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1. INTRODUCTION

La sécheresse est largement reconnue comme le premier facteur limitant la production

agricole mondiale. Globalement, 35% de la superficie cultivable peut être classée comme

aride ou semi-aride, le reste des ces superficies, 25% au moins sont régulièrement soumises à

des périodes de sécheresse. De plus, les zones touchées sont en nette progression car l’un des

problèmes majeurs est l’effet de serre qui engendre une élévation des températures qui

accroissent les risques de sécheresse. La bonne gestion de la ressource en eau est une

nécessité économique et écologique [1].

L’effet du déficit hydrique peut se traduire selon la stratégie adaptative de chaque espèce ou

variété, par des modifications morphologiques (pour augmenter l’absorption d’eau et/ou pour

diminuer la transpiration et la compétition entre les organes pour les assimilats), des

modifications physiologiques et biochimiques (baisse de la teneur en eau des tissus,

perturbation de la balance hormonale, augmentation de la température du couvert végétal,

diminution de la teneur en chlorophylle et par conséquent la photosynthèse) [2,3].

Pour une agriculture durable il sera plus intéressant de s’orienter vers une gestion rationnelle

des terres cultivées basées sur une connaissance profonde des interactions biologiques entre

espèces et en utilisant des ressources naturelles disponibles. D'autre part, l'identification de

variétés tolérantes au stress hydrique permettrait certainement d'améliorer la production des

zones à risque [4].

Les analyses effectuées au cours des dernières années à propos de l’effet des contraintes de

l’environnement sur la croissance végétale sous climat méditerranéen indiquent que l’azote

pourrait être l’un des facteurs les plus limitants de la production végétale et bien qu’il soit

possible d’augmenter la productivité de certains sols au moyen d’engrais azotés, les faibles

bénéfices économiques qui en résultent font que la fertilisation est impossible dans beaucoup

de conditions. En raison de ce type de limitation, une attention particulière doit être accordée

à la fixation biologique de l’azote au moyen de l’utilisation d’associations

légumineuses-Rhizobia [5].

A cause de l'importance de la fixation symbiotique de l'azote chez la luzerne, les recherches se

sont orientées vers l'amélioration de la fixation chez les cultivars de cette plante, ainsi que la
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sélection de souches efficaces de Rhizobium meliloti. Cependant, pour bénéficier au

maximum de cette association symbiotique, il est aussi important d'améliorer les conditions

de la symbiose.

L’objectif principal de ce travail est de présenter la variabilité dans le comportement des

cultivars étudiés à différents niveaux de stress hydrique appliqués chez la luzerne. Notre

approche est d’étudier la variabilité de réponses de la symbiose à rhizobia chez la luzerne

cultivée sous contrainte hydrique.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Effet du stress hydrique sur la teneur relative en eau

La teneur relative en eau des feuilles constitue l'un des principaux paramètres d'estimation de

la résistance à la sécheresse. Elle est considérée comme un indicateur physiologique important

dans l'état d'hydratation des plantes en fonction des régimes hydriques disponibles dans le

substrat [6,7].

L'analyse statistique des résultats obtenus (tableau 1) montre que la teneur relative en eau est

influencée par la nature des variétés testées (p<0,05). Ce paramètre dépend également et

d’une manière très hautement significative du régime hydrique appliqué (p<0,001). Cette

contrainte réduit de manière remarquable la teneur relative en eau des plantes à laquelle sont

soumises. Cette diminution est d’autant plus marquée que l’intensité du stress est élevée. Il

faut noter que le comportement des variétés testées, en présence de la contrainte, se réalise de

manières différentes.

Les résultats moyens obtenus de l’estimation de ce paramètre (tableau 2), montrent que les

valeurs de la teneur relative en eau les plus élevées sont notées chez les échantillons témoins

(SDH), avec une valeur maximale de l’ordre de 90,77±1,07% marquée par la variété Diamant

et une valeur minimale égale à 80,27±1,67% observée chez la variété Dista.
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Tableau 1. Analyse de la variance des paramètres étudiés des génotypes testés.

