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La fixation symbiotique d'azote chez 49 souches de Rhizobium meliloti a 6t6 6tudi6e

sous un environnement contr6l6 avec la vari6t6 de luzerne Saranac. Il a 6t6 mis en

6vidence que le rendement en poids sec de la plante peut 6tre utilis6 comme mesure

indirecte de la fixation d'azote, et comme critbre de s6lection des souches efficaces

de R. meliloti. L'6tude statistique des rendements de trois coupes a 6tabli que la
deuxibme coupe donne le plus d'information pour 6valuer correctement I'efficacit6
symbiotique des souches. Six souches trbs efficaces ont 6t6 s6lectionn6es.

Symbiotic nitrogen fixation with 49 isolates of Rhizobium meliloti was studied under

controlled environment with alfalfa cv. Saranac. It was shown that plant yield in dry
weight can be used as an indirect measurement of nitrogen fixation, and as a

criterion for selecting efficient strains ofR. meliloti. Statistical study on yields of
three cuttings has established that the second cutting gives the most necessary

information to correctly evaluate the symbiotic efficiency of the isolates. Six very

efficient strains were selected.

La pr6sence de souches efficaces de sol (Ham et al. l97l), (iv) I'habilet6 ir
Rhizobium ayant une capacit6 6lev6e de persister dans leur efficacit6 dans les sols

fixer symbiotiquement I'azote avec les concern6s (Bergersen 1970; Bergersen et al.
l6gumineuses eit un des facteurs les plus 1971). En plus, I'habilet6 des souches il
importants qui influencent directement bien se d6velopper dans des cultures
l'6iablissement de ces cultures (Burton commerciales et e survivre sous les condi-
1972 Yincent 1974). En effet, certaines tions d'entreposage et au cours de I'inocula-
l6gumineuses deviennent alors rapidement tion des semences est un facteur d'impor-
ind6pendantes de I'azote du sol et produi- tance pour la production et l'usage comme
sent des r6coltes d'une meilleure qualit6. culture commerciale (Date 1976). Les

L'am6lioration des inoculants de souches indigbnes constituent la source
l6gumineuses doit 6tre bas6e sur la s6lection primaire de tous les inoculants, et elles
intelligente de souches de Rhizobium ayant offrent de meilleures chances de succds

les caiact6ristiques majeures suivantes: (i) lorsqu'elles sont r6introduites en grand

I'efficacit6 symbiotique dans toutes les nombre i leur milieu d'origine (Date 1976).

conditions possibles d'habitat avec la plante Dans ce travail, nous avons 6tudi6 I'effet
h6te qui sera utilis6e (Brockwell et al. de quelques souches indigbnes de R.

1968), (ii) I'habilet6 i former rapidement meliloti, ainsi que l'effet des coupes

des nodules (Vincent 1974), (lii) I'habilet6 successives sur le rendement de la luzerne,
i concurrencer avec les autresRhizobium du dans le cadre d'un programme d'am6liora-

can.J.ptantsci. s7t433-4i9(Apr.ry77) tiondesinoculantspourcettel6gumineuse.
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MATERIEL ET METHODES
Les 49 souches de R. meliloti test6es provien-
nent de notre collection; la plupart ont 6t6 isol6es
d partir de la rhizosphbre de la luzerne. Des
6chantillons de sol de la rhizosphbre ont 6t6
recueillis dans diff6rentes r6gions du Qu6bec
puis ils ont 6t6 congel6s h -20 C durant au
moins I semaine avant d'etre d6gel6s ir la
temp6rature de la chambre pour Otre utilis6s
comme source d'inoculant sur diff6rentes var-
i6t6s de luzerne. Le traitement au gel avait pour
but de s6lectionner des souches r6sistantes aux
extrOmes de temp6rature. L'isolation des
souches a 6t6 effectu6e ir partir des nodules
form6s sur les plantes inocul6es d'aprbs les
techniques d6crites par Vincent (1970). Le
milieu de culture pour le maintien des souches a

6t6 le mannitol g6los6 enrichi d'extrait de levure
(Vincent 1970).

