraux 

Pour éviter tout déficit hydrique, les pots sont arrosés trois fois par semaine. 

L'arrosage est déterminé par pesée afin d'ajuster la teneur en eau à une valeur correspondant à 

65% de la capacité au champ du sol utilisé (Annexe 7). 

La nutrition des plantes en macro- et micro-éléments est assurée par la solution 

nutritive de McKnight (1949) qui est déficiente en azote. La composition de cette solution est 

détaillée en Annexe 8. Au début de la période de croissance la solution est apportée 2 fois par 

mois, puis une fois par semaine au stade formation des ramifications secondaires. La solution 

nutritive déficiente en azote a été appliquée aux traitements inoculés, alors que les traitements 

sans inoculation ont été arrosés par une solution nutritive complète. En ce qui concerne le 

traitement fertilisé en azote, une quantité égale à 90 kg N ha-1 est apportée aux pots à raison de 

trois apports de 30 kg N ha-1 (Annexe 9). Le premier apport est appliqué immédiatement après 

la transplantation, le deuxième est réalisé au stade de première ramification de la tige des 

plantes, alors que le troisième apport intervient au stade de troisième ramification. 

2.1.7. Conditions de culture 

Les pots sont placés en phytotron, pour des raisons techniques nous n'avons pas pu 

utiliser plus d'un phytotron pour chaque traitement thermique. Les phytotrons présentent les 

conditions environnementales suivantes : 

• Température : respectivement 9 et 7°C (en continu). La variation de la température 

au sein des phytotrons a été de l'ordre de ±0,5°C. 

• Luminosité : la photopériode est fixée à 12 heures et l'intensité lumineuse est de 270 

Jlmol photons m-2 s-1 fournie par des lampes aux halogénures de mercure (HQI-T 

400W, Osram, Allemagne). 

• Humidité relative : 80%. 
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2.2. Croissance et développement des luzernes 

Pour suivre le développement des plantes, nous avons enregistré les dates de 

germination, d'apparition des feuilles et d'apparition de la première nodosité. 

L'évolution de la surface foliaire et l'accumulation de la matière sèche carbonée et 

azotée ont été suivies en effectuant deux échantillonnages. Si l'on considère le jour de 

transfert des plantules dans les pots comme jour 0, le premier échantillonnage a été effectué à 

l'âge de 63 jours (stade 16-18 feuilles) correspondant au deuxième stade au champ. Le 

deuxième échantillonnage a été réalisé avant la floraison lorsque les plantes sont âgées de 98 

jours (correspondant au stade pré-floraison au champ). Les plantes sont coupées à la surface 

du sol et les compartiments végétaux (parties aériennes et racines) stockés à -25°C. Ensuite, 

les organes végétaux sont lyophilisés et la biomasse sèche de chaque organe est déterminée. 

L'étape suivante consiste à broyer ces organes à l'aide d'un broyeur à billes et à bien 

homogénéiser la poudre qui en résulte. Les échantillons végétaux sont ensuite analysés à 

l'aide d'un autoanalyseur C/N/S Na 1500 Carlo Erba (Carlo Erba Instrumentazione, Milan, 

Italie) pour déterminer leur teneur en carbone et en azote total et calculer ainsi les quantités 

totales d'azote et de carbone des organes. 

3. Etude de la fixation symbiotique de l'azote atmosphérique et méthodes 

d'estimation de l'azote fixé 

Nous avons déterminé la fixation d'azote chez les plantes cultivées au champ et en 

conditions contrôlées. 

Plusieurs méthodes ont été développées pour estimer la fixation d'azote par les 

bactéries symbiotiques. Cependant, il n'existe pas de méthode fiable pour donner des mesures 

précises de la quantité d'azote fixée. Chaque technique a ses avantages et ses inconvénients 

bien qu'il existe des méthodes qui soient plus précises que d'autres. Parmi les méthodes 

utilisées pour estimer la quantité d'azote fixée nous citerons les suivantes que nous avons 

utilisées : 

3.1. Activité réductrice de l'acétylène (ARA) 

Mise au point par Dilworth (1966), cité par Laperrière (1984), cette méthode repose 

sur le suivi de l'activité enzymatique de la nitrogénase et non pas sur la quantité d'azote fixée. 
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La réduction de l'acétylène en éthylène est liée à la présence de la nitrogénase dans les 

nodosités. Cette technique permet de comparer l'activité potentielle de la nitrogénase des 

écotypes pendant le cycle de croissance. L'ARA est effectuée par incubation pendant 30 à 120 

minutes de la plante entière ou des parties portant les nodosités dans un système fermé qui 

comprend 10% d'acétylène. 

Cette technique présente les avantages importants d'être rapide, peu coûteuse et non 

destructrice. Elle permet également d'effectuer des mesures instantanées en cours de 

végétation alors que toutes les autres techniques sont cumulatives et portent essentiellement 

sur des plantes en fin de végétation (Obaton, 1993). D'autre part, cette méthode présente 

plusieurs inconvénients : 

Cette méthode ne tient pas compte de la production d'hydrogène par la nitrogénase 

en présence d'azote gazeux (Schubert et Evans, 1976). 

L'acétylène formée inhibe l'activité de la nitrogénase (Minchin et al., 1983). 

Les mesures sont ponctuelles et effectuées aux alentours du midi solaire lorsque 

l'activité atteint son maximum. Ces mesures sont souvent extrapolées à l'activité 

de toute une semaine. 

La quantité d'azote supposée fixée, calculée par cette technique, est toujours très 

inférieure à la quantité réellement fixée (Ledgard et Steele, 1992). Toutefois, on 

trouve toujours une bonne corrélation entre les mesures d'ARA et de 1sN. 

Malgré ces critiques importantes, la méthode de l'ARA reste bien utile pour comparer, 

pendant le cycle végétatif, l'activité de la nitrogénase chez plusieurs espèces ou sous l'effet de 

différents traitements. La validité des résultats obtenus a été vérifiée par l'utilisation de la 

méthode de la dilution isotopique 1sN (Rennie et Kemp, 1982). 

3.2. Utilisation des isotopes de l'azote 

Entre six isotopes connus de l'azote, seuls les isotopes stables 14N et 1sN ont été 

couramment utilisés en biologie. Cette utilisation est possible grâce au fait qu'ils sont stables, 

d'une durée de vie indéterminée et qu'ils existent dans la nature dans un rapport relativement 

constant. Ce rapport peut être justement modifié par 1' apport de matériel enrichi ou appauvri 

en 1sN. 
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L'emploi du 15N repose sur des hypothèses valables dans la très grande majorité des 

expériences entraînant l'emploi d'azote marqué, ces hypothèses sont les suivantes: 

• Les éléments complexes (ceux contenant 2 ou 3 isotopes) à l'état naturel, ont 

une composition isotopique constante. 

• Les systèmes vivants ne peuvent discriminer entre un isotope et l'autre (du 

même élément) qu'avec difficulté. 

• L'identité chimique des isotopes est maintenue dans les systèmes 

biochimiques. 

L'emploi du traceur 15N présente certains avantages et inconvénients majeurs . 

.Y. Avantages : 

• Isotope non radioactif, stable donc à durée de vie non limitée. 

• Possibilité d'emploi au champ avec la commercialisation de composés enrichis ou 

appauvris en 15N. 

• Possibilité de suivre le devenir de l'élément. 

.Y. Inconvénients : 

• Le traceur 15N (enrichi) est cher, bien que, du fait de son emploi beaucoup plus 

fréquent ces dernières années, les tarifs tendent à diminuer. 

• L'analyse des échantillons est coûteuse et longue. 

Plusieurs méthodes reposant sur l'utilisation de l'isotope 15N ont été développées, nous 

en évoquerons deux : 

La dilution isotopique : le principe de cette technique repose sur la détermination 

de la part d'azote provenant du sol et assimilée directement par les racines. L'azote 

total de la légumineuse a comme origine trois sources : 1' azote du sol, 1' azote 

apporté par la fertilisation et 1' azote provenant de la fixation symbiotique. La 

proportion de l'azote provenant de la fixation est déterminée selon la méthode de 

Rennie et Du betz ( 1986) qui utilise 1' excès atomique déterminé pour la 

légumineuse et pour la plante de référence. Cet excès atomique est représenté par 

la différence entre la teneur en 15N de la plante et l'abondance naturelle de 15N 
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dans l'atmosphère (0,3663% ). L'excès atomique sert à déterminer l'efficience 

d'utilisation des engrais ainsi que la proportion d'azote provenant de la 

fertilisation. La proportion d'azote dérivée de la fixation est mesurée après avoir 

déterminé les proportions d'azote provenant de la fertilisation pour la légumineuse 

et pour la plante de référence selon les formules présentées en Annexe 10. La 

dilution de l'isotope 15N est considérée comme la meilleure technique pour 

quantifier la fixation de l'azote atmosphérique (Bole et Rennie, 1983 ; Rennie, 

1979; Rennie et Kemp, 1982). L'expérimentation au champ nécessite l'utilisation 

d'une plante de référence appropriée pour déterminer la part d'azote provenant de 

l'assimilation (Chalk, 1985). Parmi plusieurs plantes de références non 

légumineuses testées, l'orge (Hordeum vulgare) présente la qualité d'une plante 

témoin non-fixatrice d'azote (Rennie, 1982). Bien que d'autres graminées puissent 

être utilisées (dactyle, sorgho) l'orge reste la plante de référence la plus utilisée 

dans les pays tempérés. McNeill et Wood (1990) ont constaté que l'utilisation de 

cette méthode permet d'obtenir des valeurs plus élevées et plus précises que celles 

obtenues par la méthode de la différence de récolte d'azote entre plantes fixatrices 

et non fixatrices. 

Abondance naturelle de l'azote 15N : le principe de cette technique repose sur le 

fait que la plupart de transformations dans le cycle d'azote montrent une 

discrimination isotopique induisant un enrichissement de l'azote du sol par rapport 

à 1' azote atmosphérique qui est inerte, inépuisable et stable. La différence entre 

l'azote du sol et l'azote atmosphérique est de 3 à 10 pour mille. Ainsi, l'azote qui 

existe dans la plante légumineuse provient de l'azote atmosphérique et de l'azote 

combiné du sol. 

Cette méthode est convenable pour mesurer la fixation biologique d'azote 

atmosphérique dans les systèmes prairiaux et estimer le transfert de 1' azote fixé du 

trèfle aux graminées (H0gh-Jensen et Schjoerring, 1994). Toutefois, comme dans 

le cas de la méthode de dilution isotopique, l'utilisation d'une plante de référence 

convenable est indispensable pour déterminer la part d'azote provenant de 

l'assimilation (Kerley et Jarvis, 1999). 
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3.3. Procédure de détermination de l'azote fixé 

Parmi les différentes méthodes citées ci-dessus, nous avons utilisé les techniques de 

l'ARA et de la dilution isotopique de 15N pour déterminer la quantité d'azote fixé. 

3.3.1. Activité réductrice de l'acétylène (ARA) 

Nous décrivons ici le protocole expérimental utilisé au champ et celui employé en 

conditions contrôlées. 

• Expériences au champ 

Cette technique a été employée au champ pendant la saison de 1998. Après le semis, 

un cylindre en PVC (diamètre 15 cm, hauteur 35 cm) entourant quelques plantes en place (6 à 

8 plantes) est enfoncé dans le sol (Fig. 2.3). Ce cylindre a été fermé hermétiquement par le 

dessus à l'aide d'une soucoupe en plastique souple. Un bouchon de caoutchouc est placé dans 

un orifice de la soucoupe. La prise d'échantillons débute aux alentours elu midi solaire. Au 

travers elu bouchon on injecte une quantité d'acétylène assurant un enrichissement de 10 à 

20% du volume. Après 30 minutes d'attente destinées à assurer une bonne pénétration de 

1' acétylène clans le sol jusqu'aux nodosités, des prélèvements sont effectués au travers elu 

bouchon à l'aide cl' une seringue hypodermique toutes les 15 minutes pendant une heure. En 

attendant d'être analysés, les échantillons sont stockés clans des tubes à prélèvement sanguin 

(Venoject) où un vide partiel préalable a été réalisé. Pour déterminer la quantité d'éthylène 

formé après réduction de 1' acétylène par la nitrogénase, un sous-échantillon de 1 mL est 

prélevé de ce tube et analysé à l'aide d'un appareil de chromatographie (Mode! 437, Packarc!, 

Meriden, CT, USA) en phase gazeuse à ionisation de flamme. Les caractéristique de cet 

appareil sont : 

gaz vecteur : azote avec un débit de 40 mL minute- 1 

colonne: en métal présentant des dimensions de 1,8" x 1,5 m, remplie de Porapak-N, 

80-100 mesh. 

• Expériences en conditions contrôlées 

La mesure de l'activité réductrice de l'acétylène est réalisée avant la floraison, dans un 

système fermé permettant de mesurer l'ARA sur des plantes entières (Fig. 2.4). 
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Après injection d'une quantité d'acétylène correspondant à 10% du volume de 

l'enceinte et de 1 mL d'un marqueur propane (5 mL de propane + 100 mL d'air en 

surpression dans 569 mL d'air). Un échantillon de 10 mL du mélange gazeux est prélevé à 

raison d'une mesure toutes les vingt minutes et pendant une heure. 

Les échantillons gazeux prélevés pendant la mesure de l'ARA sont analysés à l'aide 

d'un appareil de chromatographie en phase gazeuse (CPG) (Chrompack, Merck, USA) muni 

d'un détecteur à ionisation de flamme. La colonne capillaire permet une bonne séparation des 

trois gaz présents dans l'échantillon. Les gaz sont quantifiés et l'activité réductrice de 

l'acétylène est exprimée en nanomoles d'éthylène produit par plante par heure. 

3.3.2. Dilution isotopique de 15N 

• Expériences au champ 

La technique de dilution isotopique de 15N a été employée afin de déterminer la 

fixation d'azote par la luzerne. L'azote marqué sous forme de e5NH3)2S04, avec un excès 

atomique de 9,63%, a été rajouté directement après le semis à raison de 10 kg ha-1 distribués 

d'une façon homogène. L'engrais marqué a été appliqué sur une micro-parcelle ayant une 

surface de 1,25 m2 dans le premier tiers des parcelles. Dans le cas de la première expérience 

(1998), ce marquage a concerné toutes les parcelles (traitements inoculé, fertilisé et témoin 

ainsi que l'orge). Cependant, en 1999, l'azote marqué n'a été appliqué que sur les parcelles 

des plantes inoculées et des plantes de référence. 

Pendant le premier essai au champ (1998), les plantes traitées à 15N ont été 

échantillonnées uniquement au stade de maturité physiologique. Au cours de 

l'expérimentation de 1999, en vue d'étudier l'effet des basses températures sur la luzerne 

annuelle au cours du cycle cultural, nous avons échantillonné les plantes marquées à cinq 

stades différents. En plus du stade de maturité physiologique, il s'agit des stades : 3 à 5 

feuilles, 15 à 17 feuilles, fin de croissance végétative et pleine floraison. Les plantes présentes 

dans une surface de 0,8 x 0,8 rn de la microparcelle 15N (dont la surface totale est de 1,25 m2) 

ont ainsi été échantillonnées. Les parties aériennes ont été lavées et séchées à 40°C pendant 

120 heures. Ces organes ont été ensuite broyés à l'aide d'un broyeur à billes et stockés 

hermétiquement en attendant les analyses. La teneur en 15N des parties aériennes a été 
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déterminée à l'aide d'un spectromètre de masse (Finnigan DeltaS, ThermoFinnigan, Brême, 

Allemagne). 

La teneur en carbone total et en azote total des organes aériens a été mesurée en 

utilisant l'autoanalyseur C/N/S Na 1500 Carlo Erba (Carlo Erba Instrumentazione, Milan, 

Italie). 

• Expériences en conditions contrôlées 

a - Application de 15N sur les plantes de luzerne : 

Une quantité égale à 14,40 mg de 15N-(NH3) 2S04 (correspondant à 10 kg N ha-1
) a été 

rajouté dans chaque pot. Cette quantité a été apportée en deux applications ; au transfert des 

plantules dans les pots et au stade 10 feuilles. Le calcul de la quantité d'azote apportée à 

chaque plante est détaillé dans l'Annexe 9. 

b - Application de 15N sur les plantes de référence : 

Les plantes d'orge, utilisées comme plantes de référence non fixatrices, sont également 

marquées. Une quantité égale à 10 kg ha·1 de 15N-(NH3)2S04 (excès atomique de 9,63%) est 

calculée de la même façon que pour les plantes inoculées. Pour avoir une croissance 

comparable à celles des plantes de luzerne, une quantité complémentaire de l'ordre de 30 kg 

de (NH3)2S04 est apportée aux plantes en deux applications. 

Afin de déterminer la quantité d'azote fixée par les plantes, la teneur en 15N est 

déterminée à partir des poudres lyophilisées de chaque plante (les parties aériennes). Les 

aliquotes sont pesées et la teneur en azote isotopique est mesurée à l'aide d'un spectromètre 

de masse (Finnigan DeltaS, ThermoFinnigan, Brême, Allemagne). 

4. Traitement statistique 

Les données obtenues au cours des expériences menées au champs et au cours des 

deux années ont été traitées par une analyse de variance à deux facteurs (ANOV A) à l'aide du 

logiciel Genstat (Genstat 5, Lawes Agricultural Trust, Rothampsted Experimental Station, 

1998). Une comparaison de moyennes en utilisant le test de la plus petite différence 
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significative (PPDS) a été ensuite effectuée à l'aide du logiciel Statistica (Version 5, 1995). 

La différence est considérée significative au seuil de P<0,05. 

Le plan expérimental adopté pour les expériences en conditions contrôlées est un plan 

en randomisation totale. Cependant, pour éliminer toute source d'hétérogénéité dans le 

phytotron, nous avons déplacé aléatoirement les plantes dans le phytotron après chaque 

arrosage. Les résultats obtenus sont traités par une analyse de variance (ANOV A) à deux 

facteurs à l'aide du logiciel Statistica (Version 5, 1995). Une comparaison de moyennes en 

utilisant le test de la plus petite différence significative (PPDS) est ensuite effectuée pour 

étudier la différence entre les traitements dans chaque expérimentation. La différence est 

considérée significative au seuil de P<0,05. 
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Ill. Etude au champ de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

III. ETUDE AU CHAMP DE LA CROISSANCE ET DU 

DEVELOPPEMENTDELUZERNESANNUELLES 

Les basses températures d'hiver dans les régions méditerranéennes affectent la 

croissance et le développement des luzernes annuelles. Notre objectif consiste à étudier 1 'effet 

des basses températures sur le cycle de croissance et les stades de développement de deux 

espèces de luzernes annuelles ainsi que la fixation symbiotique de l'azote atmosphérique afin 

de mieux comprendre les incidences du froid sur l'association luzerne-Sinorhizobium. Ces 

investigations sont menées au champ et en conditions contrôlées. Dans ce chapitre nous 

présenterons les résultats des essais effectués au champ et nous discuterons ensuite ces 

résultats. 