Variables

Effet du

génotype

Effet

hydrique

Effet génotype x

hydrique

Test F Test F Test F

Teneur relative en eau (TRE) 2,337* 116,456*** 1,985*

Matière sèche (MS) 2,851** 67,125*** 1,137ns

Activité de réduction de

l’acétylène (ARA)

4,724*** 75,487*** 2,493**

*,**, *** = seuil de signification à 5, 1 et 0,1 % respectivement ; ns : non significatif

Tableau 2. La teneur relative en eau des plantes de Medicago sativa L. sous différents

régimes hydriques.

Variétés

TRE

SDH ADH 1 Evolution % ADH2 Evolution %

Dista 80,27±1,67 74,57±0;89 -7,10 53,12±3.14 -33,82

Moapa 83,53±2,01 81,25±1,05 -2,72 50,01±1.58 -40,12

Diamant 90,77±1,07 88,44±0,84 -2,56 67,63±4.36 -25,49

Baldia 89,38 ±0,91 88,52±1,43 -0,96 71,37±1.19 -20,14

Saudiane 85,67±1,15 80,09±1,07 -6,51 59,10±2.10 -30,97

Les valeurs de la teneur relative en eau les plus faibles sont enregistrées au niveau des plantes

stressées (ADH1, ADH2). Dans le traitement ADH1, ces valeurs sont de l’ordre de 80,09±1,07%

chez Saudiane et 88,52±1,43% chez le génotype Baldia.

Les décroissances de la teneur relative en eau s’avèrent plus importantes dans le lot ADH2 et

de manières controverses chez les génotypes conduits. Ainsi, parmi la collection, le génotype

Baldia s’avère plus résistant pour le maintient de son hydratation, où on note une faible

réduction de l’ordre de 20,14% par rapport à la valeur du lot témoin. Dans la même collection

le génotype, Diamant présente également de bon niveau de résistance estimé à 25,49%.
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La variété Moapa s’avère plus sensibles à la perte d’hydratation sous déficit hydrique. Elle

inscrive des régressions de leur teneur en eau de 40,12%. Le reste des génotypes, Saudiane et

Dista présentent des niveaux de résistance moyenne comprise limitées par des valeurs de

30,97% et 33,82%.

L’étude démontre que l’accroissement de l’intensité du stress, provoque une baisse importante

de la teneur en eau des feuilles, essentiellement au niveau du lot ADH2. De nombreux travaux

démontrent que ce paramètre physiologique constitue un critère efficace dans le criblage des

génotypes tolérants la déshydratation en conditions de déficit hydrique [8,9,10,11]. Il

constitue également une caractéristique indicatrice, en réponse immédiat à la déclaration des

facteurs induisant la sécheresse [12]. La teneur relative en eau est d’un intérêt majeur dans les

travaux de sélection, car il serait d’une forte héritabilité [13,14].

La diminution de la TRE est plus rapide chez les variétés sensibles que chez les variétés

résistantes. Ainsi les génotypes qui maintiennent une TRE élevée dans la présence de stress

hydrique sont des génotypes tolérants [15].

Parmi la variabilité conduite, les génotypes Baldia et Diamant, constituent de bons géniteurs

pour le transfert de ce caractère. Ils représentent les génotypes les plus tolérants vis-à-vis du

déficit hydrique appliqué, en minimisant les effets de ce stress sur la préservation de leur

hydratation.

2.2. Effet du stress hydrique sur la matière sèche des plantes de la luzerne

L’étude statistique des résultats obtenus (tableau 1), démontre que l’élaboration de la matière

sèche est significativement influencée par le stress hydrique appliqué (p<0,01). La nature de la

variabilité génétique conduite permet également des différences significatives d’expression de

cette variable (p<0,05).

Au niveau du traitement témoin (SDH) (tableau 3), les valeurs de la matière sèche sont

comprises entre g 1,97±1,45g (Diamant) et 1,70±1,10g (Saudiane).

A l’échelle du lot ADH1, les génotypes de la collection ont manifesté un accroissement des

taux de la matière sèche, où le génotype Dista se distingue parmi cet ensemble avec une

réduction de 21,16%.