Pour la culture de la luzerne, les contenants
utilis6s 6taient des pots "Riviera" de fabrication
frangaise (Manufacture provengale de matibres
plastiques de Marseille) congus pour faciliter
I'oxyg6nation des racines et munis d'un r6ser-
voir interne pour la solution nutritive qui est
amen6e h la plante via une mbche et une grille.
Ces pots permettent un bon contr6le de la
st6rilit6 du milieu (Gasser et al. 1972). Chaque
pot a regu 2.33 dms (litres) d'un m6lange
synth6tique volum6triquement compos6 de 25Vo
de silice no l0 (2 mm), 25Vo de silice no 16 (1.2
mm) et 5O7o de vermiculite. Les pots ont 6t6
st6rilis6s par un lavage avec une solution
d6sinfectante contenant O.SVo (vlv\ de Oakite
Sanitizer No. I (Oakite Products of Canada
Limited, Bramalea, Ontario) dans I'eau distill6e.
Le m6lange synth6tique a 6t6 autoclav6 60 min h

100 kPa de pression avant l'usage. La solution
nutritive utilis6e 6tait celle de Hoagland et
Arnon (1938), modifi6e en tamponnant son pH
d6.75 * 0.05 avec 174.18 mgllitre de KzHPO+
et 136.09 mg/litre de KHzPO+, et en urilisant
110.99 mg/litre de CaCl2 comme source de
calcium. Pour les t6moins azot6s la m6me
solution 6tait modifi6e par I'addition de 400.2
mg/litre de NHJIIO3.

La croissanlce des plantes s'est effectu6e en
aire de propagation sous 16 h de lumibre i une
temp6rature de l8-20 C et une intensit6
lumineuse de 1.6-2.2 klx et 8 h d'obscurit6 ir
une temp6rature de I l-12 C; I'humidit6 relative
6tait maintenue constante ir 6570.

Des graines de grosseur uniforme de la vari6t6
Saranac ont 6t6 st6rilis6es en surface et mises h

gerrner sur plats de P6tri contenant les souches d
tester d'aprds le protocole d6crit par Vincent
(1970). La germination a dur6 36 h h I'obscurit6
et h la temp6rature de la chambre. Douze graines
germ6es ont 6t6 plant6es dans chaque pot, dont
le niveau du liquide fut 6lev6 par I'addition d'un
litre suppl6mentaire de solution nutritive.
Chaque pot fut ensuite recouvert d'un poly-
6thylbne transparent retenu par une bande
6lastique pour maintenir un haut niveau
d'humiditd et 6viter les contaminations crois6es
durant la premibre phase de croissance; en effet,
toutes les plantes des pots t6moins ne contenant
pas de I'azote min6ral et non-inocul6s ont p6ri
avant la premibre coupe. Le troisibme jour aprbs
le semis. une deuxibme inoculation 6tait faite sur
la surface de chaque pot, en distribuant de fagon
homogdne 120 ml de solution nutritive sans
azote contenant les souches b tester en nombre
de cellules sup€rieur h 106 par ml. Lorsque les
plantes formaient leur troisibme feuille, les pots
6taient d6couverts, le niveau de solution nutri-
tive 6tait abaiss6 ir sa normale (700 ml) et les
plantes 6taient s6lectionn6es pour en conserver
huit d'apparence uniforme par pot. La solution
nutritive 6tait remplac6e toutes les 2 semaines et,
lorsqu'il s'av6rait n6cessaire, le niveau de la
solution dans chaque pot 6tait r6tabli avec de
I'eau distill6e. Le dispositif exp6rimental dans
I'aire de propagation a 6t6 celui de blocs r6partis
au hasard avec trois r6p6titions pour chaque
traitement. Les coupes ont 6t6 faites au d6but de
I'anthbse et la hauteur de coupe a 6t6 de 4 cm
au-dessus du niveau du milieu synth6tique. I.a
premidre coupe a 6t6, faite 6 semaines aprbs le
semis, la deuxibme coupe 9 semaines, et la
troisidme coupe l2 semaines. Les plantes
r6colt6es ont 6t6 s6ch6es h 80 C durant 24 h et
leur poids a 6t6 not6.. L'azote a 6t6 d6termin6,
aprbs une digestion micro-Kjeldahl (Ward et
Johnston 1962), colorim6triquement sur un
appareil automatique selon la m6thode d6crite
par Varley (1968). Toutes les donn6es recueil-
lies ont 6t6 soumises ir I'analyse statistique (Steel
et Tonie 1960).