Dans un premier temps, nous commencerons par examiner les conditions climatiques 

enregistrées au champ sur le site expérimental de l'ICARDA. Ensuite, nous présenterons les 

résultats concernant la morphologie des plantes et leur cycle de développement. L'objectif de 

ces essais consiste à étudier la croissance des plantes, les caractéristiques des nodosités et la 

quantité d'azote provenant de la fixation symbiotique chez des luzernes annuelles en vue de 

trouver des associations luzernes annuelles-Sinorhizobium capables de croître et de fixer 

1' azote pendant la saison froide. 
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Ill. Etude au champ de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

1. Conditions climatiques 

Afin de suivre l'effet des conditions climatiques sur la croissance et la fixation d'azote 

chez les luzernes annuelles, nous avons relevé la température du sol et la pluviométrie pendant 

les hivers 1997/1998 et 1998/1999 correspondant à la première et la deuxième saison de 

SUIVIS. 

1.1. Température du sol à 10 cm de profondeur 

Le suivi des températures minimales du sol à 10 cm de profondeur nous fournit des 

renseignements sur l'impact des températures sur le fonctionnement racinaire et sur la fixation 

d'azote. Elle constitue un facteur limitant important étant donné que dans cette zone du sol se 

trouvent localisées la majeure partie des nodosités. Ainsi, cette température peut affecter la 

fixation d'azote en affectant la formation des nodosités et l'activité du Sinorhizobium 

(Roughley et Date, 1986). 

En 1998, la température minimale du sol a oscillé entre 6 et 12°C pendant la période 

froide (décembre jusqu'au mars) alors qu'elle a varié entre 6 et 23°C pour la saison de 

croissance (Fig. 3.1). En 1999, la température minimale du sol a été relativement supérieure à 

celle enregistrée en 1998. Elle a varié entre 9 et 15°C pendant la période froide et entre 9 et 

27°C pour la saison de croissance. 

1.2. Pluviométrie 

Les précipitations enregistrées pendant l'hiver de 199711998 ont été considérablement 

supérieures à celles rapportées en 1998/1999 et à la moyenne de 15 ans (Fig. 3.2). La somme 

des précipitations depuis octobre 1997 jusqu'au juin 1998 a été de 414 mm contre 308 mm 

pour la même période de la saison 1998/1999. La moyenne de 15 ans est de 324 mm. Depuis 

octobre 1997 jusqu'au semis (au 6 janvier), les pluies ont représenté 175 mm contre 153 mm 

pour la période précédant le semis (20 janvier) de la saison suivante. Pour les deux années, les 

précipitations ont commencé le 27 septembre 1997 et le 11 novembre 1998, respectivement. 

Pendant la période de croissance (entre le semis et la récolte), les plantes ont reçu plus 

de pluies pendant la saison 1997/1998 par rapport à la saison 1998/1999 (240 mm et 155 mm, 

respectivement). Les pluies ont été réparties sur toute la période de croissance pendant la 

saison de pluies de 199711998 où les dernières pluies ont été enregistrées au 20 mai 1998. 
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III. Etude au champ de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

Cependant, la saison de pluies de 1998/1999 a été plus courte et les dernières précipitations 

ont été signalées au 7 avril 1999. Les périodes de sécheresse ont été fréquentes pendant cette 

saison. Le mois de novembre 1998 a été particulièrement sec alors que le mois de janvier a 

connu une période de sécheresse entre le 18 et le 27. La période de sécheresse la plus longue 

et la plus critique pour la croissance a été enregistrée entre le 4 février et le 19 mars. 

2. Morphologie et cycle du développement des luzernes annuelles 

2.1. Stades de développement 

Il convient de faire un rappel des écotypes et des traitements étudiés au cours de ce 

travail. Les lettres A, B et R désignent respectivement les écotypes M aculeata 80, M 

aculeata 5099 et M rigidula 716. Le traitement (1) représente les plantes inoculées avec une 

souche bactérienne (différentes souches selon les écotypes) fixatrice d'azote alors que le 

traitement fertilisé (F) désigne les plantes recevant un apport de 90 kg N ha-1
• Le traitement 

témoin (T) définit les plantes non inoculées et non fertilisées. Ce traitement sert à comparer 

les résultats des plantes soumises à l'effet de 1' inoculation ou à celui de la fertilisation avec 

des plantes dépourvues d'azote. Les traitements des trois espèces étudiées ont montré des 

durées variables pour atteindre les différents stades de croissance. De plus, une différence du 

rythme de croissance a été observée entre les deux années. Les résultats sont détaillés pour 

chaque stade de développement. 

2.1.1. Germination 

Les différents traitements n'ont pas eu d'effet sur la germination des plantes. C'est 

pourquoi nous avons représenté les résultats concernant la germination en confondant les trois 

traitements de chaque écotype. La Figure 3.3 montre le nombre de jours nécessaires pour que 

50% des semences de chaque écotype germent. Nos résultats indiquent que, pendant les deux 

saisons, l'écotype M rigidula (R) a été le plus rapide à germer alors que l'écotype M 

aculeata 80 (A) a nécessité le plus de temps pour atteindre la germination. L'écotype M 

aculeata 5099 (B) présente un temps intermédiaire. Les différences entre ces trois écotypes 

ont été significatives (P<0,05) pendant les deux saisons. Cependant, il convient de remarquer 

que tous les écotypes ont germé plus tôt en 1999 par rapport à l'année précédente. En effet, 

l'écotype Ra nécessité 13 jours pour germer en 1998 contre 11 jours en 1999. De même, les 

écotypes B et A ont nécessité respectivement 17 et 21 jours en 1998 contre 13 et 16 jours en 

1999. 
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Tableau 3.1. Nombre de jours (après l'ensemencement) nécessaires pour atteindre les différents stades de croissance pour les associations 

luzeme-Sinorhizobium en 1998 et 1999 à Tel Hadya (Syrie). 

5-7 Feuilles Floraison Formation de ~ousses 
1998 1999 1998 1999 1998 1999 

AI 51 ab• 36 b Ill abc 104b 145 a ll8 b 

AF 49ab 33 c ll8 a 107a 149 a 121 a 

AT 53 a 39 a ll3 ab 99 c 138 a ll4c 

BI 44 be 22 f 98 de 88 ef 129 a 106 e 

BF 40 c 21 g 101 de 90 e 132a Ill d 

BT 45 be 23 f 94 e 88 f 126 a 98 f 

RI 47 abc 26 e 105 bcd 95 d 131 a 113 cd 

RF 41 c 24 f Ill ab 98 c 141 a 117b 

RT 48 ab 28 d 102 ede 90 e 129 a 108 e 

Effet Ecotype *** *** *** *** NS *** 

Effet Source d'azote * *** * *** NS *** 

A: M aculeata écotype 80, B: M aculeata écotype 5099 et R: M rigidula écotype 716. 1: traitement inoculé, F: traitement fertilisé et 

T: témoin. L'effet des facteurs étudiés est déterminé après analyse de variance (NS: non significatif,* : P<0,05, ** : P<O,Ol et*** : P<0,001). 
• Dans une colonne, les moyennes suivies par la même lettre ne sont pas significativement differentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 



III. Etude au champ de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

2.1.2. Réalisation du stade 5-7 feuilles 

Les feuilles 5 à 7 sont émises du même nœud et au même moment. Que ce soit en 

1998 ou en 1999, l'écotype B a été le premier à atteindre le stade 5-7 feuilles suivi par les 

écotypes R et A, respectivement (Tableau 3.1 ). Toutefois, les différences entre B et R et entre 

R et A ne sont pas significatives (P<0,05). Alors que le rythme d'apparition foliaire est 

identique pour les différents traitements au niveau des quatre premières feuilles, des 

différences au niveau de la date d'apparition des feuilles ont été observées au stade 5-7 

feuilles. Ce stade est important parce que nous avons observé que la croissance des plantes 

s'accélère à partir de ce stade. En effet, nous avons trouvé que ce stade de 5-7 feuilles a été 

atteint en premier par le traitement F puis par 1 et T, respectivement. En 1998 et pour les 

écotypes B, Ret A, respectivement, le traitement Fa nécessité 40, 41 et 49 jours contre 44, 47 

et 51 jours pour 1 et 45, 48 et 53 jours pour T. La même tendance a été observée durant 

l'année suivante mais, par rapport à 1998, les temps nécessaires pour atteindre ce stade ont été 

systématiquement plus courts. 

2.1.3. Floraison 

Le temps nécessaire pour arriver au stade de la floraison a été systématiquement plus 

court en 1999 par rapport à 1998. D'autre part, les trois écotypes étudiés ont différé dans le 

nombre de jours nécessaires pour atteindre ce stade. Les différences entre les écotypes que 

nous avons observées lors du stade 5-7 feuilles sont devenues significatives au moment de la 

floraison. A titre d'exemple, en 1998 les traitements de l'écotype B ont pris en moyenne 98 

jours pour atteindre ce stade contre 106 et 114 jours pour les traitements des écotypes R et A, 

respectivement (Tableau 3.1). La même tendance a été observée au cours de l'année suivante. 

L'effet du traitement sur le temps nécessaire pour atteindre la floraison est différent 

d'une année à l'autre. Cet effet s'est montré faible en 1998 et nous pouvons constater que les 

différences entre les trois traitements au sein de chaque écotype ne sont pas significatives. Par 

exemple, le traitement inoculé (1) de l'écotype B a nécessité 98 jours contre 94 et 101 jours 

pour les traitements témoin (T) et fertilisé (F) du même écotype. Le même type de résultats est 

observé pour les autres écotypes avec un nombre de jours décroissant dans l'ordre F>I>T. 

Cependant, en 1999 les différences entre les traitements au sein des écotypes A et R ont été 

significatives tout en présentant le même ordre de vitesse de développement que celui observé 
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Ill. Etude au champ de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

en 1998. Pour l'écotype B, l'effet de l'inoculation n'a pas été significatif alors que le 

traitement Ta été significativement inférieur au traitement F. 

2.1.4. Formation de gousses 

Comme dans le cas du stade de floraison, le temps nécessaire pour atteindre le stade de 

formation des gousses a été plus court durant l'année 1999 par rapport à l'année précédente. 

Durant la saison de 1998, les divers traitements ont atteint ce stade dans le même ordre que 

celui observé au cours des stades précédents. L'écotype B a été le premier à atteindre le stade 

de formation de gousses. Les traitements de cet écotype ont nécessité entre 126 et 132 jours 

contre 129 à 141 pour l'écotype Ret 138 à 149 pour l'écotype A (Tableau 3.1). Néanmoins, 

les différences entre les écotypes ne sont pas significatives. En revanche, ces différences sont 

statistiquement significatives au cours de l'année 1999. Nous observons ainsi que l'écotype B 

précède significativement les autres écotypes au niveau de la formation de gousses. Selon les 

traitements, cet écotype met entre 98 et 111 jours pour arriver à ce stade alors que pour 

l'écotype R il faut 108 à 117 jours et pour l'écotype A de 114 à 121 jours. 

Pendant la première année de l'essai, les différents traitements n'ont pas eu d'effet 

significatif sur le temps nécessaire pour arriver au stade de la formation de gousses. 

Cependant, la formation des gousses semble retardé par la présence de 1' azote (par 

fertilisation ou inoculation) en 1999. Pour l'écotype B, l'arrivée au stade formation de gousses 

pour le traitement (I) a pris 106 jours contre 98 et 111 jours respectivement pour les 

traitements T et F du même écotype 

2.2. Surface foliaire 

Nous avons effectué un premier échantillonnage à la fin de la période froide (fin de 

phase de croissance végétative) pour déterminer l'effet des basses températures hivernales sur 

la surface foliaire et la production de matière sèche. Un deuxième échantillonnage a été réalisé 

à la maturité physiologique. 

2.2.1. Période froide 

Cet échantillonnage réalisé à la fin de la phase de croissance végétative, reflète la 

croissance hivernale des écotypes étudiés. La comparaison de ces trois écotypes montre que 

l'écotype A présente une surface foliaire inférieure à celle des deux autres écotypes. En 1998, 
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Tableau 3.2. Surface foliaire ( m2 m"2
) produite à la fin de la période froide et à la fin du printemps 

pour les associations luzeme-Sinorhizobium en 1998 et 1999 à Tel Hadya (Syrie). 

Fin de la periode froide Fin du printemps 

(Période végétative) (Maturité physiologique) 

1998 1999 1998 1999 

AI 0,71 cd• 0,94 de 1,50 e 1,89 de 

AF 1,02 be 1,38 be 2,38 d 2,34 cd 

AT 0,61 d 0,84 e 1,29 e 1,72 e 

BI 1,39 a 1,41 b 3,36 be 2,62 be 

BF 1,46 a 1,70 a 4,3 a 3,56 a 

BT 0,88 bcd 0,84 e 2,48d 2,57 c 

RI 1,12 b 1,16 cd 3,61 b 3,16 b 

RF 1,56 a 1,70 a 4,73 a 3,99 a 

RT 0,94 be 0,95 de 2,93 cd 2,34 cd 

Effet Ecotype *** *** *** *** 

Effet Source d'azote *** ** *** *** 

A: M aculeata écotype 80, B: M aculeata écotype 5099 et R: M rigidula écotype 716. 

1 : traitement inoculé, F : traitement fertilisé et T : témoin. L'effet des facteurs étudiés est déterminé 

après analyse de variance (NS: non significatif,*: P<0,05, **: P<0,01 et***: P<O,OOl). 

• Dans une colonne, les moyennes suivies par la même lettre ne sont pas significativement 

différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 



Ill. Etude au champ de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

le traitement fertilisé (F) de 1' écotype A a produit une surface foliaire significativement 

inférieure aux deux autres écotypes fertilisés (de 1' ordre de 1,02 m2 m-2 par rapport à 1,46 et 

1,56 m2 m-2 pour les écotypes B et R, respectivement) (Tableau 3.2). Le même résultat est 

observé en 1999 bien que les valeurs de la surface foliaire au premier échantillonnage ont été 

généralement plus élevées pendant l'année 1999 par rapport à la première saison. 

L'inoculation (traitement I) a eu un effet stimulateur sur la surface foliaire surtout en 

1998 (Tableau 3.2). L'inoculation de l'écotype B s'est traduite par une augmentation 

significative de la surface foliaire par rapport au témoin. Cet effet stimulateur a été d'autant 

plus fort en 1998 que le traitement inoculé (I) a présenté une surface foliaire identique à celle 

du traitement fertilisé (F). Cependant, pour les écotypes A et R les valeurs de surface foliaire 

des traitements I et T n'étaient pas significativement différentes, aussi bien en 1998 qu'en 

1999. 

2.2.2. Fin du printemps 

Cet échantillonnage a été réalisé au stade de maturité physiologique qui est atteint en 

fin de printemps, 20 jours avant la récolte. L'écotype R présente la surface foliaire la plus 

élevée, suivi de près par l'écotype B. L'écotype A a développé le moins de surface foliaire. A 

titre d'exemple, le traitement F de 1' écotype R a présenté en 1998 une surface foliaire 4, 7 m2 

m-2 contre 4,3 et 2,4 m2 m-2 pour les écotypes B et A, respectivement. La même tendance a été 

observée en 1999 mais les valeurs des écotypes R et B enregistrées cette année ont été 

inférieures à celles observée l'année précédente (Tableau 3.2). 

On note que le traitement F a exercé 1' effet le plus marqué sur la surface foliaire. 

L'augmentation de la surface foliaire provoquée par la fertilisation est nette chez tous les 

écotypes. Par rapport au traitement témoin, cette augmentation est de l'ordre de 84, 74 et 62% 

respectivement chez les écotypes A, B et R cultivés en 1998. De même, en 1999, la 

fertilisation induit une augmentation de la surface foliaire de 36, 39 et 70% par rapport au 

traitement T pour A, B et R, respectivement. 

2.3. Production de la matière sèche 

La production de matière sèche (MS) a été plus importante en deuxième année. Ce 

phénomène concorde avec la température plus élevée enregistrée en 1999. Nous avons mesuré 
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Tableau 3.3. Matière sèche (kg ha-1
) dans les parties aériennes produite à la fin de la période froide 

et à la fin du printemps pour les associations luzeme-Sinorhizobium en 1998 et 1999 à Tel Hadya 

(Syrie). 

Accumulation de matière sèche (kg ha"1
) 

Fin de la periode froide Fin du printemps 

(Période végétative) (Maturité physiologique) 

1998 1999 1998 1999 

AI 401 fg• 476 de 2021 f 2531 e 

AF 611 ede 663 be 2652 ef 3504 be 

AT 343 g 377 e 1799 f 2096 f 

BI 743 abc 757b 3420 cd 3110 cd 

BF 841 a 985 a 4485 a 4224 a 

BT 499 ef 566 cd 2870 de 2730 de 

RI 663 bcd 715 b 4290 ab 3706 b 

RF 808 ab 779 b 4930 a 4239 a 

RT 547 def 504 d 3730 be 2810 de 

Effet Ecotype *** *** *** *** 

Effet Source d'azote *** *** *** *** 

A: M aculeata écotype 80, B: M aculeata écotype 5099 et R: M rigidula écotype 716. 

1 : traitement inoculé, F : traitement fertilisé et T : témoin. L'effet des facteurs étudiés est déterminé 

après analyse de variance (NS: non significatif,*: P<0,05, **: P<0,01 et***: P<0,001). 

+Dans une colonne, les moyennes suivies par la même lettre ne sont pas significativement 

différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 
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la production de matière sèche sur des surfaces de 0,25 m·2 de chaque parcelle (surface totale 

de 16 m2
). La matière sèche produite a été initialement exprimée en g m·2 et ramenée ensuite 

en kg ha-1 afin de donner une indication de production à l'échelle agronomique. 

2.3.1. Période froide 

A la fin du mois de mars, l'écotype Ba montré le plus fort potentiel d'accumulation de 

matière sèche. Ceci a été particulièrement remarquable en 1999 où le traitement F de cet 

écotype a produit une biomasse sèche de 985 kg ha-1 contre 779 kg ha-1 pour le même 

traitement de l'écotype R (Tableau 3.3). L'écotype A présente la plus faible production (663 

kg ha-1
). Si l'on compare les traitements témoins, nous constatons qu'en 1998 l'écotype R 

dépasse légèrement l'écotype B et la différence entre les deux écotypes n'est pas significative. 

Cependant, le traitement témoin de l'écotype A est significativement inférieur aux traitements 

T des deux autres écotypes. 

L'inoculation a amélioré la production de la matière sèche surtout dans le cas de 

l'écotype B. Le traitement 1 de l'écotype B a produit pendant la première année (1998) 50% 

de biomasse de plus que le traitement témoin et 38% en 1999. Pour l'écotype R, 

l'augmentation de production induite par l'inoculation en 1998 et 1999 a représenté 21 et 42% 

par rapport au traitement témoin de l'écotype R. L'augmentation de la biomasse chez le 

traitement 1 de l'écotype A a été la moins forte parmi les écotypes. Le traitement 1 de cet 

écotype a enregistré une augmentation de la biomasse de 17 et 21% par rapport au traitement 

T en 1998 et 1999, respectivement. Cependant, les différences entre ces deux traitements ne 

sont pas significatives. 

2.3.2. Fin du printemps 

Concernant les écotypes, la tendance observée à la fin du printemps est similaire à 

celle que nous avons remarquée au premier échantillonnage (fin de la période froide). En 

1998, l'écotype Ra montré une production de matière sèche légèrement supérieure à celle de 

B et largement supérieure à celle observée pour l'écotype A. Le traitement F de l'écotype Ra 

produit 4930 kg MS ha-1 par rapport à 4480 et 2650 kg ha-1 pour le même traitement des 

écotypes B et A (Tableau 3.3). La différence entre le traitement F des écotypes R et B n'est 

pas significative alors que la biomasse produite par le traitement F de l'écotype A est 

significativement inférieure à celle produite par les autres écotypes. En 1999, la production de 
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Tableau 3.4. Nombre de jours nécessaires pour la formation de la première nodosité 

chez les trois écotypes étudiés pour les saisons 1998 et 1999 à Tel Hadya (Syrie). 