L’application du déficit hydrique plus sévère (ADH2), est accompagnée d’une nette réduction
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des valeurs de la matière sèche, chez l’ensemble des génotypes expérimentés. Ces régressions

ont atteint des niveaux de 53,96% (Dista) et 50% chez Saudiane. Le génotype Diamant,

s’avère le moins sensible a ce niveau de déficit hydrique, pour l’élaboration de la matière

sèche, en inscrivant la plus faible réduction avec 35,53%.

Tableau 3. La matière sèche des plantes de Medicago sativa L. sous différents régimes

hydriques

Variétés

MS

SDH ADH 1 Evolution % ADH2 Evolution %

Dista 1,89 ± 0,66 1,49± 0,41 -21,16 0,87±0,24 -53,96

Moapa 1,81±1,03 1,62±0,93 -10,49 1,01±0,19 -44,19

Diamant 1,97±1,45 1,84±0,79 -6,59 1,27±0,35 -35,53

Baldia 1,90±0,89 1,71±1,15 -10 1,10±0,10 -42,10

Saudiane 1,70±1,10 1,41±1,09 -17,05 0,80±0,21 -50

A fin d'analyser la relation entre la teneur relative en eau et la croissance de la luzerne dans

cette expérience, la corrélation entre ces paramètres ont été calculées. L’équation de droite de

régression de la croissance en fonction de la teneur relative en eau chez la luzerne présente

dans la figure 1.
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Fig. 1. Corrélation entre la matière sèche et la teneur relative en eau

Les analyse de corrélation montrent que la biomasse sèche est positivement corrélé avec la

teneur relative en eau (r2
= 84,4%). Ceci dénote le rôle prépondérant de l’alimentation

hydrique dans l’élaboration de la matière sèche. Le déficit hydrique et l’irrégularité des pluies

constituent, de ce fait, des facteurs limitants majeurs pour la production agricole en zone semi

aride et aride.

L’effet du déficit hydrique est plus pénalisant au niveau de la plante en limitant

essentiellement, la croissance et la néoformation des différents organes. La matière sèche est

l’un des indicateurs les plus fiables de ces effets.

La réduction de la matière sèche sous l’effet de la contrainte hydrique est rapporté par

plusieurs auteurs notamment chez Vicia faba L. [16], Cicer arientinum L. [17], Vigna

unguiculata L. [18], , Abelmoschus esculentus [19].

La production de la matière sèche est différemment affectée par les contraintes hydriques

selon les souches rhizobiennes et le stade phénologique de la plante [20,21].

2.3. Effet du stress hydrique sur la fixation symbiotique de l’azote
D’après les résultats obtenus (tableau 1), on constate un effet très dépressif du déficit hydrique

sur le processus de la fixation symbiotique de l’azote chez l’ensemble des génotypes testés

(p<0,001). Cette réduction s’avère d’intensités différentes chez les génotypes expérimentés,
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faisant apparaitre ainsi un effet génotypique (p<0,001) et d’interaction entre les deux facteurs

d’étude, significatif.

Tableau 4. Activité de réduction de l’acétylène des plantes de Medicago sativa L. sous

différents régimes hydriques

Variétés

ARA

SDH ADH 1 Evolution % ADH2 Evolution %

Dista 32,53±1,03 21,15±2,03 -34,98 2,36±1.15 -92,74

Moapa 38,86±0,85 25,01±0,65 -35,64 4,17±1.09 -89,26

Diamant 43,18±2,03 30,19±1,35 -30,08 9±0,89 -79,15

Baldia 48,23±1,95 28,41±1,02 -41,09 15±0,12 -68,89

Saudiane 40,12±1,01 31,12±0,45 -22,43 5,32±0,45 -86,73

L’activité de réduction de l’acétylène (ARA) (tableau 4) chez l’ensemble des génotypes et à

l’échelle du traitement témoin SDH est comprise entre 48,23±1,95μmols de C2H4/h/plant

(Baldia) et 32,53±1,0395μmols de C2H4/h/plant (Dista). En conditions de déficit hydrique

modéré (ADH1), ARA est réduites chez tous les génotypes testés. En conditions de déficit

hydrique plus prolongé (ADH2), ARA a subit une forte réduction chez l’ensemble des

génotypes expérimentés. Cette réduction s’exprime fortement chez le génotype Dista avec une

valeur de 92,74%. Par contre, la plus faible régression est inscrite chez le genotype Diamant

(79,15%).

