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sous une contrainte saline
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Abstract — Physiological and biochemical responses to salt stress of mycorrhized and/or nodulated clover seedlings (7rifolium
alexandrinum L.). Salt stress (0, 4,6and 8 g NaCl'L_l) effects on arbuscular mycorrhized and/or nodulated clover (Trifolium alexandrinum
L.) seedlings grown in greenhouse conditions under 75% field capacity were evaluated. The autochthonous mycorrhizal (AM) seedlings showed
the best salt tolerance and biomass production improvement (+ 65%) for all the tested concentrations. AM root colonization was the highest
(71%) and did not seem to be affected by salt doses. The double symbiosis (mycorrhization and nodulation) was found to be less efficient than
single inoculations and revealed some antagonism between the fungus and Rhizobium. Phosphate nutrition was improved, mainly in the cases
of single mycorrhized plants; this nutritional effect seems to be the main mechanism involved in salt tolerance. The leaf protein content was
also improved by both types of symbiosis. Proline accumulated especially in the doubly inoculated (AM and Rhizobium) plants; meanwhile,
sugars accumulated in the cases of single inoculations. However, the intensity of the salt stress showed a positive correlation with sugar
accumulation for the plants which were only mycorrhized.

mycorrhiza / Rhizobium / salt stress / growth / sugars / proline

Résumé — L’effet de la salinité (0, 4,6et 8 g NaCl-L!) sur des plantules de trefle (Trifolium alexandrinum L.) mycorhizées ou/et nodulées,
cultivées sous serre sous une capacité au champ 75 %, a été estimé. La mycorhization par un inoculum mycorhizogene autochtone (MA) a abouti
a une meilleure amélioration de la tolérance a la salinité et de la production de biomasse (+65 %) pour toutes les doses de sel appliquées. Les
intensités de mycorhization et les teneurs en arbuscules obtenues pour les MA sont élevées (71 % et 57 %) et semblent non affectées par la dose
de sel. La double symbiose (mycorhization et nodulation) s’est montrée moins efficace pour I’amélioration de la production de biomasse. Elle
a révélé un antagonisme entre les deux symbiotes. La nutrition phosphatée a été significativement améliorée chez les plantes mycorhizées par
les MA seuls. Cet effet nutritionnel semble jouer un role principal dans les mécanismes de tolérance a la salinité. Le contenu foliaire en protéines
a été également amélioré dans le cas des deux symbioses. La proline s’est accumulée dans les feuilles du tréfle surtout chez les plantes
doublement inoculées par les MA et le Rhizobium alors que les sucres solubles se sont accumulés suite aux inoculations simples. Toutefois,
I’intensité du stress salin n’a montré de corrélation positive avec les teneurs accumulées en sucres que dans le cas des plantes mycorhizées.

mycorhizes / Rhizobium / salinité / croissance / sucres / proline

1. INTRODUCTION

Les associations symbiotiques sont bien connues pour amé-
liorer la nutrition et la productivité des plantes notamment chez
les 1égumineuses qui sont capables de développer simultané-
ment des associations aussi bien avec les mycorhizes qu’avec
le Rhizobium [2, 32]. La nodosité permet la réduction de
I’azote atmosphérique alors que la symbiose mycorhizienne
développe les mécanismes physiologiques et biochimiques

nécessaires pour la mobilisation du phosphore du sol [30, 60]
et améliore 1’état hydrique de la plante [48]. Les champignons
mycorhiziens peuvent aussi améliorer le prélevement de
I’azote [57] et son assimilation [6]. Les phosphatases des
hyphes mycéliens favorisent la libération du phosphore inor-
ganique (Pi) immobile du sol et la minéralisation des sources
organiques des phosphates [19, 32]. La disponibilité du phos-
phore dans le sol et surtout sa mobilisation par la plante ont un
effet direct sur sa capacité a fixer I’azote atmosphérique [9].
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Ces avantages revétent une importance particuliere sous
des climats arides et semi arides ot la salinité des sols réduit
la possibilité d’ajout de fertilisants phosphatés et azotés. Tou-
tefois, ces conditions peuvent réduire le taux de colonisation
racinaire [50] et rendre critique la réussite de la mycorhization
[21]. En effet, la salinité affecte la viabilité des hyphes myco-
rhiziens qui constituent les principales sources de la propaga-
tion des champignons [46] et des arbuscules qui représentent
le site privilégié des échanges entre les deux partenaires de la
symbiose [27, 28]. Cependant, certaines especes de champi-
gnons mycorhiziens montrent une large gamme de tolérance a
la salinité [49] qui dépendrait entre autres de leur habitat d’ori-
gine [15]. La salinité limite également et d’'une maniere sévere
la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique. Elle affecte
négativement : le processus de nodulation [8], I’activité respi-
ratoire des bactéroides, le contenu en 1éghémoglobine [17,
18], ainsi que I’activité nitrogénase. Cet effet négatif a été cor-
rélé avec une diminution des photosynthétats fournis pour les
nodules [26] et une altération de la diffusion intranodulaire de
I’oxygene par le sel [22, 56].