Nombre de jours nécessaires pour la formation de la première nodosité 

1998 1999 

AI 32 c• 23 c 

AF 39 a 32 a 

AT 37 ab 30 a 

BI 24d 17 d 

BF 34 be 21 c 

BT 32 c 20 c 

RI 26d 17 d 

RF 38 ab 26 b 

RT 34 be 21 c 

Effet Ecotype *** *** 

Effet Source d'azote *** *** 

A : M aculeata écotype 80, B : M aculeata écotype 5099 et R : M rigidula écotype 

716. I: traitement inoculé, F: traitement fertilisé et T: témoin. L'effet des facteurs étudiés 

est déterminé après analyse de variance (NS: non significatif,*: P<0,05, **: P<0,01 

et***: P<0,001). • Dans une colonne, les moyennes suivies par la même lettre ne sont 

pas significativement différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 
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matière sèche a augmenté par rapport au même stade de l'année précédente. Le traitement F 

de l'écotype A a produit 3500 kg MS ha- 1 contre 4220 et 4240 kg ha- 1 pour le même 

traitement des écotypes B et R. 

L'inoculation a exercé l'effet le plus fort en terme de production de matière sèche sur 

l'écotype R. Que ce soit en 1998 ou en 1999, la biomasse sèche du traitement I a été très 

proche de celle produite par le traitement F. En 1998, cette biomasse des traitements I et F de 

l'écotype R est de l'ordre de 4290 et 4930 kg ha-1 par rapport à 3700 et 4240 kg ha-1 pour les 

mêmes traitements en 1999. Pour les autres traitements, l'effet de l'inoculation a été 

intermédiaire entre le traitement F et le traitement T. 

En conclusion, nous avons observé un effet stimulateur de la fertilisation et de 

l'inoculation qui accélère la croissance et retarde la floraison et la formation des 

gousses allongeant ainsi le cycle de croissance végétatif (Fig. 3.4 et 3.5). Cet effet a été 

accompagné d'une augmentation de la production de matière sèche notamment 

pendant la période froide. L'écotype M. aculeata 5099 a présenté les meilleures 

performances en terme de production de matière sèche pendant la période froide alors 

que M. rigidula 716 a été le plus performant à partir du printemps. 

3. Fixation symbiotique de l'azote atmosphérique 

Nous avons suivi la formation des nodosités pour connaître leur aptitude à fixer l'azote 

pendant les premiers stades de croissance. La fixation d'azote atmosphérique nécessite une 

formation rapide des nodosités en nombres suffisant avec une bonne distribution de ces 

nodosités sur la racine principale. L'efficacité de ces nodosités se traduit par la quantité 

d'azote fixée par hectare. 

3.1. Temps nécessaire pour la formation des nodosités 

Nous avons suivi la nodulation au champ chez les trois traitements de chaque écotype. 

Nous avons pu observer des nodosités chez les traitements témoins et fertilisés, ce qui révèle 

1' existence de souches de Sinorhizobium endogènes ayant colonisé les racines ou de 

contamination entre parcelles après le semis(dues à ruissellement d'eau, animaux, etc ... ). 

Cependant, le traitement I a formé des nodosités plus rapidement que les autres traitements. 
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Tableau 3.5. Echelle de notation des nodosités (d'après Corbin et al., 1977) pour les 

différents traitements cultivés pendant 1998 et 1999 à Tel Hadya (Syrie). 

Echelle de notation des nodosités 

1998 1999 

AI 2 be• 2b 

AF 1 d 1 c 

AT 1 d 1 c 

BI 4a 4a 

BF 1 d 2 be 

BT 2d 1 c 

RI 3b 4a 

RF 2 cd 2 be 

RT 1 d 1 c 

Effet Ecotype NS ** 

Effet Source d'azote *** *** 

A : M acu/eata écotype 80, B : M aculeata écotype 5099 et R : M rigidula écotype 

716. 1 :traitement inoculé, F :traitement fertilisé et T :témoin. L'effet des facteurs étudiés 

est déterminé après analyse de variance (NS: non significatif,*: P<0,05, **: P<0,01 

et***: P<0,001). • Dans une colonne, les moyennes suivies par la même lettre ne sont 

pas significativement différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 



Fig. 3.4. Effet de l'inoculation par la souche de Sinorhizobium meliloti M508 sur la croissance 

de M. aculeata 5099 par rappoti au témoin non inoculé. 



Fîg. 3.5. Effet de l'inoculation par la souche de Sinorhizobium meliloti BZI sur la croissance 

de M rigidula 716 par rapport au témoin non inoculé. 
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Ces nodosités présentent des valeurs élevées sur 1' échelle de notation des nodosités que nous 

avons adoptée (Tableau 3.4). 

L'association B est le plus rapide à former des nodosités suivi de R et de A (la 

différence entre ces deux associations a généralement été non significative). En 1998, le 

traitement T de l'écotype B a pris 32 jours pour former des nodosités contre 34 et 37 jours 

pour le même traitement des associations R et A. En 1999, la formation de nodosités a été 

plus rapide pour toutes les associations. Le traitement T a formé des nodosités au bout de 20, 

21 et 30 jours pour les associations B, Ret A, respectivement. 

L'inoculation a significativement accéléré la formation de nodosités chez les trois 

associations et pendant les deux saisons. Pour la saison 1998, par rapport aux traitements F et 

T, cet effet de l'inoculation a réduit le temps nécessaire pour former les nodosités de 5-7 jours 

pour l'écotype A, 8-10 jours pour l'écotype B et 8-12 jours pour l'écotype R. En 1999, la 

nodulation a nécessité une à deux semaines de moins que pour l'année 1998. Cette formation 

rapide des nodosités en 1999 a été remarquée surtout dans le cas de l'association B où la 

différence entre le traitement inoculé et les autres traitements n'a pas dépassé 4 jours. Pour les 

associations R et A, la différence entre le traitement I et les autres traitements est de 1' ordre de 

4-9 jours pour le premier écotype et 7-9 jours pour le deuxième. 

3.2. Nombre et distribution des nodosités 

L'échelle de notation des nodosités (de 0 à 5) sert à classer les nodosités selon leur 

nombre et distribution (Corbin et al., 1977). Cette échelle ne prend en compte que les 

nodosités efficientes qui sont de couleur rose et sous forme lobée. 

Les associations ont généralement les mêmes valeurs sur l'échelle de notation des 

nodosités avec une légère supériorité dans le cas des associations B et R (Tableau 3.5). Les 

traitements témoins et fertilisés des 3 écotypes étudiés présentent des valeurs de 1 à 2 sur cette 

échelle. L'effet de l'inoculation apparaît au niveau de ce paramètre où nous observons une 

large différence significative entre le traitement inoculé et les traitements non inoculés. Les 

nodosités formées par le traitement inoculé de l'écotype B présentent des nodosités de très 

bonnes caractéristiques (valeur de 4 sur l'échelle de notation). Le traitement Ide l'écotype R 

possède des nodosités présentant des valeurs élevées (valeurs de 3 en 1998 et 4 en 1999) sur 
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l'échelle de notation alors que l'inoculation de l'écotype A se traduit par des nodosités de 

faibles valeurs sur cette échelle (valeur de 2). 

3.3. Mesures de la fixation de l'azote atmosphérique 

La fixation d'azote est mesurée en utilisant la méthode de la dilution isotopique alors 

que la technique de l'ARA a été employée pour étudier l'activité des nodosités. Pendant la 

première année (1998), nous avons utilisé les deux méthodes simultanément. Cependant, nous 

avons décidé de ne pas utiliser la méthode de l'ARA en 1999 du fait de sa lourdeur (difficile à 

appliquer au champ) et de sa faible précision. Par conséquent, en 1999 nous avons étudié la 

fixation symbiotique uniquement à l'aide de la méthode de la dilution isotopique. 

3.3.1. Activité nitrogénase 

Nous présentons les résultats des prélèvements de l'activité réductrice d'acétylène 

effectués aux stades 5-7 feuilles, pré-floraison (fin de la période froide) et maturité 

physiologique, qui représentent des stades clés dans le cycle de croissance. 

Les deux associations B et R ont généralement présenté des valeurs comparables de 

production d'éthylène, plus élevées que celles de l'écotype A (Fig. 3.6). Au stade 5-7 feuilles, 

le traitement inoculé de l'écotype B a produit 5,1 ~-Lmol C2H4 plante-1 h- 1 par rapport à 4,7 et 

2,4 p.mol C2H4 plante-1 h- 1 pour les plantes inoculées des écotypes R et A. Pour les plantes 

témoins nous n'avons par remarqué de différence entre les écotypes. La différence entre le 

traitement I de l'écotype B et les autres associations est devenue significative à la fin de la 

période froide (stade pré-floraison). Cette association a produit 15 /lmol C2H4 plante-1 h- 1 par 

rapport à 8,8 et 6,2 /lmol C2H4 plante-1 h- 1 pour les associations R et A, respectivement. La 

production d'éthylène a augmenté notablement entre les stades pré-floraison et maturité 

physiologique. Les traitements inoculés (écotypes B et R) présentent des valeurs significatives 

par rapport aux autres traitements. On peut également noter que l'accroissement de l'ARA 

pour RI est plus fort que dans le cas de BI entre les deux stades concernés. 

L'effet de l'inoculation a été net à tous les stades étudiés et pour tous les écotypes. 

Pour les écotypes R, B et A, les traitements témoins ont produit 26,8, 22,5 et 16,3 /lmol C2H4 

plante-1 h- 1 par rapport à 44,5, 41,1 et 31,9 /lmol C2H4 plante-1 h- 1 pour les traitements 

inoculés. 
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3.3.2. Utilisation de la méthode de dilution isotopique e5N) 

Nous avons mesuré en 1998 la fixation de l'azote chez tous les traitements dans le but 

de déterminer la fixation d'azote chez les traitements inoculés et de vérifier les capacités 

fixatrices des traitements non inoculés (traitements F et T) issues des souches autochtones. 

Ces mesures ont montré que la fixation d'azote chez les deux traitements non inoculés a été 

très faible, c'est pourquoi nous avons décidé de ne pas reproduire les mesures sur ces deux 

traitements en 1999. 

Les résultats obtenus au cours de la première expérimentation ( 1998) présentés dans 

cette partie concernent les traitements inoculés. La proportion d'azote atmosphérique fixée par 

le traitement I de l'écotype R (association RI), par rapport à l'azote total, a été 

significativement supérieure à celle fixée par le même traitement des associations BI et AI 

(Fig. 3.7). Alors que cette proportion représente 72% de l'azote total chez l'association RI, 

elle est de l'ordre de 57 et 48% de l'azote total chez les associations BI et AI, respectivement. 

De même, la quantité totale de l'azote fixé chez l'association RI dépasse significativement 

celle fixée par les associations BI et AI (Fig.3.7). Cette quantité est de l'ordre de 88 kg ha-1 

chez l'association RI contre 71 et 25 kg ha-1 pour les associations BI et AI, respectivement. 

En 1999, nous avons déterminé la fixation d'azote atmosphérique uniquement chez les 

traitements inoculés à 5 stades de développement afin de suivre finement l'évolution de la 

capacité fixatrice des associations (Fig. 3.8). Au premier stade (correspondant à 5 feuilles), 

l'association BI a fixé une quantité égale à 1,6 kg N ha-1
, par rapport à 0,6 et 0,2 kg N ha-1 

pour les associations RI et AI, respectivement (Tableau 3.6). Par rapport à la quantité totale 

d'azote retrouvée dans la plante, la proportion d'azote provenant de la fixation atteint chez 

l'association BI 56% de l'azote total contre 10% et 35% pour les associations AI et RI, 

respectivement (Tableau 3.6). Toutefois, la différence entre les proportions enregistrées pour 

les associations BI et AI n'a pas été significative. Egalement, nous n'avons pas trouvé de 

différence significative entre les associations AI et RI. 

Au deuxième stade de développement (15 à 17 feuilles), l'association RI a fixé autant 

d'azote que 1' association BI. La quantité d'azote produite par la première association 

augmente pour atteindre 7,8 kg N ha-1 alors que l'association BI a fixé 8 kg N ha-1
• 
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Tableau 3.6. Quantité totale d'azote retrouvé dans la plante, quantité d'azote fixé et proportion 

d'azote provenant de la fixation (%Ndfa) à différents stades de développement pour la saison 

1999 à Tel Hadya (Syrie). 

Stade de 

développement 

Al 

BI 

RI 

Al 

BI 

RI 

Al 

BI 

RI 

5-7 

Feuilles 

2 be+ 

3a 

2c 

0,2 a 

1,6 b 

0,6 c 

16-18 Pré-floraison Fin floraison 

Feuilles 

N total retrouvé dans la plante (kg ha-1
) 

7b 17 b 30 b 

14 a 38 a 87 a 

13 ab 35 a 104 a 

N fixé (kg ha-1
) 

1,0 b 6,1 b 19 b 

8,0 a 27 a 63 a 

7,8 a 23 a 86 a 

Maturité 

physiologique 

66 b 

129 a 

129 a 

41 b 

109 a 

113 a 

Proportion d'azote provenant de la fixation (%Ndfa) 

10 c 14 b 33 b 62 c 62 b 

56 a 58 a 72 a 71 b 85 a 

35 b 63 a 67 a 83 a 87 a 

Al : M aculeata 80 x souche M620, BI : M aculeata 5099 x souche M508 et RI : M rigidula 

716 x souche BZI. •nans une colonne, les moyennes suivies par la même lettre ne sont pas 

signilicativement différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 
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L'association AI n'a fixé à ce stade qu'1 kg N ha-1
• En même temps, la proportion d'azote 

provenant de la fixation a augmenté chez 1' association RI pour dépasser légèrement celle 

observée dans le cas de 1' association BI, alors que la proportion remarquée chez 1' association 

AI a diminué fortement, ce qui s'est traduit par la faible quantité d'azote fixée. 

Respectivement, les associations RI, BI et AI ont des proportions de 63%, 58% et 14% de 

1' azote total. 

Les résultats obtenus au stade pré-floraison (troisième stade de développement) 

montrent une allure semblable à celle que nous venons de décrire pour le stade précédent. La 

proportion enregistrée pour l'association BI a augmenté plus fortement que celle de 

1' association RI mais les valeurs de ces deux associations sont restées proches et 

significativement non différentes (72% et 67%, respectivement). La proportion signalée dans 

le cas de l'association AI a augmenté à nouveau pour représenter 33% de l'azote total fixé. 

Conformément aux proportions observées, la quantité d'azote fixée par l'association BI 

demeure supérieure à celle des deux autres associations bien qu'elle ne soit pas 

statistiquement différente de celle de l'association RI. Les associations BI, RI et AI ont 

respectivement produit 27, 23 et 6 kg N ha-1 via la fixation symbiotique. 

Nous avons observé une amélioration de la proportion d'azote provenant de la fixation 

chez les associations RI et AI à la fin floraison (quatrième stade de développement). Cette 

proportion chez l'association RI devient supérieure à BI et représente 83%, 71% et 62% de 

l'azote total fixé chez les associations RI, BI et AI, respectivement. Les différences entre les 

trois associations se révèlent significatives. Au niveau des quantités fixées, nous observons 

que la quantité d'azote fixé a été multipliée par trois à quatre dans le cas des associations AI et 

RI pour atteindre 19 et 86 kg N ha-1
, respectivement. Cependant, la quantité d'azote fixé par 

l'association BI a augmenté à un rythme moins fort pour représenter 63 kg N ha-1 au stade fin 

floraison. Néanmoins, la différence entre les associations RI et BI n'a pas été significative 

alors que la quantité fixée par AI a été significativement inférieure à celle produite par les 

autres associations. 

A maturité physiologique (cinquième stade de développement), la proportion d'azote 

provenant de la fixation augmente chez l'association BI par rapport au stade précédent. Les 

associations RI et BI possèdent des proportions équivalentes de l'ordre de 87% et 85%, 
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respectivement. Tout comme l'association RI, la proportion d'azote provenant de la fixation 

chez l'association AI n'évolue pas entre le quatrième et le cinquième stade. Cette proportion 

demeure à 62% de l'azote total et reste significativement inférieure aux autres associations. 

Toutefois, la quantité d'azote fixée par cette même association a plus que doublée entre les 

deux derniers stades. A maturité physiologique, elle représente 41 kg N ha-1 contre 109 et 113 

kg N ha-1 pour les associations BI et RI. Toutefois, les valeurs des deux dernières associations 

ne sont pas statistiquement différentes. 

La quantité d'azote fixé pendant la période froide a été supérieure chez l'écotype M. 

aculeata 5099 par rapport aux autres écotypes. A la maturité physiologique l'écotype M. 

rigidula 716 a légèrement précédé M. aculeata 5099 grâce à son bon comportement au 

printemps. Ces deux écotypes ont présenté une fixation symbiotique comparable en 

1999. 

4. Discussion 

Les conditions climatiques ont été très contrastées entre les deux années 

d'expérimentation. Alors que l'hiver de l'année 1998 était classique et représentatif de la 

saison froide de cette région, les températures enregistrées en 1999 étaient plus élevées que la 

moyenne et les précipitations plus faibles. 

Les écotypes étudiés ont montré une vitesse de développement donnant le classement 

suivant: B (le plus précoce) > R > A (le moins précoce). L'écotype B (M. aculeata 5099) a 

formé des feuilles plus rapidement que les autres écotypes étudiés. Par conséquent, cet 

écotype est arrivé au stade de formation de gousses (en 1998) 2 à 9 jours plus tôt que 

l'écotype R (M. rigidula 716) et 12 à 17 jours plus tôt que l'écotype A (M. aculeata 80). Le 

développement des plantes a été plus rapide en 1999 qu'en 1998. A titre d'exemple, le 

traitement témoin de l'écotype M. aculeata 5099 a formé des gousses 28 jours plus tôt en 

1999 qu'en 1998. La même tendance a été observée chez tous les traitements et écotypes. 

Cette accélération du rythme de développement pendant l'hiver en 1999 a été obtenue 

grâce aux températures plus élevées par rapport à la saison précédente. Une autre raison 

responsable de ce raccourcissement du cycle de végétation est le semis tardif et la quantité 
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d'eau disponible dans le sol en 1999, du fait des faibles précipitations hivernales pendant cette 

année. Le manque d'eau a ainsi provoqué une maturation plus rapide. 

Pendant la période froide, la production de matière sèche a été supérieure en 1999. Les 

écotypes ont un comportement différent pour leur capacité de production et 1' écotype M. 

aculeata 5099 a été le plus performant à la fin de l'hiver avec une production de biomasse 

sèche de 743 kg ha-1 en 1998. Cependant, l'écotype M. rigidula 716 possède une très bonne 

croissance au printemps, ce qui amène à une production de 4930 kg MS ha-1 à la maturité 

physiologique en 1998. L'écotype M. aculeata 80 a été le seul à profiter jusqu'à la maturité 

physiologique des températures élevées observées en 1999. L'augmentation de la production 

de la matière sèche chez tous les traitements de cet écotype à la fin de la période froide en 

1999 par rapport à 1' année précédente montre que cet écotype est sensible aux basses 

températures (prédominantes en 1998). 