La contrainte hydrique provoque une diminution de la fixation symbiotique de l’azote, avec

une activité très réduite pendant le stress sévère.

La figure 2 montre une corrélation positive significative entre l’activité de réduction de

l’acétylène et la teneur relative en eau (r2
= 84,4 %). Cette corrélation confirme que la fixation

symbiotique de l’azote chez la luzerne dépend essentiellement de la teneur relative en eau.
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Fig.2. Corrélation entre l’activité de réduction de l’acétylène et la teneur relative en eau

L'effet du stress hydrique sur la symbiose dépend généralement de la phase de la croissance et

de développement de la plante, mais aussi de la sévérité de la contrainte hydrique [22]. Un

stress hydrique modéré réduit seulement le nombre de nodules formés sur des racines de soja,

alors qu’un stress sévère réduit le nombre et la fixation d’azote [23,24]. La nodulation et la

fixation d'azote est plus sensible au stress hydrique pendant la phase végétative que la phase

reproductrice [25].

La fixation symbiotique de l’azote est fortement affectée par le déficit hydrique, à cause de la

réduction de la leghémoglobine dans les nodules, de la diminution de l’activité spécifique des

nodules et de la réduction de nombre et poids sec des nodules [26]. Le stress hydrique retarde

aussi la formation des nodules chez les légumineuses. La réduction de nombre de nodules a

été également observée chez la fève et le haricot exposés au stress hydrique [27].

Cette grande sensibilité de la fixation symbiotique de l’azote au stress a été expliquée par le

fait que celui-ci provoque la plasmolyse des cellules corticales des nodosités et leur tassement,

augmentant ainsi leur résistance à la diffusion de l’oxygène vers les bactéroïdes fixateurs [28],

ce qui est confirmé par le fait que l’accroissement de la pression partielle d’oxygène autour

des nodosités augmente l’activité de la nitrogénase [29,30].
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Pour détermines l'efficacité de la symbiose rhizobienne chez la luzerne dans cette étude, nous

avons basé sur la corrélation entre la biomasse sèche et la fixation symbiotique de l’azote.

Les données de la figure 3 montrent une régression significative de la matière sèche en

fonction de l’activité de réduction de l’acétylène des plantes de la luzerne (r2
= 85,3 %). Ceci

confirme que la fixation symbiotique de l’azote est un facteur déterminant de l'accumulation

de la matière sèche.

Fig.3. Corrélation entre l’activité de réduction de l’acétylène et la matière sèche

La pente des régressions peut être considérée comme un indicateur de l'efficacité de la

fixation symbiotique de l’azote dans la croissance de la plante. Puisque cette pente indique le

bénéfice de l'accumulation de la matière sèche résultant d'une augmentation de l’activité de la

fixation d’azote.

3. EXPERIMENTAL

L’expérimentation a été réalisée sous un abri afin d’éviter les apports d'eau non contrôlés par

les pluies, et de mieux maîtriser les quantités d'eau données aux plantes par la méthode du

bilan hydrique. Le matériel végétal utilisé est constitué de cinq variétés de luzerne: Dista,

Moapa, Diamant, Baldia, Saudiane.

La culture est réalisée dans des pots en plastique, ayant un volume de 4,5 l, de section

circulaire; d'un diamètre supérieur de 20cm, d'un diamètre inférieur de 13,5cm et de 18cm de
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profondeur. La base des pots est perforée à raison de 7 trous pour faciliter le drainage des

eaux excessives. Les pots sont remplis chacun d’un substrat composé en parties égales de

sable, de matière organique et de terre ayant une capacité de rétention d'eau faible et une forte

infiltration.