RESULTATS ET DISCUSSION
La relation qui existe entre le rendement en
matibre sbche et la teneur en azote total de
la partie a6rienne de la luzerne est r6sum6e
au Tableau 1. Les valeurs de r 6tant trbs
significatives, le poids sec peut donc 6tre
utilis6 comme mesure indirecte de la



BORDELEAU ET AL.-SOUCHES DE RHIZOBIUM MELILOTI 435

Tableau 1. Moyennes des poids secs et des teneurs en azote total de la vari6t6 de luzerne Saranac, cultiv6e en pots

riviera, et les constantes statistiques reliant les deux caractbres

Poids
secx

G/Poq

Azote
total
(mg) ESn"" ES"*b"*

ldre coupe
2dme coupe
3bme coupe
Moyenne des
trois coupes

t4.77
12.45
20.0r

r.99
5.66
6.77

4.8r

69.96
209.21
273.38

l 84. l9

0.9424**
0.989* **
0.964***

o.979*4*

24.75
3'7.28
38.04

36.65

r.26
0:78
l.5l

1.08 t2.62

xMoyenne des rendements des 49 souches et de deux t6moins azot6s.
**xTrEs significativement diff6rent de zero (P : 0.001).
r, coefficient de con6lation; D"*, coefficient de r6gression; ES5"*, 6cart type du coefficient de r6gression; ES"*, 6cart
type de I'estimation.

fixation d'azote et comme critbre de s6lec-
tion des souches de R. meliloli sous les
conditions exp6rimentales d6crites. Ces
r6sultats se comparent h ceux obtenus par
Erdman et Means (1952) et Martinez
( l97l).

Il existe des 6carts consid6rables et des
diff6rences trEs significatives entre I'ef-
ficacit6 des souches aux trois coupes
(Tableaux 2 et 3) . Haydock et Norris (1967)
ont montr6 que I'assimilation de l'azote
dans les plantes vivant en symbiose avec les
Rhizobium ne se fait pas de la mOme fagon
que dans les plantes utilisant l'azote
min6ral; cons6quemment les traitements
ayant regu del'azote min6ral n'ont pas 6t6
utilis6s dans les comparaisons subs6quentes
entre les souches, mais ils reflbtent les

Tableau 2. Moyenne des rendements en poids sec par
coupe et analyse de variance des rendements obtenus

avec les 49 souches de R. meliloti

Coupes

conditions du milieu de culture pour la
croissance de la luzerne. Le classement des
souches selon leur efficacit6 a 6t6 bas6 sur
la moyenne des rendements par coupe. Une
souche a 6t6 class6e inefficace (NE) lorsque
le rendement obtenu 6tait plus petit que
celui de la moyenne de la coupe moins la
valeur d'un 6cart type de la moyenne; une
souche 6tait class6e efficace (E) lorsque le
rendement obtenu 6tait compris entre celui
de la moyenne de la coupe plus ou moins la
valeur d'un 6cart type de la moyenne; les
souches donnant des rendements sup6rieurs
h celui de la moyenne plus la valeur d'un
6cart type de la moyenne ont 6t6 class6es
trbs efficaces (TE) (Tableau 4).

Les rendements moyens ont augment6
d'une coupe b I'autre mais les souches ont
montr6 des diff6rences trbs significatives
dans leur efficacit6 (Tableau 2) alors que les
r6p6titions 6taient homogbnes. Il est int6r-
essant de noter qu'environ la mOme dis-
tribution de la population dans les trois
classes d'efficacit6 se retrouve d'une coupe
h I'autre (Tableau 4), mais les souches n'ont
pas manifest6 le m6me degr6 d'efficacit6.
Ainsi la souche 51 s'est class6e TE h la
premibre coupe et E -pour les- deux autres
coupes successives, alors que la souche A2
s'est class6e E h la premibre coupe et TE
pour les deux autres coupes (Tableau 3).
Ces r6sultats illustrent que I'efficacit6 des
souches varie d'une coupe d I'autre,
ph6nombne qui a d6ji 6t6 mis en 6vidence

Rendements
(g/Pot)

Ecar type de
la moyenne

Valeurs deF
R6petitions
Souches

1.70 5.53 6.'.74

+O.74 +2.18 + l.9l

l . l0 NSx 0.41 NS I .88 NS
22.60 TSx* 8.68 TS 4.42 TS

xNS, valeur non significative.
**TS, valeur trds significative (P : 0.0001).