Le développement rapide et 1' élaboration de matière sèche aux premiers stades de 

croissance pendant l'hiver constituent un atout important en vue de réduire le déficit des 

ressources fourragères pendant cette période. Ainsi, 1' association de M. aculeata 5099 avec la 

souche M508 permet un meilleur pâturage plus précoce que les deux autres associations. En 

plus de cet avantage de précocité, l'écotype M. aculeata 5099 se caractérise par une 

croissance érigée, ce qui peut faciliter le pâturage par les ovins. 

Nos résultats concernant le développement et la production de biomasse 

confirment ceux obtenus par Obaton et al. (1996) qui ont comparé lors d'un essai au champ, 

sur le site de l'ICARDA, la germination et la production de biomasse sèche chez plusieurs 

écotypes de luzernes annuelles. Ces auteurs ont montré que la germination de M. aculeata 

5099 était plus rapide que celle de M. rigidula 716 et M. aculeata 80. De plus, ils ont trouvé 

qu'après 63 jours de culture (soit au 23 février), l'écotype M. aculeata 5099 a produit 48 mg 

MS plante-1 alors que M. rigidula 716 n'a produit que 42 mg MS plante-1
. 

Un effet net de la fertilisation a été observé chez les trois écotypes et pendant les deux 

années. L'engrais azoté a accéléré l'initiation des feuilles mais retardé la floraison et la 

formation des gousses suite à la modification du programme morphogénétique par la 

fertilisation azotée. Néanmoins, le traitement inoculé a nécessité un temps identique au 
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traitement fertilisé pour atteindre les stades floraison et formation des gousses. Ainsi, l'azote 

minéral et l'azote atmosphérique fixé ont rallongé la phase de croissance végétative et retardé 

la maturité. Ces résultats concordent avec ceux d'Eckard et Franks (1998) qui ont montré que 

l'apport d'azote rallonge la période de repousse et la production de matière sèche chez le ray

grass pérenne et le trèfle blanc. D'autre part, l'engrais azoté exerce un effet plus marqué que 

1' inoculation sur la biomasse au stade 5-7 feuilles et la surface foliaire. Ceci peut être dû à 

plusieurs raisons : 

Une moins grande sensibilité au froid de la nitrate réductase des feuilles que de la 

nitrogénase des nodosités. En effet, la fixation d'azote n'est pas limitée par la 

photosynthèse (Drevon et al., 1988) mais plutôt par l'utilisation du carbone dans 

les nodosités (V ance et Heichel, 1991 ), ou par la demande en azote des plantes 

(Hartwig et al., 1994). 

Une présence brève du soleil pendant la période froide peut augmenter la 

température des feuilles (siège de la réduction du nitrate) alors que les nodosités 

restent soumises à une température basse. Dans les pays méditerranéens, le ciel en 

hiver se caractérise par des éclaircies fréquentes et de bonnes périodes 

d'ensoleillement. 

Une mauvaise adaptation des souches de Sinorhizobium à des températures basses. 

Il pourrait être intéressant d'effectuer un criblage de nombreuses souches de 

Sinorhizobium pour tester leur aptitude à la fixation d'azote sous basses 

températures. 

L'inoculation apparaît nécessaire et intéressante puisque tous les paramètres s'en 

trouvent améliorés. Une augmentation du rendement en matière sèche d'environ 20% a été 

enregistrée chez les plantes inoculées des trois écotypes par rapport aux plantes témoins. La 

proportion d'azote provenant de la fixation a été de l'ordre de 85 à 87% pour M. aculeata 

5099 et M. rigidula 716 en 1999. Ces valeurs sont relativement élevées par rapport aux 

données de la littérature. Pour M. truncatula, Papastilianou (1987) a rapporté des proportions 

d'azote provenant de la fixation symbiotique comprises entre 50 et 70% selon les 

précipitations. Nos valeurs élevées reflètent soit une association particulièrement efficiente 

soit une surévaluation de la fixation liée à la méthode de mesure (du fait notamment de la 

plante de référence utilisée (orge) pour la méthodologie 15N) ou par une minéralisation ou une 

teneur en azote très faible dans ces sols. 
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Les données bibliographiques relatives à la quantité d'azote fixé chez les écotypes de 

médics sont rares. Il existe cependant des résultats concernant d'autres luzernes annuelles telle 

que M. truncatula. Lors d'un essai au champ sur deux ans à Chypre, Papastilianou (1987) a 

rapporté que la quantité d'azote fixé chez cette espèce a oscillé entre 85 et 101 kg N ha-1 selon 

l'année et la méthode de détermination utilisée. De même, Butler (1988) a montré qu'une 

culture de M. littoralis en Australie Méridionale à climat méditerranéen a fixé 102 kg N ha- 1 

an- 1
. Les valeurs concernant les quantités d'azote fixé que nous avons observées chez M. 

rigidula 716 et M. aculeata 5099 se situent dans cette fourchette. 

Les quantités d'azote fixé sont ainsi évaluées à 109-113 kg N ha-1 pour les deux 

écotypes M. aculeata 5099 et M. rigidula 716. Ces valeurs élevées confèrent une importance 

majeure à la fixation symbiotique, notamment en vue de l'implantation des écotypes de 

médics concernés dans des zones de parcours de l'arrière pays. En effet, dans ces régions, les 

éleveurs (essentiellement des bédouins) pour des raisons économiques et techniques 

n'apportent jamais d'engrais. 

L'importance des souches de Sinorhizobium spécifiques aux divers écotypes a été mise 

en évidence également par Materon et Ryan (1995). Ces auteurs ont montré que grâce à la 

présence de Sinorhizobium indigène spécifique, les plantes de M. rigidula 716 non inoculées 

ont produit plus de biomasse sèche que des plantes fertilisées (taux équivalent à 137 kg N ha-

1) ou inoculées avec des souches inefficientes de Sinorhizobium. 

Outre les plantes inoculées, les traitements témoins ont également porté des nodosités. 

Nos essais ne permettent pas de dire si ces nodosités sont formées par des souches 

autochtones du sol (peu nombreuses et peu fixatrices) ou formées par des contaminations à 

partir des parcelles inoculées. Ceci pourrait être vérifié en utilisant des souches de 

Sinorhizobium repérables (résistantes à des doses élevées d'antibiotique ou utilisation de 

techniques d'immunofluorescence, par exemple). Lors d'un essai en conditions contrôlées à 

l'ICARDA, Materon et Ryan (1995) ont signalé qu'il existe dans le sol des souches de 

Sinorhizobium efficientes et spécifiques des espèces de médics qu'ils ont étudiés (M. rigidula, 

entre autres). Il convient toutefois de rappeler que pour diminuer les chances de trouver ces 

souches autochtones nous avons conduit notre essai sur un champ expérimental à pente faible 
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qui n'avait pas été cultivé avec des légumineuses depuis 15 ans. Par ailleurs, nous avons 

respecté un espacement entre les parcelles afin d'éviter les contaminations. 

Les basses températures ont négativement affecté la formation des nodosités, en effet 

leur formation a été plus rapide en 1999 qu'en 1998. Ce résultat concorde avec les 

observations de Zhang et Smith ( 1994) qui ont trouvé un effet dépressif du froid sur la 

formation des nodosités. Ils ont signalé que les basses températures au niveau des racines 

inhibent considérablement les processus d'infection et de formation des nodosités. 

Ce retard de la nodulation observé pendant la saison 1998 s'est répercuté sur la 

fixation d'azote. Ainsi, la proportion d'azote provenant de la fixation a augmenté notablement 

en 1999 par rapport à 1998 suite à l'accroissement de la température. L'amélioration de la 

proportion d'azote provenant de la fixation et surtout de la quantité d'azote fixé a augmenté la 

production de matière sèche notamment pendant la période froide, ce qui assure une 

production fourragère satisfaisante sans avoir recours aux engrais. 

Par rapport au témoin, l'inoculation a davantage augmenté la quantité de matière sèche 

à la fin de l'hiver chez M. aculeata 5099 (42%) que chez les autres associations hôte-souche. 

Ceci montre que 1' écotype M. aculeata 5099 et la souche M508 représentent une association 

prometteuse à développer en zone froide. Ce résultat très positif est confirmé par l'analyse des 

courbes de l'ARA et par la méthode 15N. Les résultats de l'ARA montrent en effet une activité 

appréciable lors de l'hiver 1998 chez l'écotype M. aculeata 5099. Alors que pour M. aculeata 

80, l'ARA reste significativement inférieure aux autres écotypes jusqu'au troisième 

prélèvement. Il en est de même pour les résultats de l'analyse 15N en 1999. Il existe donc une 

variabilité au niveau de la fixation en hiver, et les différences observées peuvent être 

importantes. 

On note ainsi que M. aculeata 5099 est toujours supérieur à M. aculeata 80 sur le plan 

de la fixation symbiotique et la production de la matière sèche. Ceci indique qu'il existe une 

variation génétique marquée au sein de cette espèce. Ces deux écotypes de M. aculeata sont 

probablement génétiquement éloignés puisque les gousses de 1' écotype 80 portent des épines 

et celles de l'écotype 5099 sont inermes. Un large criblage d'écotypes de luzernes, pour la 

résistance au froid et pour la fixation de l'azote, devrait donc être effectué. 
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M. aculeata 5099 suivi par M. rigidula 716 ont présenté le rythme d'apparition foliaire 

le plus élevé pendant les deux années. Pour de nombreux paramètres étudiés, M. aculeata 

5099 a montré la meilleure performance pendant la période froide, mais finalement 1' écotype 

M. rigidula 716 a présenté le meilleur rendement grâce à sa bonne croissance au printemps. 

Toutefois, ces écotypes ont présenté des différences au niveau de la proportion d'azote 

provenant de la fixation, ce qui suggère que seules les souches utilisées pour 1' inoculation (et 

pas la surface foliaire ni la photosynthèse) ont induit la différence au niveau de la fixation 

d'azote. La souche BZI utilisée pour l'écotype M. rigidula 716 a amélioré sa performance 

lorsque les températures ont augmenté et a présenté les valeurs les plus élevées au niveau de 

la fixation d'azote aux deux saisons et particulièrement à la première. Concernant la souche 

BZI, Gintzburger ( 1994) a rapporté que la performance de cette souche est satisfaisante sous 

conditions froides dans le sud de la France. De même, la variabilité au niveau des capacités 

fixatrices entre les souches d'origine différente a été mise en évidence par Ek-Jander et 

Fahraeus (1971). Ces auteurs ont montré que sous basses températures, les souches isolées du 

nord de la Scandinavie sont capables de former plus de nodosités que les souches originaires 

du sud de la Scandinavie. 

En conclusion, nous observons sur le plan de la précocité de développement un 

meilleur comportement de M. aculeata 5099. Cette association est capable d'effectuer une 

fixation d'azote pendant l'hiver et d'assurer une production de fourrage pendant la période 

froide. Cet aspect mérite cependant des travaux complémentaires en vue notamment de 

trouver des souches de Sinorhizobium plus tolérantes au froid. Une autre solution en vue 

d'améliorer le système consiste à réaliser un ensemencement plus tôt dans la saison en 

fonction des précipitations (octobre-novembre) afin d'assurer l'infection des racines par le 

Sinorhizobium ce qui permet une bonne croissance et une bonne installation avant l'hiver. Les 

plantes ainsi implantées sont susceptibles de profiter au mieux des phases d'ensoleillement et 

des remontées de température à la sortie de l'hiver. Zhang et Smith (1994) montrent que la 

fixation de l'azote atmosphérique peut avoir lieu 6 jours plus vite lorsque les plantes sont 

soumises à 25°C pendant 12 heures avant d'être cultivées à 15°C. 

En ce qui concerne M. rigidula 716, on observe un très bon comportement hivernal et 

printanier. L'inoculation de cet écotype avec la souche BZI présente une bonne performance 
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notamment lorsque les températures remontent. Ce constat reproduit également les 

observations réalisées dans le sud de la France montrant de bonnes performances de M. 

rigidula 716 associé à la souche BZI en conditions froides (Gintzburger, 1994). 
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IV. ETUDE EN CONDITIONS CONTRÔLEES DE LA CROISSANCE ET 

DU DEVELOPPEMENT DE LUZERNES ANNUELLES 

Les essais en conditions contrôlées ont été effectués au Laboratoire Agronomie et 

Environnement de l'ENSAIA. Un premier objectif de ces essais consiste à étudier et à 

comparer le comportement de trois écotypes de luzernes annuelles (Medicago aculeata 80, M. 

aculeata 5099 et M. rigidula 716) cultivés en pots sous basses températures en vue de trouver 

les associations présentant la meilleure performance dans ces conditions. Il s'agit d'étudier le 

développement et la croissance ainsi que la fixation d'azote chez des plantes, cultivées à 9 et 

re, et inoculées par deux souches différentes de Sinorhizobium. La plus basse température a 

été choisie parce que l'infection des racines par les Sinorhizobium n'a pas lieu en dessous de 

7°C (Gibson, 1971). Le deuxième objectif est de tester la température comme seul facteur afin 

de valider les résultats obtenus au champ en observant la phase de germination et de 

développement des plantes jusqu'au stade 5-7 feuilles. 

Nous avons effectué deux essats, lors du premier nous avons étudié les écotypes 

Medicago aculeata 80 et M. aculeata 5099 alors que dans le deuxième essai nous avons 

comparé les écotypes M. aculeata 80 et M. rigidula 716. Lors des essais au champ, nous 

avons remarqué que 1' écotype M. aculeata 5099 présente la meilleure performance en termes 

de production de biomasse sèche et fixation d'azote pendant la période froide. Nous voulions 

donc confirmer la performance de cet écotype et identifier la meilleure association avec les 

souches de Sinorhizobium. 

1. Premier essai 

Nous avons étudié l'apparition foliaire et la production de la matière sèche. Nous 

avons également mesuré la fixation de l'azote atmosphérique et déterminé l'azote total des 

végétaux. Nous allons comparer ces paramètres chez les plantes cultivées à 9 et à 7°C. Dans 

cette étude, nous avons comparé des associations médics-Sinorhizobium contrastées. Les 

souches utilisées pour inoculer l'écotype M. aculeata 5099 sont M508 et M620. Pour M. 

aculeata 80, les souches utilisées sont M53 et M620. Pour les deux essais, les souches du 

traitement Il sont isolées des régions assez froides, testées et recommandées par l'ICARDA 

comme les souches les plus performantes en association. 
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Tableau 4.1. Temps Gours) après le repiquage nécessaire pour atteindre les stades foliaires à 9 et à 7°C 

pour les différents traitements des écotypes M aculeata 5099 (B) et M aculeata 80 (A) lors du 
. . 

prem1er essa1. 

Temps Gours) 

Stade foliaire 1 2 3 4 5-7 

BF 13 b+ 21 d 25 c 29 f 33 e 
9°C Bll 13b 20 e 26 c 31 e 35 d 

BI2 13b 22 c 31 b 38 b 41 b 

BF 16 a 26b 30b 33 d 36 d 
7°C Bll 16 a 26b 32 ab 36 c 37 c 

BI2 16 a 28 a 34 a 40 a 43 a 

Effet Température *** *** *** *** *** 

Effet Source d'azote NS *** *** *** * 

Température X Source d'azote NS NS NS NS NS 

AF 19 b 24 d 32 e 41 d 46d 
9°C Ail 19 b 26 c 34 d 43 c 49 c 

AI2 18 b 28 b 37 c 45 b 51 b 

AF 22 a 34 a 40 b 43 c 49 c 
7°C Ail 22 a 34 a 39b 46 b 51 b 

AI2 22 a 34 a 44 a 49 a 53 a 

Effet Température *** *** *** *** *** 

Effet Source d'azote NS *** *** *** *** 

Température X Source d'azote NS * * NS NS 

Pour l'écotype B, les traitement sont: F (fertilisé), Il (inoculé par la souche M508), 12 (inoculé par la 

souche M620. Pour l'écotype A, les traitements sont : F (fertilisé), Il (inoculé par la souche M53) et 12 

(inoculé par la souche M620). L'effet des facteurs étudiés est déterminé après analyse de variance (NS: 

non significatif, *: P<0,05, **: P<O,Ol et***: P<O,OOI). +Pour un écotype, les moyennes suivies 

par la même lettre dans une colonne ne sont pas significativement différentes selon le test de la PPDS 

(P<0,05). 
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1.1. Apparition foliaire 

L'apparition foliaire a été suivie pour déterminer la vitesse de développement des deux 

écotypes de luzernes annuelles étudiés. Le cultivar M. aculeata 5099 (B) a été plus précoce 

que le cultivar M. aculeata 80 (A). En ce qui concerne l'apparition de la première feuille chez 

le traitement fertilisé (F), de l'écotype Ba nécessité 13 et 16 jours pour les plantes cultivées à 

9 et à 7°C, respectivement; alors que le traitement F de l'écotype A a pris 19 et 22 jours 

(Tableau 4.1). Cette précocité a été notée chez l'écotype B jusqu'à la fin de la culture au stade 

5-7 feuilles. Le traitement F de l'écotype B a atteint ce stade 33 et 36 jours après le repiquage 

pour les plantes cultivées à 9 et à 7°C par rapport à 46 et 49 jours pour l'écotype A. 

Des rythmes de développement différents entre les traitements ont été observés dès le 

stade 2 feuilles chez les deux écotypes A et B. Pour l'écotype A cultivé à 9°C, le traitement F 

a formé 2 feuilles à l'âge de 24 jours contre 26 et 28 jours pour les traitements Il et 12. Nous 

n'avons pas observé de différence de développement entre les plantes de cet écotype 

disposées à 7°C. Pour l'écotype B, le traitement Il a été le premier à atteindre le stade 2 

feuilles (à l'âge de 20 jours) parmi les traitements cultivés à 9°C. Pour les plantes placées à 

7°C, les traitements F et Il ont présenté un rythme de développement identique et plus rapide 

que celui du traitement 12. 

Au stade 3 feuilles, des différences de développement sont apparues entre les 

traitements de l'écotype A cultivés à 7°C. Le traitement 12 atteint ce stade avec 4 à 5 jours de 

retard par rapport aux autres traitements. Toujours pour l'écotype A, le traitement F présente 

un rythme de développement significativement plus rapide que les autres traitements à partir 

du stade 2 feuilles pour les plantes cultivées à 9°C et du stade 4 feuilles pour celles subissant 

7°C. Les plantes de ce traitement atteignent le stade 5-7 feuilles 3 à 5 jours plus tôt que les 

autres traitements dans le cas des plantes croissant à 9°C et 2 à 4 jours pour celles cultivées à 

7°C. Cette précocité du traitement Fest également notée dans le cas de l'écotype B à partir du 

stade 3 feuilles. Les plantes fertilisées cultivées à 9°C atteignent le stade 5-7 feuilles à 1' âge 

de 33 jours par rapport à 35 et 41 jours respectivement pour les traitements Il et 12. 

Concernant les plantes de l'écotype B cultivées à 7°C, le traitement F a nécessité pour 

atteindre le stade 5-7 feuilles 36 jours contre 37 et 43 jours pour les traitements Il et 12, 

respectivement. 
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Il convient de remarquer que les deux souches utilisées pour l'inoculation n'ont pas eu 

le même effet sur le rythme de développement. L'écotype B inoculé par la souche M508 (II) a 

présenté un rythme de développement plus rapide que celui inoculé avec la souche M620 

(traitement 12), quelle que soit la température ambiante. Une différence significative s'est 

établie entre ces deux traitements dès le stade 2 feuilles. Le traitement 11 a atteint le stade 5-7 

feuilles avec 6 jours d'avance par rapport au traitement 12. Pour l'écotype A, le traitement 

inoculé par la souche M53 (Il) a atteint le stade 5-7 feuilles 2 jours avant le traitement inoculé 

par la souche M620 (12). 