Les grains sont semés à raison de 5 graines par pot. Après la levée un éclaircissage basé sur

l’homogénéité de la répartition du stade de développement a permis de réduire la densité à 3

plants par pot. Les pots portant les plants sont disposés en bloc randomisés au hasard avec 3

répétitions par traitement.

Les pots sont disposés en trois traitements avec et sans déficit hydrique (ADH1, ADH2, SDH).

Au niveau de chaque traitement, chacun des génotypes est répété 3 fois.

SDH (traitement sans déficit hydrique), les plantes sont irriguées à la capacité au champ. Ce

traitement est considéré comme témoin.

ADH1 (traitement avec déficit hydrique 1) les plantes subissent un déficit hydrique d’intensité

de 50% de la capacité au champ.

ADH2 (traitement avec déficit hydrique 2) les plantes subissent un déficit hydrique d’intensité

de 25% de la capacité au champ.

Un mois après le semis, l’ensemble des pots a reçu la même dose d’arrosage. Ensuite, les

deux régimes hydriques ADH1 et ADH2 sont appliqués.

Au stade floraison, les plantes ont été déterrés, les feuilles et les racines sont soigneusement

séparées, les racines sont immédiatement trempées à l’eau puis desséché avec du papier

absorbant afin d’éviter toute contamination avec le substrat de culture.

Les organes séparés de chaque plante sont immédiatement pesés et enveloppés dans du papier

aluminium, numérotés et puis desséchés par le passage à l’étuve sous une température de

80°C pendant 48 heures. Le poids sec de chaque échantillon est déterminé après le séchage à

l’aide d’une balance analytique de précision.

Les échantillons séchés sont broyés par la suite manuellement à l’aide d’un mortier en

porcelaine jusqu’à l’obtention d’une fine poudre qui sera entreposée ensuite dans des piluliers

hermétiquement fermés par des bouchons plasma et mise dans un congélateur pour les

analyses.
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Les paramètres que nous avons mesurés au cours de cette étude ont été retenus vue leur

sensibilité au stress hydrique : teneur relative en eau, matière sèche, la fixation symbiotique de

l’azote par la mesure de l’activité réductrice d’acétylène (ARA).

L’analyse de la variance a été utilisée afin de mettre en évidence d’éventuelles différences

entre les traitements et les variétés. Les moyennes sont comparées selon la méthode de la plus

petite différence significative.

4. CONCLUSION

Au terme de cette étude et à travers les résultats obtenus, nous avons noté que le stress

hydrique perturbe les processus physiologique de croissance, de développement et plus

particulièrement celui de la fixation symbiotique de l'azote atmosphérique. Les différentes

variétés étudiées réagissent différemment à ces contraintes. Cette diversité constitue un atout

majeur pouvant être pour déterminer les mécanismes les plus efficients déployés par la

luzerne pour s’adapter au stress hydrique.

Nous avons pu mettre en évidence la supériorité des deux variétés Diamant et Baldia pour la

production de matière sèche et la fixation de l’azote pendant une contrainte hydrique. Ces

paramètres contribuent à la formation du rendement en fourrages et par conséquent

conditionnent la productivité de la luzerne. De ce fait nous pouvons penser que ces variétés

peuvent présenter un intérêt pour les régions où les contraintes hydrique constituent un facteur

limitant de la production végétale.

La fixation symbiotique est un paramètre important qui s'inscrit dans le nouveau concept de

l'agriculture durable, le potentiel biologique représenté par la symbiose rhizobia-légumineuses

devrait être pris en considération.

Au terme de cette contribution, il apparaît souhaitable de poursuivre la recherche des variétés

et des populations capables d'exprimer une forte fixation en présence des facteurs limitants tel

que le stress hydrique. Aussi dans notre région la diversité génétique des rhizobia peut encore

révéler de nombreux caractères liés à l’adaptation des souches au déficit hydrique.

L'amélioration de la fixation symbiotique de l'azote peut s'avérer une approche efficace pour

améliorer le rendement en fourrage chez la luzerne.
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