436 cANADIAN JouRNAL oF pLANT scIENcE

Tableau 3. Rendementmoyen et total obtenu avec la luzerne pour les 49 souches deR. meliloti

Souches

Coupe (g/pot)
Somme total des

rendements obtenuq
avec trois coupes

(g)

S1

S2
S3

S4
S)
S6
S7
S8
S9
sl0
s11
sl2
sl3
s14
s15
s16
sl9
s20
52I
s22
VI
v2
V3
v4

2.4'.7 (TE)*
2.16 (E)
2. l8 (E)
2.o2(E)
2.3t (E)
1.86 (E)
2.35 (E)
2.44 (E)
1.'.72 (E)
1.67 (E)
3.04 (TE)
t.'72(E)
2.36(E)
2.76 (TE)
2.67 (TE)
t.62 (E)
2.60 (TE)
2.03 (E)
2.t6(E)
r.39 (E)
2.00 (E)
2.t6 (E)
3.19 (TE)
l .34 (E)
1.30 (E)
1.21 (E)
1.67 (E)
0. 15 (NE)
1.79 (E)
l .84 (E)
0.26 (NE)
2.O4(E)
2.o2(E)
2. t4 (E)
l.s0 (E)
0.07 (NE)
1.03 (E)
1.33 (E)
0.8e (NE)
1.03 (E)
0.54 (NE)
2. ls (E)
l.4s (E)
1.49 (E)
2.20(E)
0.31(NE)
l.0s (E)
1. ls (E)
0.42 (NE)
9.r8

7.r3(E)
s.87 (E)
6.79 (E)
'7 .7 | (E)
7.63 (E)
6.03 (E)
6.72 (E)
6.2s (E)
4.s2 (E)
3.7e (E)
6.50 (E)
s. l3 (E)
4.14 (E)
8.99 (rE)
6.68 (E)
s.4s (E)
7.35 (E)
6.02 (E)
6.75 (E)
4.07 (E)
5.s3 (E)
s.s3 (E)
8.e0 (rE)
4.61 (E)
3.68 (E)
3.20 (NE)
4.92 (E)
0.45 (NE)
7.18 (E)
6.42(E)
l.2e (NE)
9.3s (rE)
8. 14 (rE)
7.7s (TE)
s.26 (E)
0.46 (NE)
3.l8 (NE)
5.24(E)
3.28 (NE)
4.40 (E)
2.47 (NE)
7.s6 (E)
7.43 (E)
6.ss (E)
9.16 (rE)
2.14 (NE)
3.8s (E)
6.41 (E)
3.0s (NE)
8.89

6.34 (E)
6.2s (E)
6.83 (E)
'7.44(E)

7 .r9 (E)
6. l8 (E)
6.15 (E)
7.02(E)
6.40 (E)
s.29 (E)
'7.3r (E)
6.Ol (E)
4.97 (E)
7 .s4 (E)
8.38 (E)
6.49 (E)
7 .4s (E)
5.83 (E)
7.34(E)
s.s9 (E)
6.e0 (E)
6.71(E)
6.87 (E)
6.7s (E)
6.sl (E)
3.78 (NE)
s.2l (E)
2.3s (NE)
8.41(E)
7.48 (E)
4.80 (NE)

10.62 (TE)
9.9s (rE)

l0.ls (rE)
6.82 (E)
1.55 (NE)
4.30 (NE)
8. le (E)
s.69 (E)
7.23(E)
4.40 (NE)
9.06 (rE)
9.71 (rE)

10.20 (TE)
8.79 (TE)
4. l5 (NE)
6.63 (E)
9.34 (TE)
s.79 (E)
7.39

47 .821n1xx
42.84 (E)
47 .4O (E)
51.s1(E)
s1.39 (E)
42.21 (E)
45.66 (E)
47.13 (E)
37.92(E)
32.2s (E)
50.5s (E)
38.s8 (E)
34.4r (E)
s7.87 (TE)
s3. l9 (E)
40.68 (E)
s2.20 (E)
41.64 (E)
48.75 (E)
33. ls (E)
43.29 (E)
43.20 (E)
56.88 (TE)
38.10 (E)
34.47 (E)
24.57 (NE)
35.40 (E)

8.85 (NE)
s2.r4 (E)
47.22(E)
19.05 (NE)
66.03 (rE)
60.33 (rE)
60.12 (TE)
40.'74 (E)
6.24 (NE)

2s.s3 (NE)
44.28 (E)
29.s8 (E)
37.98 (E)
22.23 (NE)
56.31 (TE)
s5.7'7 (rE)
s4.72 (E)
60.4s (TE)
19.80 (NE)
34.s9 (E)
s0.70 (E)
27.78 (NE)
76.38