L'effet de la température a été très net chez les deux écotypes. Pour l'écotype B, les 

plantes cultivées à 7°C ont formé la première feuille avec 3 jours de retard par rapport à celles 

croissant à 9°C. Ce retard observé chez les plantes disposées à 7°C a persisté jusqu'au stade 5-

7 feuilles. La basse température (7°C) a exercé le même effet sur les plantes de l'écotype A 

Les plantes cultivées sous cette température ont présenté un retard de 2 à 3 jours par rapport à 

celles cultivées à 9°C. 

L'écotype M aculeata 5099 (B) a présenté un rythme de développement plus rapide 

que celui de l'écotype M aculeata 80 (A). Jusqu'au stade 5-7 feuilles, le traitement 

fertilisé a généralement précédé les autres traitements suivi par Il et 12. Les 

différentes souches n'induisent pas le même effet sur le développement des plantes. Les 

plantes placées à 7°C ont atteint les différents stades 2 à 3 jours plus tard que celles 

cultivées à 9°C. 

1.2. Production de la matière sèche 

La production de la matière sèche a été déterminée à deux âges : à 63 jours et à 98 

Jours après le semis. Ces deux âges correspondent aux stades "16-18 feuilles" et "pré

floraison" chez les plantes cultivées au champ. 

1.2.1. Premier échantillonnage 

Il est important de noter que l'écotype B a systématiquement produit une biomasse 

supérieure à celle de l'écotype A Pour les plantes cultivées à 9°C, les traitements de l'écotype 

B ont généralement présenté une biomasse supérieure de l'ordre de 50% à celle des 
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Figure 4.1 . Matière sèche produite au premier échantill01mage du premier essai par les 
différents traitements de l'écotype M aculeata 5099 (B). Ces traitements sont : F (fertilisé), 
Il (inoculé par la souche M508) et 12 (inoculé par la souche M620). Pour ce graphique et les 
graphiques suivants, la comparaison statistique est effectuée entre tous les histogrammes. 
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Figure 4.2. Matière sèche produite au premier échantillonnage du premier essai par les 
différents traitements de l'écotype M aculeata 80 (A). Ces traitements sont : F (fertilisé), 
Il (inoculé par la souche M53) et 12 (inoculé par la souche M620). 
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traitements de l'écotype A. Cette supériorité de l'écotype B a été également observée chez les 

plantes cultivées à 7°C. 

L'inoculation a présenté un effet stimulateur, par rapport au témoin, similaire à celui 

induit par la fertilisation azotée (Fig. 4.1 ). Ceci est notamment remarquable dans le cas de 

l'écotype B inoculé par la souche M508 (traitement Il). Ce traitement a produit une biomasse 

statistiquement comparable à celle produite par le traitement F que ce soit à 9°C ou à 7°C. 

Cependant, l'importance de la spécificité de la souche utilisée pour l'inoculation est nette si 

l'on compare les traitements Il et 12. L'écotype B inoculé par la souche M508 (traitement Il) 

et cultivé à 9°C a présenté une biomasse de 0,32 g plante-1 alors que ce même écotype a 

produit 0,23 g plante-1 lorsqu'il a été inoculé par la souche M620. 

Pour l'écotype A, nous observons que la source d'azote n'a pas présenté d'effet 

statistiquement significatif sur la biomasse sèche au premier échantillonnage (Fig. 4.2). 

La température basse (7°C) a ralenti la production de matière sèche chez l'écotype B. 

Cet effet dépressif a été significatif notamment dans le cas du traitement F. Ce traitement 

cultivé à 9°C a produit 0,37 g plante-1 par rapport à 0,25 g plante-1 pour les plantes à 7°C. Cet 

effet défavorable des basses températures (7°C) a été moins marqué chez les traitements Il et 

12. Ces traitements cultivés à 7°C ont respectivement montré une biomasse inférieure de 24% 

et 12% à celle des plantes disposées à 9°C. 

Pour l'écotype A, l'effet de la température sur la production de biomasse n'a pas été 

significatif au premier échantillonnage. 

1.2.2. Deuxième échantillonnage 

Les résultats obtenus lors du premier échantillonnage ont été confirmés par le 

deuxième échantillonnage. L'écotype B continue à montrer une biomasse systématiquement 

supérieure à celle produite par l'écotype A. La biomasse produite par l'écotype B cultivé à 

9°C a été de l'ordre de 2,56 à 3,29 g plante-1 par rapport à 0,75 à 1,80 g plante-1 pour l'écotype 

A. 
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Figure 4.3. Matière sèche produite au deuxième échantillonnage du premier essai par les 
différents traitements de l'écotype M aculeata 5099 (B). Ces traitements sont : F (fertilisé), 
Il (inoculé par la souche M508) et 12 (inoculé par la souche M620) . 
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Figure 4.4. Matière sèche produite au deuxième échantillonnage du premier essai par les 
différents traitements de l'écotype M aculeata 80 (A). Ces traitements sont : F (fertilisé) , 
Il (inoculé par la souche M53) et 12 (inoculé par la souche M620). 
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Pour l'écotype B, les traitements F et Il ont montré la meilleure performance en ce qui 

concerne la production de la matière sèche à 9 et à 7°C (Fig. 4.3). Le traitement I2 a 

cependant présenté à 9°C une matière sèche non significativement différente de celle du 

traitement Il cultivé à la même température (2,56 et 3,18 g MS plante-1 respectivement). 

Toutefois, à 7°C la biomasse sèche produite par le traitement I2 a été significativement 

inférieure à celle du traitement Il (2,12 et 3,03 g MS plante-1 respectivement). 

Pour 1' écotype A, la biomasse sèche produite par le traitement F a dépassé celle du 

traitement Il mais sans montrer un effet significatif (Fig. 4.4). A 9°C, le premier traitement a 

présenté 1,8 g MS plante-1 contre 1,6 g MS plante-1 pour le traitement Il et 0,75 g MS plante-1 

pour le traitement !2. L'effet de la souche est également net sur ce paramètre puisque ce 

dernier traitement (I2) a présenté une biomasse sèche significativement inférieure aux deux 

autres traitements. 

Nous observons que les plantes cultivées à 9°C présentent une biomasse supérieure à 

celle produite à 7°C. Cet effet de la température est plus remarquable dans le cas des 

traitements F et Il de 1' écotype A. Toutefois, cet effet n'est pas statistiquement significatif, à 

cause de la variabilité élevée entre les répétitions. 

1.3. Fixation d'azote 

Nous avons déterminé le temps nécessaire pour la formation des nodosités ainsi que 

les valeurs que ces nodosités présentent sur l'échelle de notation. Nous avons également 

mesuré l'activité des nodosités à l'aide de la méthode de l'ARA et la quantité d'azote total 

retenue dans les plantes. 

1.3.1. Temps nécessaire pour la formation des nodosités 

La spécificité de la souche de Sinorhizobium pour un écotype donné et son 

comportement sous basses températures représentent les deux facteurs primordiaux pour la 

fixation d'azote. Nous avons étudié la nodulation chez les traitements inoculés des deux 

écotypes cultivés à 9 et à 7°C (Tableau 4.2). Les traitements fertilisés n'ont pas formé des 

nodosités jusqu'à l'âge de 30 jours. Chez l'écotype B, le traitement Il a montré les meilleurs 

résultats car les nodosités apparaissent après 18 et 21 jours pour les plantes cultivées à 9 et à 

7°C, respectivement. La différence entre les deux valeurs est significative. Concernant le 
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Tableau 4.2. Nombre de jours après le repiquage nécessaires pour former la première nodosité et 

échelle de notation des nodosités à 9 et à 7°C pour les deux traitements inoculés des écotypes M 

aculeata 5099 (B) et M aculeata 80 (A) lors du premier essai. 

Nombre de jours 

Bll 

BI2 

Effet Température 

18 c• 

24a 

Effet Inoculation 

Température X Inoculation 

Ail 

AI2 

Effet Température 

22 a 

Effet Inoculation 

Température X Inoculation 

21 b 

*** 

*** 

*** 

27 b 

*** 

*** 

*** 

Echelle de notation des nodosités 

4a 

1 b 

2a 

*** 

*** 

*** 

*** 

*** 

*** 

4a 

2a 

Pour l'écotype B, les traitements sont :Il (inoculé par la souche M508) et I2 (inoculé par la souche 

M620). Pour l'écotype A, les traitements sont : Il (inoculé par la souche M53) et I2 (inoculé par la 

souche M620). L'effet des facteurs étudiés est déterminé après analyse de variance (NS: non 

significatif,* : P<0,05, ** : P<O,Ol et*** : P<O,OOl). • La comparaison statistique est effectuée au 

sein du même écotype et entre les deux températures. Les moyennes suivies par la même lettre ne sont 

pas signi:ficativement différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 
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traitement 12, les plantes cultivées à 9°C ont formé des nodosités après 24 jours de repiquage 

alors que celles subissant 7°C n'ont pas réussi à former de nodosités. 

Pour l'écotype A, le traitement 11 a formé des nodosités après 22 jours de culture 

lorsque les plantes sont cultivées à 9°C alors qu'il a requis 27 jours pour en former à 7°C. 

Pour les plantes du traitement 12, on n'observe pas de nodosités qu'elles soient cultivées à 9°C 

ou à 7°C. 

1.3.2. Echelle de notation des nodosités 

Le traitement Il de l'écotype B a présenté les meilleurs résultats sur l'échelle de 

notation avec une valeur de 4 pour les plantes cultivées à 9 et à 7°C. En ce qui concerne le 

traitement 12, les nodosités formées chez les plantes cultivées à 9°C ont présenté une valeur de 

1 sur l'échelle de notation alors que les plantes cultivées à 7°C n'ont pas formé de nodosités. 

Pour l'écotype A, le traitement Il a montré une valeur de 2 sur l'échelle de notation 

des nodosités dans le cas des plantes cultivées à 9 et à 7°C (Tableau 4.2). En revanche, le 

traitement 12 n'a pas réussi à former de nodosités que ce soit à 9 ou à 7°C. 

Les souches utilisées ont différé vis à vis de leur aptitude à former des nodosités. La 

souche M508 associée à l'écotype M aculeata 5099 (B) a réussi à former tôt des 

nodosités présentant des valeurs élevées sur l'échelle de notation et ceci à 9 et à 7°C. 

Dans le cas de M aculeata 80 la souche M53 a initié des nodosités présentant des 

valeurs de 2 alors que la souche M620 n'a pas réussi à former des nodosités qu'elle soit 

disposée à 9 ou à 7°C. 

1.3.3. Activité nitrogénase 

Nous avons mesuré l'activité réductrice d'acétylène qui permet de déterminer l'activité 

potentielle des nodosités ou celle de la nitrogénase. Ces mesures ont été effectuées sur des 

plantes âgées de 98 jours (après le repiquage). Cependant, il convient de noter que les valeurs 

obtenues sont relativement faibles par rapport aux résultats obtenus au champ. Outre l'effet 

dépressif des basses températures, une fuite au niveau des cylindres a probablement réduit ces 

valeurs. Toutefois, cette méthode reste bonne pour comparer l'effet des basses températures 

sur les capacités fixatrices. 
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Fig. 4 .5. Quantité d'azote total par plante au deuxième échantill01mage du premier essai pour 
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Pour l'écotype A, le traitement 12 a présenté une valeur nulle d'activité selon la 

méthode de l'ARA (Tableau 4.3). L'effet des basses températures sur la réduction d'acétylène 

est net dans le cas du traitement Il. Pour ce traitement, la valeur enregistrée chez les plantes 

cultivées à 9°C est de 1,53 p.mol C2!4 plante-1 h-1 contre 0,66 p.mol C2H4 plante-1 h- 1 pour les 

plantes placées à 7°C, cette différence étant significative. 

Concernant l'écotype B, les deux traitements inoculés ont présenté une activité 

réductrice d'acétylène à 9°C (Tableau 4.3). Cependant, la quantité de C2H4 formée par le 

traitement Il a été trois fois plus grande que celle produite par le traitement 12. Les basses 

températures ont significativement réduit cette activité. La quantité de C2H4 produite chez le 

traitement Il cultivés à 7°C a été inférieure de l'ordre de 25% à celle obtenue à 9°C. De plus, 

la valeur de l'ARA enregistrée chez le traitement 12 cultivé à 7°C a été nulle puisque ces 

plantes n'ont pas formé de nodosités à cette basse température. 

1.3.4. Quantité d'azote total des plantes 

Nous observons chez l'écotype B que les traitements F et Il ne présentent pas de 

différence significative au niveau de la quantité d'azote total des plantes (Fig. 4.5). Ces 

traitements ont respectivement produit 98 et 83 mg N plante-1 lorsqu'ils sont cultivés à 9°C et 

88 et 76 mg plante- 1 lors d'une culture à 7°C. Le traitement 12 a présenté des valeurs 

inférieures aux autres traitements qu'il soit cultivé à 9 ou à 7°C. 

Les résultats obtenus chez l'écotype A montrent que les plantes du traitement Il ont 

présenté une quantité d'azote comparable à celle du traitement F (Fig. 4.6). A 9°C, ces deux 

traitements ont produit 64 et 55 mg N plante-1
, respectivement. Le traitement 12 montre une 

quantité d'azote significativement inférieure aux autres traitements notamment à 9°C. 

La culture des plantes à 7°C au lieu de 9°C a légèrement réduit la quantité d'azote total 

retenue dans les plantes. Néanmoins, cet effet a été significatif uniquement chez les 

traitements F et Il de l'écotype A. 
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Tableau 4.3. Quantité d'éthylène produite (en JI mol plante"1 h"1
) au deuxième échantillonnage du 

premier essai pour les écotypes M aculeata 5099 (B) et M aculeata 80 (A) cultivés à 9 et à 7°C. 

Bll 

BI2 

Effet Température 

Effet Inoculation 

Température X Inoculation 

Ail 

AI2 

Effet Température 

Effet Inoculation 

Température X Inoculation 

3,93 a• 

1,18 c 

1,53 a 

2,95 b 

*** 

*** 

*** 

0,66 b 

*** 

*** 

*** 

Pour l'écotype B, les traitements sont : Il (inoculé par la souche M508) et 12 (inoculé par la souche 

M620). Pour l'écotype A, les traitements sont :Il (inoculé par la souche M53) et 12 (inoculé par la 

souche M620). L'effet des facteurs étudiés est déterminé après analyse de variance (NS: non 

significatif,*: P<0,05, **: P<O,Ol et***: P<O,OOl). • La comparaison statistique est effectuée au 

sein du même écotype et entre les deux températures. Les moyennes suivies par la même lettre ne sont 

pas signi:ficativement différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 
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2. Deuxième essai 

En fonction des résultats du premier essai en conditions contrôlées, nous avons décidé 

de retenir l'écotype M. aculeata 5099 (B) et de le comparer à l'écotype M. rigidula 716 qui a 

présenté les meilleures performances lors des essais au champ. Ce deuxième essai sert à 

suivre, chez M. aculeata 5099 et M. rigidula 716, l'effet de la source d'azote sur le 

développement (apparition foliaire), la production de la matière sèche et la fixation d'azote 

chez des plantes cultivées sous deux températures basses (9 et 7°C). Les sources d'azote 

concernées sont la fertilisation, l'inoculation (2 traitements) en plus d'un traitement témoin 

non fertilisé et non inoculé. 

2.1. Apparition foliaire 

Nous avons étudié le nombre de jours nécessaires pour l'émission successive des cinq 

premières feuilles. 

Nous observons que l'écotype B présente un rythme de développement plus rapide que 

celui de l'écotype R notamment pour les plantes cultivées à 7°C (Tableau 4.4). Sous cette 

basse température, la première feuille est apparue après 17 jours pour 1' écotype B et 19 jours 

pour l'écotype R. Par rapport à l'écotype R, 1' écotype B a atteint le stade 5-7 feuilles 2 à 4 

jours plus tôt lorsque les plantes sont cultivées à 9°C et 3 à 7 jours pour les plantes à 7°C. 

Par rapport aux plantes témoins, la fertilisation a exercé un effet accélérateur sur le 

rythme de développement pendant les stades que nous avons étudiés. Pour les écotypes B et 

R, cet effet a été observé à partir du stade 2 feuilles pour les plantes cultivées à 9°C et du 

stade 3 feuilles pour celles subissant 7°C. Cependant, l'inoculation a également accéléré le 

développement des plantes notamment dans le cas du traitement Il. Le traitement 12 des deux 

écotypes n'a pas présenté de différence par rapport au traitement témoin (T). L'importance de 

la spécificité de la souche bactérienne utilisée pour l'inoculation a été nette puisque les deux 

souches utilisées pour chaque écotype n'ont pas présenté le même effet sur le rythme de 

développement. A 9 et à 7°C, le traitement Il a atteint le stade 5-7 feuilles 4 à 6 jours avant le 

traitement 12 pour l'écotype B et 4 à 5 jours pour R. De même, le traitement Il de l'écotype R 

a atteint le stade 5-7 feuilles 2 jours avant le traitement F. A ce dernier stade, le classement 

des traitements chez l'écotype B et sous les deux températures a été le suivant: F (le plus 
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Tableau 4.4. Temps Gours) après le repiquage nécessaire pour atteindre les stades foliaires à 9 et à 7°C 
pour les différents traitements des écotypes M aculeata 5099 (B) et M rigidula 716 (R) lors du 

deuxième essai. 

Temps Gours) 

Stade foliaire 1 2 3 4 5-7 

BF 13 b. 20 c 25 d 29 g 33 f 

9°C 
Bll 13b 21 be 26d 31 f 35 e 

BI2 13 b 22 be 31 be 38 c 41 b 

BT 13b 23 b 31 be 38 c 41 b 

BF 17 a 26 a 30 c 34 e 37 d 

7°C 
Bll 17 a 26 a 32 b 37 d 39 c 
BI2 17 a 27 a 35 a 40 b 43 a 
BT 17 a 26 a 35 a 42 a 43 a 

Effet Température *** *** *** *** *** 
Effet Source d'azote NS * *** *** *** 
Température X Source d'azote NS NS NS *** *** 

RF 15 b 22 d 27 d 30 d 35 d 

9°C 
Rl1 15 b 25 be 31 c 34 c 39 c 
Rl2 16 b 26 b 36 ab 39 ab 44ab 
RT 15 b 24 c 35 b 38 b 43 b 

RF 19 a 31 a 36 ab 39 ab 44 ab 

7°C 
Rl1 19 a 32 a 34 b 37 b 42 b 
Rl2 19 a 33 a 38 a 41 a 46 a 

RT 19 a 32 a 38 a 41 a 46 a 

Effet Température *** *** *** *** *** 
Effet Source d'azote NS *** *** *** *** 
Température X Source d'azote NS NS NS NS NS 

Pour l'écotype B, les traitement sont : F (fertilisé), Il (inoculé par la souche M508), I2 (inoculé par la 

souche M620 et T (témoin). Pour l'écotype R, les traitements sont: F (fertilisé), Il (inoculé par la 

souche BZI), I2 (inoculé par la souche M53) et T (témoin). L'effet des facteurs étudiés est déterminé 

après analyse de variance (NS: non significatif, * : P<0,05, ** : P<0,01 et*** : P<0,001). • Pour un 

écotype, les moyennes suivies par la même lettre dans une colonne ne sont pas significativement 
différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 
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précoce)> Il > T = I2 (le moins précoce). Pour l'écotype R le classement est: Il > F > I2 = 
T. 

La baisse de la température a ralenti le rythme de développement chez les deux 

écotypes B et R. La première feuille de plantes de l'écotype B est initiée à l'âge de 13 jours 

pour les plantes cultivées à 9°C et 17 jours pour celles croissant à 7°C. Des résultats similaires 

sont observés chez l'écotype R puisqu'on note la première feuille chez les plantes cultivées à 

9°C à l'âge de 15 à 16 jours alors que cette feuille a été émise après 19 jours de culture pour 

les plantes subissant 7°C. Cet effet dépressif de la basse température a persisté jusqu'à la fin 

de la culture au stade 5-7 feuilles. Pour l'écotype B, les traitements F et Il disposés à 7°C ont 

atteint le stade 5-7 feuilles 4 jours plus tard que ceux cultivés à 9°C. Le stade 5-7 feuilles chez 

les traitements I2 et Ta été retardé de 2 jours lorsque les plantes sont cultivées à re au lieu 

de 9°C. Pour 1' écotype R, le stade 5-7 feuilles chez le traitement F a été ajourné de 9 jours par 

la température la plus basse (7°C) alors que ce stade a été retardé de 2 à 3 jours pour les autres 

traitements . 

. Pour la période de l'essai (jusqu'au stade 5-7 feuilles), l'écotype M. aculeata 5099 (B) 

présente un rythme de développement plus rapide que l'écotype M. rigidula 716 (R). 

Les souches de Rhizobium meliloti M508 pour M. aculeata 5099 et BZI pour M. rigidula 

716 montrent un effet accélérateur sur le développement des plantes. La culture des 

plantes à 7°C a induit un retard de développement. 

2.2. Production de la matière sèche 

La production de la matière sèche a été étudiée à deux âges : à 63 jours et à 96 jours 

afin de déterminer l'effet de la source d'azote et de la température sur l'élaboration de la 

biomasse. 

2.2.1. Premier échantillonnage (63 jours) 

L'écotype B a systématiquement présenté une biomasse sèche supérieure à celle 

produite par l'écotype R aux deux températures étudiées. Le traitement F cultivé à 9°C a 

présenté une biomasse de 0,385 g plante-1 par rapport à 0,235 g plante-1 pour le traitement F 

de 1' écotype R. la différence entre les deux écotypes est plus important dans le cas des plantes 

cultivées à 7°C. 
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Figure 4.7. Matière sèche produite au premier échantill01mage du deuxième essai par les 
différents traitements de l'écotype M aculeata 5099 (B). Ces traitements sont : F (fertilisé), 
I 1 (inoculé par la souche M508), 12 (inoculé par la souche M620) et T (témoin). 
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Figure 4.8. Matière sèche produite au premier échantill01mage du deuxième essai par les 
différents traitements de l'écotype M rigidula 716 (R). Ces traitements sont: F (fertilisé) , 
Il (inoculé par la souche BZI), 12 (inoculé par la souche M53) et T (témoin). 
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Dans le cas de l'écotype B, le traitement Fa montré la meilleure performance en terme 

de production de matière sèche dépassant significativement les autres traitements (Fig. 4.7). 

La biomasse produite par le traitement Il (0,35 g plante-1
) a été significativement supérieure 

au traitement inoculé 12 et au témoin. Pour les plantes cultivées à re, le traitement Fa encore 

une fois été le plus performant suivi par les traitements Il, 12 et T, respectivement. La 

différence est significative entre tous les traitements. Concernant l'écotype R à 9°C le 

traitement F a dépassé légèrement les traitements inoculés Il et 12 et significativement le 

traitement T (Fig. 4.8). La différence entre les traitements inoculés et le témoin T n'est pas 

significative. 

Dans le cas de l'écotype B, les plantes cultivées à 7°C ont produit significativement 

moins de biomasse que celles cultivées à 9°C. La biomasse produite par le traitement F de cet 

écotype est inférieure de 20% lorsque les plantes sont cultivées à 7°C par rapport à 9°C. Cette 

baisse induite par la température basse (7°C) a été de l'ordre de 34, 22 et 34% pour les 

traitements Il, 12 et T. Pour l'écotype R, la basse température (7°C) a induit un ralentissement 

de la production de biomasse chez les traitements F et T, alors que les traitements inoculés ont 

présenté des valeurs de biomasse non significativement différentes qu'ils soient disposés à 

9°C ou à 7°C. 

2.2.2. Deuxième échantillonnage (96 jours) 

Comme dans le cas du premier échantillonnage, l'écotype B a présenté des valeurs 

plus élevées que l'écotype R qu'ils soient cultivés à 9 ou à 7°C. 

La fertilisation a induit un effet stimulateur sur la biomasse (Fig. 4.9). Toutefois, il est 

intéressant de noter que le traitement Il des deux écotypes a présenté une biomasse 

comparable à celle du traitement F pour les deux températures étudiées. Le traitement 12 de 

l'écotype B cultivé à 9°C a présenté une biomasse inférieure à celle du traitement Il mais 

supérieure à celle du témoin. Cependant, 12 cultivé à 7°C n'a pas montré de différence par 

rapport au témoin. Le même phénomène a été observé dans le cas de 1' écotype R quelle que 

soit la température de la culture (Fig. 4.10). 
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Figure 4.9. Matière sèche produite au deuxième échantillotmage du deuxième essai par les 
différents traitements de l'écotype M aculeata 5099 (B), Ces traitements sont : F (fertilisé), 
Il (inoculé par la souche M508), 12 (inoculé par la souche M620) et T (témoin). 
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Figure 4.10. Matière sèche produite au deuxième échantill01mage du deuxième essai par les 
différents traitements de l'écotype M rigidula 716 (R). Ces traitements sont: F (fertilisé), 
Il (inoculé par la souche BZ1), 12 (inoculé par la souche M53) et T (témoin) . 
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La culture des plantes à 7°C a induit un ralentissement de l'élaboration de la matière 

sèche chez les deux écotypes B et R. La matière sèche produite par les traitements F, 11 et 12 

de l'écotype B cultivées à 7°C a été inférieure de 39, 27 et 29% par rapport aux mêmes 

traitements cultivés à 9°C. Le traitement témoin de cet écotype a été le moins affecté par la 

culture à 7°C puisque sa biomasse a été inférieure de 12,5% à celui cultivé à 9°C. Pour 

l'écotype R, les plantes du traitement Font été les plus touchées par la culture à 7°C. L'effet 

dépressif induit par cette température dans le cas des traitements Il, 12 et T a été de l'ordre de 

22, 13 et 21% de leur biomasse produite à 9°C. 

L'écotype M aculeata 5099 (B) a élaboré plus de matière sèche que l'écotype M 

rigidula 716 (R) sous les deux températures basses étudiées. Les traitements F et Il ont 

produit le plus de biomasse suivi par 12 et T. La biomasse produite à 7°C a été 

inférieure à celle élaborée à 9°C et le traitement F a été le plus déprimé par la culture 

à 7°C. 

2.3. Fixation d'azote 

Dans le but d'étudier la nutrition azotée des plantes, nous avons déterminé le nombre 

de jours nécessaires pour former la première nodosité, l'échelle de notation des nodosités et la 

fixation d'azote mesurée par la méthode de dilution isotopique 15N. 

2.3.1. Formation des nodosités 

Il convient tout d'abord de mentionner que les traitements F et T des écotypes B et R 

n'ont pas formé de nodosités qu'ils soient cultivés à 9 ou à 7°C (Fig. 4.11 et 4.12). 

Les souches utilisées pour l'inoculation ont présenté un effet variable sur le temps 

nécessaire pour la formation de la première nodosité (Tableau 4.5). Dans le cas de l'écotype 

B, la souche B508 (traitement Il) a réussi à former des nodosités après 19 et 21 jours pour les 

plantes cultivées à 9°C et à 7°C, respectivement. La souche B620 (traitement 12) a nécessité 

24 jours pour former la première nodosité chez les plantes cultivées à 9°C alors que cette 

souche n'a pas réussi à former de nodosités à 7°C. Pour l'écotype R, la souche BZ1 

(traitement 11) a pris 20 et 22 jours pour former des nodosités chez les plantes cultivées à 9°C 

et à 7°C, respectivement. Le traitement 12 de cet écotype a requis 27 jours pour former des 

nodosités chez les plantes cultivées à 9°C alors qu'il était impossible d'en former à 7°C. 
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Tableau 4.5. Nombre de jours après le repiquage nécessaires pour former la première nodosité et 

échelle de notation des nodosités à 9 et à 7°C pour les deux traitements inoculés des écotypes M 

aculeata 5099 (B) et M rigidula 716 (R) lors du deuxième essai. 

Nombre de jours 

Bil 

BI2 

Effet Température 

19 c• 

24a 

Effet Inoculation 

Température X Inoculation 

Ril 

RI2 

Effet Température 

20 c 

27 a 

Effet Inoculation 

Température X Inoculation 

21 b 

*** 

*** 

*** 

22 b 

*** 

*** 

*** 

Echelle de notation des nodosités 

4a 

1 b 

3a 

1 b 

** 

*** 

*** 

** 

*** 

*** 

4a 

3a 

Pour l'écotype B, les traitements sont : I 1 (inoculé par la souche M508) et I2 (inoculé par la souche 

M620). Pour l'écotype R, les traitements sont :Il (inoculé par la souche BZI) et I2 (inoculé par la 

souche M53). L'effet des facteurs étudiés est déterminé après analyse de variance (NS :non significatif, 

*: P<0,05, **: P<0,01 et***: P<O,OOl). • La comparaison statistique est effectuée au sein du 

même écotype et entre les deux températures. Les moyennes suivies par la même lettre ne sont pas 

significativement différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 



Fig. 4.11. Apparition des premières nodosités chez M aculeata 5099 inoculé par la souche de 

Sinorhizobium meliloti M508 et cultivé à 9°C (à droite) par rapport au témoin non inoculé (à 

gauche). 



Fig. 4.12. Apparition des premières nodosités chez M rigidula 716 inoculé par la souche de 

Sinorhizobium meliloti BZI et cultivé à 9°C (à droite) par rapport au témoin non inoculé (à 

gauche). 



IV. Etude en conditions contrôlées de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

La culture des plantes à 7°C induit un retard ou inhibe totalement la formation des 

nodosités. Les plantes du traitement Il des deux écotypes cultivés à cette température ont 

formé des nodosités deux jours après les plantes cultivées à goc. Les souches M620 et M53 

ont formé des nodosités à goc mais pas à 7°C. 

2.3.2. Echelle de notation des nodosités 

Les souches utilisées pour le traitement Il des deux écotypes ont présenté les valeurs 

les plus élevées sur l'échelle de notation (Tableau 4.5). Qu'elle soit cultivée à goc ou à re, la 

souche M508 (Il) utilisée pour inoculer l'écotype B a présenté une valeur de 4 sur l'échelle de 

notation. Pour 1' écotype R, la souche BZI (Il) a montré une valeur de 3 sur cette échelle. En 

revanche, les nodosités formées par les souches M620 et M53 n'ont obtenu que des valeurs de 

1 sur 1' échelle de notation. 

La température la plus basse (7°C) n'a pas exercé d'effet sur l'aspect (notation) de ces 

nodosités formées par M508 sur B et BZI sur R (mais BI2 et RI2 ont une note de 1 à goc et 0 

à 7°C). 

Pour les deux écotypes, les souches du traitement Il (MSOS et BZI) ont formé des 

nodosités plus rapidement que les souches du traitement 12 (M620 et M53). De plus, les 

nodosités du traitement Il ont présenté des meilleures valeurs sur l'échelle de notation 

et ont été moins affectées par la culture des plantes à 7°C que celles du traitement 12. 

La température de 7°C retarde ou inhibe la formation des nodosités mais sans 

modifier sensiblement leur notation. 

2.3.3. Quantité d'azote fixé 

La quantité d'azote fixé a été mesurée à l'aide de méthode de la dilution isotopique. La 

proportion d'azote provenant de la fixation et la quantité d'azote fixé enregistrées chez 

1' écotype B ont été systématiquement plus élevées que celles observées pour R. La quantité 

d'azote fixé a atteint 86 mg plante-1 pour le traitement Il de l'écotype B par rapport à 52 mg 

plante-1 pour le traitement Il de l'écotype R (Tableau 4.6). 
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Tableau 4.6. Quantité d'azote fixé (en g plante-1
) et proportion d'azote provenant de la fixation (%Ndfa) 

à 9 et à 7°C pour les deux traitements inoculés des écotypes M aculeata 5099 (B) et M rigidula 116 

(R) lors du deuxième essai. 

Quantité d'azote fixé (g plante-1
) 

Bll 

Bl2 

Effet Température 

0,086 a 

0,048 be 

Effet Inoculation 

Température X Inoculation 

Rll 0,052 a 

RI2 0,024 c 

Effet Température 

Effet Inoculation 

Température X Inoculation 

*** 

*** 

NS 

NS 

*** 

NS 

0,055 b 

0,024 c 

0,042 b 

0,022 c 

88 a 

63 c 

74 a 

49b 

%Ndfa 

*** 

*** 

NS 

NS 

*** 

NS 

78 b 

50 d 

72 a 

51 b 

Pour l'écotype B, les traitements sont :Il (inoculé par la souche M508) et 12 (inoculé par la souche 

M620). Pour l'écotype R, les traitements sont :Il (inoculé par la souche BZI) et 12 (inoculé par la 

souche M53). L'effet des facteurs étudiés est déterminé après analyse de variance (NS: non significatif, 

* : P<0,05, ** : P<O,Ol et*** : P<O,OOl). +La comparaison statistique est effectuée au sein du 

même écotype et entre les deux températures. Les moyennes suivies par la même lettre ne sont pas 

significativement différentes selon le test de la PPDS (P <0,05). 



IV. Etude en conditions contrôlées de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

L'effet de la souche sur la quantité d'azote fixé a été marqué pour les deux écotypes. 

Pour l'écotype B cultivé à 9°C, la quantité d'azote fixé par le traitement Il (souche M508) a 

été de l'ordre de 86 mg N plante-1 alors que celle assurée par la souche M620 (traitement 12) a 

été de 48 mg N plante-1
, la différence entre ces deux valeurs est significative. Le même 

phénomène a été observé pour l'écotype R où le traitement Il a présenté une quantité d'azote 

significativement plus élevée que celle fixée par le traitement 12. 

Pour les plantes inoculées, la proportion d'azote provenant de la fixation a varié de 49 

et 88% de l'azote total retrouvé dans la plante en fonction des souches de Sinorhizobium et 

des températures. Les souches utilisées pour le traitement Il ont présenté la fixation la plus 

élevée aux deux températures étudiées. 

La température de 7°C a significativement réduit la quantité d'azote fixé notamment 

pour le traitement Il. Cette quantité a été de l'ordre de 86 mg N plante- 1 pour le traitement Il 

de l'écotype B cultivé à 9°C, par rapport à 55 mg N plante- 1 pour le même traitement à 7°C. 

Pour le traitement Il de l'écotype R, les plantes cultivées à 9°C ont fixé 52 mg N plante- 1 par 

rapport à 42 mg N plante- 1 pour les plantes soumises à 7°C. Pour le traitement 12, l'effet des 

basses températures n'a pas été significatif. 

Le froid affecte également la proportion d'azote provenant de la fixation. Une 

réduction significative est observée chez les plantes des deux écotypes cultivées à 7°C par 

rapport à celles croissant à 9°C. Dans le cas de l'écotype B, cette proportion a passé de 88% à 

78% et de 63% à 50% respectivement pour les deux souches M508 (Il) et M620 (12) lorsque 

les plantes sont cultivées à 7°C au lieu de 9°C. Concernant l'écotype R, la baisse observée par 

la basse température a été moins marquée où nous observons que la souche BZ1 a enregistré 

des proportions d'azote provenant de la fixation de 74% et 72% pour les plantes cultivées à 

9°C et à 7°C respectivement. Cette proportion n'a pas été affectée par la basse température 

chez la souche M508. 

2.3.4. Quantité d'azote total des plantes 

Les plantes de l'écotype B ont systématiquement présenté une quantité d'azote plus 

élevée que celle élaborée par l'écotype R. Dans le cas des plantes cultivées à 9°C, la quantité 
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Fig. 4.13. Quantité d'azote total par plante au deuxième échantillonnage du deuxième essai 
pour les différents traitements de l'écotype M aculeata 5099 (B). Ces traitements sont : 
F (fertilisé), Il (inoculé par la souche M508), 12 (inoculé par la souche M620) et T (témoin). 
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Fig. 4.14. Quantité d'azote total par plante au deuxième échantill01mage du deuxième essai 
pour les différents traitements de l' écotype M rigidula 716 (R). Ces traitements sont: 
F (fertilisé), Il (inoculé par la souche BZI), 12 (inoculé par la souche M53) et T (témoin). 



IV. Etude en conditions contrôlées de la croissance et du développement de luzernes unnuelles 

d'azote produite par les traitements fertilisé et inoculés (Il et 12) de l'écotype B a été 

supérieure de 42 à 47% à celle produite par leurs homologues de l'écotype R. 

Pour les deux écotypes B et R, le traitement F a produit une quantité d'azote plus 

élevée que les autres traitements (Fig. 4.13 et 4.14). Le classement des traitements pour les 

deux écotypes selon la quantité d'azote produite est le suivant: F >Il > 12 >T. Lorsque les 

plantes sont cultivées à 7°C, les traitements F et Il présentent des quantités d'azote non 

significativement différentes. 

La culture des plantes à 7°C au lieu de 9°C s'est traduite par une quantité d'azote total 

significativement plus faible. La quantité d'azote produite par le traitement F de l'écotype B 

cultivé à 7°C a été inférieure de 42% à celle produite à 9°C. Cet effet dépressif de la basse 

température (7°C) a été de l'ordre de 34, 41 et 30% pour les traitements Il, 12 et T, 

respectivement. Pour l'écotype R, la quantité d'azote produite par les traitements F, Il, 12 et T 

a été inférieure de 32, 23, 22 et 34%, respectivement lorsque les plantes sont cultivées à 7°C 

par rapport à 9°C. 

La quantité d'azote fixé et la proportion d'azote provenant de la fixation ont été plus 

élevées pour l'écotype M. aculeata 5099 que pour l'écotype M. rigidula 716. D'autre 

part, les souches du traitement Il (M508 et BZI) des deux écotypes ont présenté une 

quantité d'azote fixé supérieure à celle observée pour les souches utilisées pour le 

traitement 12 (M53 et M620). La température de 7°C a signiflcativement réduit la 

quantité d'azote fixé, la proportion d'azote provenant de la fixation et la quantité 

d'azote total de la plante. 

3. Discussion 

Ces essais en conditions contrôlées montrent que le choix de la température limite de 

7°C a été judicieux puisque la nodulation n'a pas eu lieu avec certaines associations Médics

Sinorhizobium alors qu'à 9°C des nodosités ont été observées chez toutes les associations. 