V5
V6
v7
DI
D2
D3
AI
A2
A3
A4
A5
II
12

I3
t4
RI
EI
E2
234
3DOa2oa
3DOa8
CI
s4032
s4033
Alfalfa D
T6moins azot6s

*[,es d6signations entre parenthbse indiquent: NE, non-efficace; E, efficace; TE, trbs efficace; pour explication voir
le texte.
xsMoyenne :41.89;6cart type de la moyenne : 13.26.
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(Erdman et Means 1953; Martinez l97l;
Gasser et al. 19'72). Cette variation de
I'efficacit6 peut 6tre due au faible taux de
r6infection des racines aprbs la coupe de la
partie a6rienne, car la nodulation apparait en
vagues successives selon I'activit6 physio-
logique de la plante (Marrinez l97l). Ainsi,
certaines souches n'auraient pas autant
d'habilet6 i croitre dans la rhizosphdre de la
luzerne et i former rapidement de nouveaux
nodules aprbs une coupe (souche A, par
exemple), alors que d'autres auraient
I'habilet6 h former rapidement des nodules
(souche A2). Les Rhizobium, aux stades
pr6matur6s de la symbiose, se comportent
en parasites; les bact6ries sont alors en
comp6tition avec la plante pour l'azote et
les autres substances m6taboliques de la
plante. La rapidit6 h laquelle une souche
forme des nodules et 6labore la nitros6nase
pour la fixation de I'azote sera refl6i-6e par
une reprise rapide de la croissance de la
luzerne. On n'a pas essay6 de mettre en
6vidence les corr6lations entre la grosseur et
les nombres de nodules avec I'efficacit6 des
souches aprds les coupes, car il aurait fallu
sacrifier les plantes h chaque fois, ce qui
n'aurait pas permis la continuit6 de
I'exp6rience. Martinez (lg7l) a d6ji men-
tionn6 le manque de corr6lation entre l'6tat
des nodules chez la luzerne et I'efficacit6
des souches deR. meliloti, I'appr6ciation de
l'6tat des nodules 6tant trop subjective pour
6tre quantifiable. Nous avonj cepen-dant
observ6, aprbs la troisibme coupe, que les
souches class6es TE avaient en g6n6ral
form6 des gros nodules montrant une bonne

vitalit6, ceci fut particulidrement vrai pour
les souches ,A,2 et Aa.

Les rendements d'une coupe h I'autre ne
sont pas compldtement ind6pendants I'un de
I'autre. En effet, les constantes statistiques
entre le rendement moyen obtenu avec les
souches pour chaque coupe et la moyenne
des coupes (Tableau 5) indiquent que
seulement 68, 26 et 62Vo des rendements h
la premibre coupe sont en relation avec ceux
de la deuxibme, de la troisibme et de la
moyenne des trois coupes respectivement.
Statistiquement, la premibre coupe a peu de
valeur pour pr6dire le rendement moyen et
l'efficacit6 des souches. A I'exception de
trois souches (I4, EZ et 23 A) , le classement
des souches selon leur efficacit6 h la
deuxibme coupe est indentique ir celui
obtenu avec la somme totale des rendements
des trois coupes (Tableau 3). Pour 6valuer
correctement I'efficacit6 d'une souche deR.
meliloti, la deuxibme coupe est la plus
importante, car elle donne le maximum
d'information. En effet les plus hauts
coefficients de d6termination sont obtenus
avec cette coupe (Tableau 5).

A la deuxibme coupe, en ordre d6crois-
sant de rendement, les souches A,2, 3Doa8,
Srn, Vg, A3 et Aa sont class6es TE; ces
souches donnent les plus hauts rendements
pour la somme des trois coupes. La
persistance au champ de ces souches est
pr6sentement h l'6tude. Le comportement
d'un m6lange logique de souches trbs
efficaces au d6part avec des souches trbs
efficaces h la deuxibme et ir la troisidme
coupe est actuellement a l'6tude. Nous

Tableau 5. Coefficient de correlation (r) des rendements moyens obtenus avec les souches pour chaque coupe et la
moyenne des coupes

t 2 3 t+2 2+3 t+2+3

0.83
(68.73)*

0.51
(26.36)

0.82
(67.03)

0.90
(8 1.40)

0.99
(e7.84)

0.77
(58.73)

o.7r
(s l .07)

0.96
(92.09)

0.95
(89.7 l)

0.79
(62.6r)

0.9E
(9s.45)

0.91
(83.44)

*Les valeurs ente parenthbses repr6sentent le coefficient de d6termination (r, x 100).
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croyons qu'un tel m6lange est souhaitable
dans l'6tablissement d'une luzernibre car il
rendrait la plante rapidement ind6pendante
de l' azote du sol.
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