Cette température de 7°C, qui est fréquente en hiver dans le Mashreq et le Maghreb, inhibe ou 

ralentit la fixation d'azote et l'assimilation du nitrate du sol. 
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IV. Etude en conditions contrôlées de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

Il convient tout d'abord de remarquer que les résultats observés pour l'écotype M. 

aculeata 5099, au niveau du développement et de la croissance des plantes ainsi que pour 

l'initiation des nodosités, se reproduisent entre le premier et le deuxième essai. Ceci montre 

que nos résultats sont fiables et extrapolables pour les conditions de culture contrôlées. 

La culture des plantes à 7°C a induit un retard de la formation des nodosités pour 

toutes les souches testées. Pour le traitement I, la baisse de la température de deux degrés a 

retardé la formation des nodosités de 2 à 3 jours pour M. aculeata 5099, 5 jours pour M. 

aculeata 80 et 2 jours pour M. rigidula 716. Cet effet ralentissant des basses températures sur 

l'initiation des nodosités est déjà documenté dans la littérature. Lors d'un essai en conditions 

contrôlées, Fyson et Sprent (1982) ont montré que le développement de cordons d'infection 

sur les racines de la fève a nécessité 24 jours après l'inoculation lorsque les plantes sont 

cultivées à 10°C par rapport à 8 jours à l8°C. De même, pour des températures comprises 

entre 17,5°C et l5°C Zhang et Smith (1994) ont rapporté chez le soja que la baisse de la 

température de la zone rhizosphérique d'un degré retarde le commencement de la fixation 

d'azote de 5 jours. 

L'absence de nodosités (jusqu'à la dernière observation à l'âge de 30 jours) dans le cas 

du traitement I2 lors de la culture des plantes à 7°C montre que les souches de Sinorhizobium 

isolées des régions froides (souches du traitement Il, notamment M508 et BZI) présentent une 

meilleure adaptation aux basses températures. Cette variabilité entre les différentes souches de 

Sinorhizobium a été également observée par Roughley (1970) qui a cultivé, sous une gamme 

de températures, du trèfle souterrain (Trifolium subterraneum) inoculé avec des souches de 

Sinorhizobium d'origine différente. Cet auteur a noté que les deux souches efficientes TA 1 et 

SU297 présentent la même quantité de nodosités à l5°C alors qu'à 7°C seule la souche TAI, 

isolée d'une région froide, peut former des nodosités. 

La culture des plantes sous basses températures induit une baisse de la production de la 

matière sèche et de la quantité d'azote fixé. L'élaboration de la biomasse sèche et la fixation 

d'azote ont été significativement inférieures chez les plantes cultivées à 7°C par rapport à 

celles disposées à 9°C. La réduction induite par la température la plus basse a été plus 

marquée chez les plantes fertilisées par rapport aux plantes inoculées (notamment le 

traitement Il). Ces observations concordent avec les données de Roughley et Dart (1970) qui 
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IV. Etude en conditions contrôlées de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

ont montré que les basses températures réduisent la croissance et la production de la matière 

sèche du trèfle souterrain qu'il soit inoculé ou non. Toutefois, cet effet des basses 

températures a été variable selon les souches de Sinorhizobium utilisées pour l'inoculation. 

Ce travail a permis de mettre en évidence une forte variation entre les écotypes de 

luzernes annuelles testés. L'écotype M. aculeata 5099 présente la meilleure performance sous 

basses températures au niveau de la production de la matière sèche et la fixation symbiotique 

d'azote. De même, une forte variabilité au sein des souches de Sinorhizobium utilisées a été 

observée lors de la culture en conditions contrôlées. Les souches M508 et BZI utilisées pour 

inoculer respectivement les écotypes M. aculeata 5099 et M. rigidula 716 ont présenté les 

meilleures valeurs en terme de production de matière sèche et de quantité d'azote fixé. Ceci 

montre l'importance de l'efficience de la souche de Sinorhizobium en vue d'obtenir une 

association Medicago-Sinorhizobium de performance satisfaisante. Ce résultat est en accord 

avec les observations de Brockwell et al. (1988) qui ont rapporté que les symbioses efficientes 

entre M. rigidula et S. meliloti sont très spécifiques. L'effet de cette spécificité a été mise en 

évidence par Bowman et al. ( 1998) qui ont isolé sur 48 sites australiens des souches 

autochtones de Sinorhizobium dont les plus efficientes ne présentent que 46% des capacités 

fixatrices observées chez les souches efficientes identifiées. 

Nous avons observé une interaction significative entre écotype de Medicago et souche 

de Sinorhizobium pour la nodulation à 7°C (Tableaux 4.2 et 4.5). La présence de cette 

interaction suggère que les souches utilisées pour inoculer les écotypes à fort potentiel de 

production (M. aculeata 5099 et M. rigidula 716) sont plus efficientes que les autres. Cette 

interaction variété-souche pour la sensibilité de la nodulation et de la fixation d'azote aux 

basses températures avait été observée chez le pois (Lie, 1974) et le soja (Dashti et al., 1997). 

Il conviendrait donc d'effectuer un criblage de nombreuses souches et d'écotypes pour 

améliorer la capacité de nodulation en hiver. 

L'interaction cultivar-souche pour l'action de la température est confirmée par les 

mesures d'activité de la nitrogénase (ARA) et de la fixation de l'azote ( 5N). D'autre part, la 

fixation d'azote observée chez les souches du traitement 12 provient probablement de 

nodosités formées par des souches indigènes de Sinorhizobium meliloti après 1' âge de 30 jours 

(auquel la dernière observation a été effectuée). 
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IV. Etude en conditions contrôlées de la croissance et du développement de luzernes annuelles 

En ce qui concerne les relations entre photosynthèse et températures basses, des essais 

préliminaires n'ont pas abouti à des résultats satisfaisants du fait du protocole expérimental: 

mesures sur une feuille de dimension très faible, ce qui a entraîné une grande variabilité. Des 

recherches ultérieures devraient reprendre ces investigations à plus grande échelle (plante 

entière). 
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V. Discussion générale 

V. DISCUSSION GENERALE 

Les systèmes d'élevage des zones marginales de l'arrière-pays du bassin 

méditerranéen nécessitent du matériel végétal capable de croître en hiver pour fournir du 

fourrage le plus tôt possible au printemps (Gintzburger et al., 1990). 

Les expériences que nous avons menées au champ et en conditions contrôlées ont 

montré que 1' inoculation induit un effet stimulateur sur la croissance et 1' élaboration de la 

matière sèche par rapport aux plantes témoins. De même, l'inoculation a allongé la période de 

croissance végétative des plantes offrant ainsi une possibilité de pâturage plus long pour le 

bétail. 

Au champ, l'apport d'azote minéral permet une meilleure croissance hivernale des 

médics par rapport à l'inoculation. Par contre, en chambre de culture à 7°C généralement on 

n'observe pas de différence pour la matière sèche entre les traitements fertilisés et inoculés 

(Il). Cette différence entre les résultats au champ et ceux obtenus en conditions contrôlées 

peut être due au fait qu'en chambre de culture l'ensemble de la plante et du sol se trouvent à 

7°C, ce qui peut limiter l'absorption de nitrate par les racines et/ou sa réduction par la nitrate 

réductase des feuilles. Alors qu'au champ la variation rapide des conditions climatiques par 

élévation brève de la température des feuilles pendant les heures les moins froides (par 

exemple température minimale -2°C, maximale 16°C mesurées le même jour à Tel Hadya) 

permet sans doute quelques heures d'activité de la nitrate réductase. Cette explication est 

appuyée par les données de Zhang et Smith (1994) qui ont montré que 1' exposition du 

système racinaire des plantes de soja à une température de 25°C pendant 12 heures avant de 

cultiver ces plantes à l5°C accélère le démarrage de la fixation d'azote de 6 jours. La 

détermination des températures limites pour l'absorption du nitrate des racines, sa réduction 

dans les feuilles, ainsi que pour l'activité photosynthétique des feuilles chez les médics 

pourrait constituer une suite logique de ce travail. 

La normalisation des données obtenues au champ entre les 2 années (et en conditions 

contrôlées) en les exprimant en fonction des sommes des températures aurait permis une 

comparaison plus pertinente des données entre elles. 
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V. Discussion générale 

La confrontation des résultats obtenus au champ à ceux observés en conditions 

contrôlées indique que 1' écotype M. aculeata 5099 présente la meilleure performance sous 

basses températures hivernales parmi les écotypes testés. Cet écotype montre une précocité de 

développement et une meilleure production de matière sèche pendant la période froide par 

rapport aux autres écotypes de médics étudiés. Nos résultats confirment des données 

bibliographiques rapportant que des collectes de légumineuses annuelles au Maroc identifient 

M. aculeata jusqu'à 2200 rn d'altitude (Cremer-Bach, 1991). De même, Bounejmate et al. 

(1992) ont préconisé l'utilisation de cette espèce dans les zones méditerranéennes froides. 

L'écotype M. rigidula 716 inoculé par la souche BZI a également présenté une bonne 

performance notamment en printemps. Ceci est en accord avec les travaux de Cocks et 

Ehrman (1987) qui ont identifié des écotypes de M. rigidula spécifiquement originaires des 

zones froides du Moyen-Orient. L'utilisation fourragère potentielle de cette espèce dans la 

rotation céréales-médics en Syrie a d'ailleurs été recommandée par Abd El-Moneim et Cocks 

(1986). De plus, cet écotype peut être le meilleur candidat pour les projets de production 

fourragères dans les pays présentant des températures hivernales moins sévères comme la 

Jordanie ou la Palestine. 

En revanche, l'écotype M. aculeata 80 n'a pas présenté d'intérêt à cause de sa faible 

productivité et sa sensibilité aux basses températures que ce soit au champ ou en conditions 

contrôlées. Ainsi, nos résultats nous permettent de déconseiller cet écotype pour les travaux 

visant à améliorer la production fourragère en hiver. 

Outre la performance prometteuse de l'écotype M. aculeata 5099, des essais au champ 

en Australie ont montré généralement que 1' espèce M. polymorpha présente la meilleure 

production fourragère en hiver parmi 13 espèces testées (Crawford et al., 1989). La 

production de la matière fraîche en hiver de cette espèce varie entre 4 et 58 tonnes ha-1 selon 

les écotypes alors que cette production oscille entre 3 et 25 tonnes ha-1 pour M. aculeata et 1 

et 12 tonnes ha-1 pour M. rigidula (Crawford et al., 1989). La collection australienne qui 

comprend 15000 écotypes de luzernes annuelles isolés dans 57 pays montre qu'il est encore 

possible d'améliorer la production de fourrage en hiver en criblant les écotypes originaires des 

zones froides. 

92 



V. Discussion générale 

L'importance de l'efficacité de la souche de Sinorhizobium et sa compatibilité avec 

1' écotype de luzerne a été mise en évidence lors des expériences en conditions contrôlées. Les 

souches M508 et BZI utilisées respectivement pour inoculer les écotypes M. aculeata 5099 et 

M. rigidula 716 ont présenté des meilleures performances par rapport aux autres souches 

testées. Le criblage des souches de Sinorhizobium permettrait probablement d'obtenir des 

associations médics-Sinorhizobium encore plus tolérantes aux basses températures. Il serait 

aussi intéressant d'essayer d'isoler d'autres souches tolérantes au froid à partir des régions 

froides (notamment montagneuses) du bassin méditerranéen afin d'améliorer le comportement 

de ces associations. 

Parmi les facteurs limitant (déficit hydrique, pH du sol élevé, salinité, etc .... ) que 

rencontre la production fourragère dans les pays du bassin méditerranéen, les basses 

températures hivernales restent la contrainte majeure face à la mise en place du "Ley Farming 

System" à base de luzernes annuelles dans nos régions. En effet, ces plantes sont peu 

exigeantes en éléments minéraux et plus ou moins adaptées aux conditions du sol local. 

L'inoculation de luzernes annuelles avec des souches efficientes de Sinorhizobium 

meliloti a montré un effet prometteur sur la croissance et la fixation d'azote en hiver. 

Cependant, la réussite de l'inoculation et ainsi du système Ley Farming nécessite d'assurer la 

survie des souches bactériennes étant donné le coût économique et la difficulté technique 

d'effectuer 1' inoculation de façon fréquente. 

D'autre part, l'introduction massive de certaines souches efficientes vis-à-vis des 

luzernes annuelles pourrait présenter des dangers pour d'autres légumineuses. En effet, ces 

souches peuvent remplacer ou affecter des souches de S. meliloti installées dans le sol et 

efficientes avec certaines espèces. Il serait ainsi nécessaire avant d'introduire les souches 

sélectionnées d'étudier l'interaction de ces souches avec d'autres espèces présentes au champ 

afin d'éviter les effets négatifs que cette introduction peut présenter pour les autres 

associations Légumineuse-S. meliloti. 
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VI. Conclusions générales et perspectives 

VI. CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES 

Ce travail s'inscrit dans le cadre d'un projet qui vise à étudier l'effet des basses 

températures sur la croissance et l'efficience de la fixation d'azote chez plusieurs associations 

luzerne annuelle-Sinorhizobium dans le contexte de la valorisation des parcours à ovins des 

zones marginales de la Syrie. Nous avons étudié la performance au niveau de la fixation 

d'azote et de la production de matière sèche de trois associations à base de médics et de 

souches de Sinorhizobium sélectionnées (M. aculeata 80 x M620, M. aculeata 5099 x M508 

et M. rigidula 716 x BZI). Ces expériences ont été effectuées au champ sur le site de 

l'ICARDA à Alep pendant deux ans. Pour valider les résultats dégagés de ces expériences de 

terrain et trouver les meilleures souches adaptées aux écotypes concernés, nous avons étudié 

en conditions contrôlées la croissance et la fixation d'azote de ces écotypes inoculés chacun 

par deux souches différentes de Sinorhizobium. 

Des variations génétiques ont été observées entre les différents écotypes testés. 

L'écotype M. aculeata 5099 a présenté les meilleures performances pendant la période froide 

en terme de production de matière sèche et de quantité d'azote fixé. Cependant, grâce à sa 

bonne croissance printanière, l'écotype M. rigidula 716 a légèrement dépassé M. aculeata 

5099 à la maturité physiologique. Toutefois, l'écotype M. aculeata 5099 reste le meilleur 

candidat capable de satisfaire les besoins fourragers en hiver grâce à son développement 

rapide, sa précocité d'élaboration de la matière sèche et sa croissance érigée. Les données 

obtenues sur nos parcelles expérimentales extrapolées à l'hectare donnent des valeurs de 

production sur des parcelles semées allant de 3,7 à 4,3 tonnes de matière sèche ha-1 pour M. 

aculeata 5099 selon les conditions climatiques de l'année. Ces chiffres montrent qu'il existe 

un potentiel de production fourragère intéressant qui mérite d'être valorisé à l'avenir. Les 

biomasses produites dans nos conditions sont comparables à celles mentionnées par d'autres 

auteurs (Cocks et Ehrman, 1987) dans d'autres situations méditerranéennes. 

L'inoculation des plantes a exercé un effet similaire à celui de la fertilisation azotée. 

L'inoculation a accéléré le développement des plantes aux premiers stades de la culture et a 

rallongé la période de croissance végétative. De plus, elle a augmenté l'expansion de la 

surface foliaire et l'élaboration de la matière sèche. Les valeurs obtenues pour les plantes 

inoculées ont été proches de celles des traitements fertilisés. La proportion d'azote provenant 
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de la fixation a été élevée par rapport aux données de la bibliographie (Papastilianou, 1987) 

puisqu'elle a atteint 85 et 87% respectivement pour les écotypes M. aculeata 5099 et M. 

rigidula 716 en 1999. Cette forte proportion d'azote provenant de la fixation peut résulter de la 

faible quantité en aote minéral des sols utilisés. La quantité d'azote fixé au champ en 1999 a 

été de l'ordre de 109 et 113 kg ha-1 pour M. aculeata 5099 et M. rigidula 716, respectivement. 

Cette quantité d'azote représente un intérêt considérable au niveau agronomique et 

économique puisque l'apport d'engrais azotés n'est pas pratiqué actuellement dans les zones 

marginales pour des raisons économiques et techniques. 

Cependant, les souches utilisées ont présenté des degrés variables de tolérance aux 

basses températures hivernales. Pour l'écotype M. aculeata 80 les deux souches utilisées 

(M53 et M620) ont été sensibles aux basses températures. Elles ne présentent donc pas 

d'intérêt pour des travaux ultérieurs impliquant des associations Medicago-Sinorhizobium 

tolérantes au froid. En revanche, les souches M508 et BZI ont montré les meilleurs résultats 

pour les écotypes M. aculeata 5099 et M. rigidula 716, respectivement. Ces deux souches 

représentent de ce fait des bons candidats susceptibles d'améliorer la production fourragère 

hivernale et printanière. 

Les basses températures ralentissent le rythme de développement des plantes et 

réduisent l'élaboration de la matière sèche. Néanmoins, nos résultats montrent que la fixation 

d'azote existe en hiver bien qu'elle reste faible aux températures les plus basses. Avec un 

choix judicieux d'écotype et de Sinorhizobium, on peut augmenter fortement cette fixation. 

Par ailleurs, un semis avec les premières pluies en octobre ou même en novembre permettrait 

d'augmenter considérablement la durée de végétation et donc la quantité d'azote fixé. 

Ce travail a mis en évidence la possibilité d'augmenter la fixation d'azote et 

d'améliorer ainsi la production fourragère surtout pendant l'hiver sans avoir à utiliser des 

engrais azotés. Ce résultat est important aux niveaux agro-économique, environnemental et 

social étant donné les difficultés que l'on rencontre lorsqu'il s'agit d'exploiter les terrains 

marginaux dans l'arrière-pays. La version australienne du système Ley Farming a échoué en 

zones méditerranéennes à cause d'un certain nombre de difficultés, et en particulier la faible 

adaptation des variétés introduites (essentiellement M. truncatula). Cependant, il existe des 

écotypes capables de remplacer M. truncatula grâce à leur tolérance aux basses températures. 
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Le plus prometteur parmi ces écotypes est M. aculeata 5099 qui a présenté une élaboration de 

matière sèche précoce et satisfaisante en hiver, pouvant ainsi contribuer à la nutrition des 

troupeaux pendant cette période critique. Néanmoins, il faut encore améliorer le 

fonctionnement de l'association (M. aculeata 5099-Sinorhizobium) en sélectionnant des 

souches ayant une bonne efficacité de fixation à basse température. 

Ce travail montre l'importance de sélectionner des écotypes de Medicago annuelles et 

des souches de Sinorhizobium tolérants aux basses températures. Pour les écotypes, il 

conviendrait notamment d'étudier le comportement de M. aculeata 5099 dans d'autres pays 

méditerranéens afin de valider nos résultats et examiner le comportement de cet écotype dans 

des milieux variables notamment en ce qui concerne la nature du sol. Il est cependant 

important aussi de continuer à tester d'autres écotypes de luzernes annuelles (par exemple M. 

rotata et M. polymorpha) afin d'élargir la gamme d'écotypes tolérants au froid. Le criblage 

des écotypes originaires des régions froides dans la collection australienne de luzernes 

annuelles, qui atteint 15000 écotypes rassemblés de 57 pays (Crawford et al., 1989), pourrait 

donner des résultats prometteurs. En ce qui concerne le Sinorhizobium, la souche M508 

utilisée pour inoculer M. aculeata 5099 a montré un comportement prometteur sous basses 

températures hivernales. Cependant, il parait indispensable de continuer à tester d'autres 

souches en vue d'améliorer la tolérance des associations luzernes annuelles-Sinorhizobium 

aux basses températures, notamment pour l'écotype M. rigidula 716. 

Nos résultats ont montré que l'inoculation peut apporter aux cultures une quantité 

importante d'azote dépassant parfois 100 kg N ha- 1
. De plus, la proportion d'azote provenant 

de la fixation a été particulièrement élevée par rapport aux résultats de la littérature. Il serait 

ainsi pertinent de déterminer la proportion d'azote provenant de la fixation et la quantité 

d'azote fixé par ces mêmes écotypes dans des conditions climatiques variables et dans 

différents types du sol afin d'affiner nos observations. De même, il est intéressant d'évaluer la 

quantité d'azote fixé issue des souches autochtones puisqu'il est possible d'avoir une 

interaction entre la souche utilisée comme inoculum et les souches indigènes du sol. Nous 

pourrions déterminer l'efficience de l'inoculation en quantifiant par immunofluorescence la 

présence des bactéries inoculées par rapport aux souches indigènes au niveau du système 

fixateur. 
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La réussite des efforts actuels visant à augmenter la production fourragère dans les 

zones marginales des pays méditerranéens ne peut avoir lieu qu'en présence d'écotypes de 

luzernes annuelles auto-régénérants et de souches de Sinorhizobium viables et possédant la 

qualité de survivre l'assolement céréales-médics et les conditions du milieu. Il est ainsi 

indispensable d'assurer ces deux paramètres lors de l'application du savoir-faire au terrain 

afin de garantir la durabilité du système Ley Farming. Au cas où l' autorégenération des 

écotypes et la survie des souches ne sont pas assurées, ce système peut échouer à cause du 

coût élevé de l'inoculation de façon fréquente. Cette étude montre un potentiel prometteur de 

1' inoculation mais il reste à vérifier la faisabilité technique et la rentabilité économique de 

1' inoculation sur le terrain. 

La présence d'écotypes possédant une capacité photosynthétique satisfaisante sous 

basses températures hivernales représente une étape majeure vers l'obtention d'associations 

capables de croître et de fixer l'azote en ces conditions. La température limite pour le 

fonctionnement de la photosynthèse chez les luzernes annuelles mérite ainsi d'être établie 

étant donné l'importance de cette source d'énergie pour le fonctionnement des nodosités et la 

fixation d'azote. 

Il serait ainsi souhaitable de reprendre des études plus fines lors de la période critique 

hivernale mettant en relation la température, la photosynthèse, l'absorption du nitrate, 

1' activité nitrate réductase des feuilles et la fixation d'azote. 

En définitive, nos résultats permettent d'envisager la mise en place d'un projet visant à 

améliorer la production fourragère en hiver dans les pays méditerranéens. Un pays exemplaire 

pour l'application de ce type de projet est la Palestine qui n'a pas profité jusqu'à présent des 

projets initiés dans des pays voisins. Les surfaces montagneuses de ce pays présentent un 

potentiel d'expansion assez important pour développer la production animale. Une 

coopération entre le ministère d'agriculture palestinien et des organismes de recherche 

internationaux comme l'ICARDA et la FAO pourrait permettre la mise en valeur des vastes 

surfaces marginales non exploitées actuellement. 
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Annexes 

Annexe 1 

Caractéristiques physico-chimiques des sols du Centre International des Recherches 

Agronomiques dans les Régions Arides et Semi-arides à Tel-Hadya en 1997-1998. 

Granulométrie 5 fractions sans décarbonation (g Kg-1
) 

Argile ( <2 microns) 

Limon (2-50 microns) 

Sable (>50) 

pH à l'eau: 8 

Teneur en eau: 7,9% 

NH4-N (ppm): 2,7 

N03-N (ppm): 4,1 

Teneur en phosphore méthode Olsen (ppm) : 3,0 

Teneur en azote méthode Kjeldahl (ppm) : 964 

Teneur en Potassium (ppm) : 360 

Matière organique(%) : 1,2 

573 

279 

148 
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Annexe 2. 

Dispositif expérimental de la première expérimentation au champ (saison 1998). 

D-BZI A-M620 R-T B-M620 B-M508 A-T R-BZI D-T Orge D-53 A-53 R-53 B-T 

1 ~: 11 B-N 1 Flr-~ 

[=N Il Dl-B-N lEI D-T B-T B-M508 R-T B-M620 D-53 R-53 D-BZI A-53 Orge R-BZI A-T A-M620: 

--- 1 

B-T Orge D-BZI A-M620 D-T B-M508 D-53 R-T B-M620 A-53 R-53 R-BZI A-T 

-- ---

1 R-: Il A N ~~~-: Il D-] 

1 A-N 11 ~:Jr~-N 1r-1 A-M620 A-T D-T B-T B-M508 D-53 R-BZI Orge B-M620 D-BZI R-T A-53 R-53 
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Annexe 3. 

Dispositif expérimental de la deuxième expérimentation au champ (saison 1999). 

B-T ~620 (avec 1 B-M620 A-T B-M508 R-BZI Orge R-T 

----
1 A-N Il R-N 1 1 B-N 1 

1 R-N r 1 A-N 11 = 1 1 Ü<ge n R-BZI Il A-T 1-1 A-M620 Il B-T Il B-M50811 R-T 1 J B-M62] 

1 B-T Il O~e Il R-Bn 1 J=-M620 Il B-M6:11 R-T Il B-M50811 A-Tl 1 A N 1 TB-N Il R-N 1 

1 R-N 1 1-=~ 1 T:J 1 A-M620 1 1 A-T 1 1 B-T 1 1 Ü<ge 1 1 B-M620 1 1 BM508 1 1 R-T 1 1 R-BZ] 

1 B-T 11 B-M620 11 B-M50811 A-T 11 A-M620 11 R-~r 1 Ü<ge 11 R-BZI 1 ~-N Il R-N Il A-N 1 
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Annexes 

Annexe4 

Plante de référence: (Orge, cultivar Arabi Aswad) 

C'est un cultivar à deux rangs qui présente des grains noirs. Etant cultivé sur une 

surface de 1 500 000 ha, le cultivar Arabi Aswad est le cultivar d'orge le plus cultivé en Syrie. 

Du fait de sa résistance à la sécheresse, il est essentiellement cultivé dans les zones les plus 

arides du pays. Il est utilisé pour l'alimentation animale grâce à la production de paille tendre. 

Cet écotype est tolérant au froid et nécessite une vernalisation pour atteindre le stade 

productif. 
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Annexes 

Annexe 5 

Echelle de notation des nodosités (d'après Corbin et al., 1977) 

Nombre et distribution de nodosités efficientes : 

Echelle de notation des nodosités Couronne Autres endroits 

0 0 0 

1 0 peu nombreuses 

2 peu nombreuses 0 

3 nombreuses 0 

4 nombreuses peu nombreuses 

5 nombreuses nombreuses 
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Annexes 

Annexe 6 

Caractéristiques physico-chimiques de la terre utilisée dans les expérimentations en 

conditions contrôlées. 

Granulométrie 5 fractions sans décarbonation (g Kg-1
) 

Argile ( <2 microns) 

Limon fin (2-20 microns) 

Limon grossier (20-50 microns) 

Sable fin (50-200 microns) 

Sable grossier (200-2000 microns) 

Carbone organique Méthode Anne Matière organique (g Kg- 1
) 

303 

191 

104 

209 

193 

Carbone organique 23,4 

Matière organique 40,2 

pH à l'eau 8 

Calcaire (CaC03) Total 27 

Phosphore (P2P05) Méthode Olsen 0,142 

Capacité d'Echange Cationique Méthode Metson (Cmol+ Kg- 1
) 13,4 

Potassium (K20) Echangeable acetate d'ammonium (g Kg-1
) 0,36 

Carbone et azote organiques/analyse élémentaire (g Kg-1
) 

Carbone organique 24,26 

Azote organique 2,33 

Azote nitrique (N de N03) (mg Kg- 1
) 4,66 

Azote ammoniacal (N de NH4) (mg Kg- 1
) 1,90 
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Annexes 

Annexe 7 

Détermination de la capacité au champ 

Le sol sec, dans des pots troués par le fond, est arrosés avec une quantité abondante 

d'eau (= 70% du poids sec). Après un drainage pendant 48 heures, les pots sont pesés et le 

poids d'eau restant dans le sol est déterminé. 

La capacité au champ de notre sol est égale à 29% du poids sec du sol. 

Poids du pot: 1100 g 

Pour ajuster le niveau hydrique à 60% de la capacité au champ, il faut ajouter 195 mL d'eau 

au sol sec. 
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Annexes 

Annexe 8 

Solution nutritive de McKnight (1949) déficiente en azote 

Produit Concentration (g L-1
) 

CaS04 24 

MgS04.?H20 4 

KH2P04 4 

KCl 4 

FeC13 0,20 

MnS04.H20 1,54 

H3B03 2,80 

ZnS04.?H20 0,22 

MnCbAH20 2,49 

CuS04.SH20 0,08 

Na2Mo02.H20 0,021 

CoS04.?H20 0,286 
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Annexes 

Annexe 9 

A. Calcul de la quantité d'engrais azoté (sulfate d'ammonium 21,21% N) ajoutée aux 

pots en conditions contrôlées 

--. 90 kg N ha-1 = 90 000 000 mg N ha-1 

--. Poids d'un hectare de sol (à 20 cm de profondeur et 1,8 de poids spécifique) 

--. = 100 x 100 x 0,2 x 1,8 x 1000 = 3 600 000 kg sol 

--. 90 000 00013 600 000 = 25 mg N kg-1 sol 

... 25 x 1,1 kg sol= 27,5 mg N pof1 

--. 27,5 10,2121 = 129,6 mg de (NH3)2S04 pof1 

B. Calcul de la quantité d'azoté marqué (sulfate d'ammonium enrichi à %10 en 15N) 

ajoutée aux pots en conditions contrôlées 

--. 10 kg N ha-1 = 10 000 000 mg N ha-1 

--. Poids d'un hectare de sol (à 20 cm de profondeur et 1,8 de poids spécifique) 

--. = 100 x 100 x 0,2 x 1,8 x 1000 = 3 600 000 kg sol 

--. 10 000 0001 3 600 000 = 2,777 mg N kg-1 sol 

... 2,777 x 1,1 kg sol= 3,05 mg N pof1 

--. 3,05 10,2121 = 14,40 mg de 15N-(NH3)2S04 pof1 
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Annexe 10 

Calculs de la quantité de N fixée selon la méthode de la dilution isotopique 

1. DMY: Dry matter yield [kg/ha] 

2. Total plant nitrogen [totN] =%N * DMY 

3.% 15N atom.excess = %15N- 0.3663 

4. %NdfF = (% 15N atom.excess legume* 100)/% 15Natom.excess fert. 

5. A value= [(lOO-% NdfF) /% NdfF] *rate of Fertilizer for legume 

6. A reference= [(lOO-% NdfF)/% NdfF] *rate of fertilizer 

7. A FIX= A value- A reference 

8. NdfF = (% NdfF * totN)/100 

9. %PUE= (NdfF * 100)/rate of Fertilizer PUE: fertilizer utilization efficiency 

10. NdfFix =[A Fix * o/oFUE]/100 NdfFix: amount of N fixed 

11. % NdfFix = [NdfFix * 100]/totN 

12. NdfS = totN- [NdfF + NdfFix] NdfS: N derived from soil 

Annexes 
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Résumé 

RESUME 

Les basses températures hivernales dans les zones méditerranéennes réduisent la 

production et la fixation d'azote chez les plantes fourragères. L'objectif de cette étude 

consiste à trouver des écotypes de luzernes annuelles et des souches spécifiques de 

Sinorhizobium tolérant au froid en vue d'établir des associations capables de croître et de fixer 

l'azote en hiver. 

Trois écotypes de luzernes (M. aculeata 80, M. aculeata 5099 et M. rigidula 716) ont 

été cultivés en conditions contrôlées et au champ avec trois traitements azotés : fertilisation, 

inoculation et témoin. Chaque écotype a été inoculé par deux souches de Sinorhizobium pour 

tester l'efficience des associations cultivées sous basses températures. Nous avons suivi le 

développement des plantes, la production de la matière sèche, la formation des nodosités et la 

fixation d'azote. 

Nos résultats indiquent une variabilité génétique au niveau de la tolérance au froid des 

écotypes étudiés. M. aculeata 5099 a présenté les meilleures valeurs de biomasse sèche et de 

fixation d'azote en hiver. Cependant, l'écotype M. rigidula 716 a montré les meilleurs 

résultats à la fin de la culture grâce à sa bonne croissance au printemps. L'inoculation a 

présenté un effet stimulateur sur la croissance. Les traitements inoculés ont généralement 

produit une biomasse comparable à celle des plantes fertilisées. La proportion d'azote 

provenant de la fixation a atteint 85 à 87% pour les écotypes M. aculeata 5099 et M. rigidula 

716. La spécificité entre Sinorhizobium et écotype de luzerne a joué un rôle primordial dans la 

fixation d'azote puisque les différentes souches ont présenté des degrés variables de tolérance 

aux basses températures. Les souches M508 pour M. aculeata 5099 et BZI pour M. rigidula 

716 ont présenté les meilleures performances parmi les souches testées. 

L'utilisation de M. aculeata 5099 inoculé par la souche M508 dans un système 

d'assolement avec des céréales pourrait contribuer à satisfaire les besoins fourragers en hiver. 

Mots-clés : luzernes annuelles, basses températures, nodulation, dilution isotopique, fixation 

d'azote, climat méditerranéen. 
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Abstract 

ABSTRACT 

Low winter temperature in Mediterranean rangelands reduces biomass production and 

nitrogen fixation in forage plants. The objective of this work was to find efficient associations 

of medic-Sinorhizobium capable to grow and fix nitrogen at low temperature. 

We studied the performance of three Medicago cultivars: M. aculeata accessions 80 

and 5099 and M. rigidula accession 716 grown in the field and in controlled environment 

(growth chambers) with three different nitrogen sources. The first treatment was obtained 

through fertilization while the second was ensured by inoculation of each accession with two 

strains of Sinorhizobium meliloti. A third treatment was neither inoculated nor fertilized and 

used as a control. Plant development, dry matter production, nodule initiation, and symbiotic 

nitrogen fixation were investigated. 

Our results indicated a genotypic variation in law-temperature tolerance of annual 

medics. M. aculeata 5099 presented the higher dry matter production at early growth stages. 

However, by physiological maturity M. rigidula 716 showed a slightly higher dry matter 

thanks to the fast spring growth of the latter. Inoculation of annual medics with specifie S. 

meliloti strains proved to be beneficiai for plants as fertilized and sorne inoculated plants 

showed comparable values in terms of dry matter accumulation and nitrogen fixation. The 

proportion of nitrogen derived from fixation was as high as 85 and 87% for M. aculeata 5099 

and M. rigidula 716. Compatibility between Medicago accession and Sinorhizobium strain 

played a key role in nitrogen fixation as the strains differ in their tolerance to low 

temperatures. M508 for M. aculeata 5099 and BZI for M. rigidula 716 were the best 

performers among the tested strains. 

The use of M. aculeata 5099 inoculated with M508 in rotation with cereals may 

provide adequate forage production during winter. 

Key words: Annual medics, Low temperature, Nodulation, 15N Isotopie dilution, Nitrogen 

fixation, Mediterranean conditions. 
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RESUME 
Les basses températures hivernales dans les zones méditerranéennes réduisent la production et 
la fixation d'azote chez les plantes fourragères. L'objectifde cette étude consiste à trouver des 
écotypes de luzernes annuelles et des souches spécifiques. de Sinorhizobium tolérant au froid 
en vue d'établir des associations capables de croître et de fixer l'azote en hiver. 
Trois écotypes de luzernes (M aculeata 80, M aculeata 5099 et M rigidula 716) ont été 
cultivés en conditions contrôlées et au champ avec trois traitements azotés : fertilisation, 
inoculation et témoin. Chaque écotype a été inoculé par deux souches de Sinorhizobium pour 
tester l'efficience des associations cultivées sous basses températures. Nous avons suivi le 
développement des plantes, la production de la matière sèche, la forma~ion des nodosités et la 
fixation d'azote. 
Nos résultats indiquent une variabilité génétique au niveau de la tolérance au froid des 
écotypes étudiés. M aculeata 5099 a présenté les meilleures valeurs de biomasse sèche et de 
fixation d'azote en hiver. Cependant, l'écotype M rigidula 716 a montré les meilleurs 
résultats à la fin de la culture grâce à sa bonne croissance au printemps. L'inoculation a 
présenté un effet stimulateur sur la croissance. Les traitements inoculés ont généralement 
produit une biomasse comparable à celle des plantes fertilisées. La proportion d'azote 
provenant de la fixation a atteint 85 à 87% pour les écotypes M aculeata 5099 et M rigidula 
716. La spécificité entre Sinorhizobium et écotype de luzerne a joué un rôle primordial dans la 
fixation d'azote puisque les différentes souches ont présenté des degrés variables de tolérance 
aux basses températures. Les souches M508 pour M aculeata 5099 et BZI pour M rigidula 
716 ont présenté les meilleures performances parmi les souches testées. 
L'utilisation de M aculeata 5099 inoculé par la souche M508 dans un système d'assolement 
avec des céréales pourrait contribuer à satisfaire les besoins fourragers en hiver. 

Mots~clés : luzernes annuelles, basses températures, nodulation, dilution isotopique, fixation 
d'azote, climat méditerranéen. 

ABSTRACT 
Low winter temperature in Mediterranean rangelands reduces biomass production and 
nitrogen fixation in forage plants. The objective of this work was to find efficient associations 
of medic·Sinorhizobium capable to grow and fix nitrogen at low temperature. 
We studied the performance of three Medicago cultivars: M aculeata accessions 80 and 5099 
and M rigidula accession 716 grown in the field and in controlled environment (growth 
chambers) with three different nitrogen sources. The frrst treatment was obtained through 
fertilization while the second was ensured by inoculation of each accession with two strains of 
Sinorhizobium meliloti. A thitd treatment was neither inoculated nor fertilized and us.ed as a 
control. Plant development, dry matter production, nodule initiation, and symbiotic nitrogen 
fixation were investigated. 
Our results indicated a genotypic variation in low·temperature tolerance of annual medics. M 
aculeata 5099 presented the higher dry matter production at early growth stages. However, by 
physiological maturity. M rigidula 716 showed a slightly higher dry matter thanks to the fast 
spring growth of the latter. Inoculation of annual medics with specifie S. meliloti strains 
proved to be beneficiai for plants as fertilized and sorne inoculated plants showed comparable 
values in terms of dry matter accumulation and nitrogen fixation. The proportion of nitrogen 
derived from fixation was as high as 85 and 87% for M aculeata 5099 and M. rigidula 716. 
Compatibility between Medicago accession and Sinorhizobium strain played a key role in 
nitrogen fixation as the strains differ in their tolerance to low temperatures. M508 for M 
aculeata 5099 and BZI for M rigidula 716 were the best performers among the tested strains. 
The use of M aculeata 5099 inoculated with M508 in rotation with cereals may provide 
adequate forage production during winter. 

Key words: Annual medics, Low temperature, Nodulation, 15N Isotopie dilution~ Nitrogen 
fixation, Mediterranean conditions. 