Certains travaux ont pu montrer que la tolérance des plantes
a la salinité peut étre améliorée par les symbiotes racinaires
[21]. Dans le cas des 1égumineuses, la double inoculation avec
les mycorhizes et le Rhizobium augmenterait leur tolérance a
la salinité [55]. L’efficience de ces symbioses reste toutefois
liée, en plus des conditions pédoclimatiques, aux especes sym-
biotiques mises en jeu. De plus, les mécanismes physiologi-
ques et les interactions entre les différents symbiotes surtout
dans le cas de 1’association tripartite mycorhizes-légumineu-
ses-Rhizobium ne sont pas encore suffisamment élucidés.

Dans le présent travail on s’est intéressé a 1’effet du stress
salin sur quelques parametres physiologiques (croissance et
taux de mycorhization) et biochimiques (teneurs en protéines,
en proline libre et en sucres solubles) chez le tréfle infecté
séparément ou simultanément par les deux symbiotes racinai-
res mycorhizes et Rhizobium.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Inoculum endomycorhizien

Le sorgho est utilis€ comme plante hdte pour la production
de I’'inoculum fongique composé de mycorhizes autochtones
(MA) isolés a partir du sol de la palmeraie «Aoufous» située
au sud du Maroc et une souche de référence Glomus mosseae
(GM) aimablement fournie par le laboratoire de Mycologie de
la Faculté de Biologie de Murcie, Espagne. Les graines de sor-
gho ont été désinfectées dans une solution d’eau oxygénée a
30 % pendant 30 minutes puis rincées plusieurs fois a ’eau
distillée stérile et mises a germer dans de la vermiculite préa-
lablement stérilisée. Apres 7 jours de germination, les jeunes
plantules sont repiquées dans des pots en plastique contenant
un mélange sable-sol Aoufous dans le cas des MA et un
mélange sable-tourbe dans le cas du GM. Chaque pot regoit
100 ml de la solution de Long Ashton [44] tous les 15 jours.
Apres 3 mois de culture, les racines sont récoltées, désinfec-
tées dans un mélange chloramine T (2 %) et streptomycine
0,2 g-L ! selonla technique de Mosse [39] puis rincées a1’eau
distillée stérile, découpées et utilisées comme inoculum pour

les jeunes plantes de tréfle. L’inoculation avec les mycorhizes
a été effectuée par des fragments de racines de sorgho endo-
mycorhizées et désinfectées a raison de 1 g d’inoculum/plante.
La colonisation endomycorhizienne de ces racines a été éva-
luée a environ 70 % selon la technique décrite par Trouvelot
et al. [66].

2.2. Inoculum rhizobien

La souche de Rhizobium utilisée (Rhizobium trifolii) a été
isolée a partir des nodosités des racines du trefle puis purifiée
et produite dans notre laboratoire. Cette souche de Rhizobium
a été sélectionnée sur milieu YEM gélosé (Yeast Extract Man-
nitol), et multipliée par la suite dans des Erlenmeyers de
250 ml sur milieu YEM liquide [61]. Les cultures sont
incubées a 28 °C pendant 5 jours sur un agitateur orbital a
200 tour-min~'. La densité des bactéries est estimée en utili-
sant en méme temps un dénombrement directe par étalement
sur des boites de Pétri contenant du milieu YEM gélosé et une
mesure de la densité optique a 620 nm. Les plantules destinées
a I'infection par le Rhizobium regoivent de 1’inoculum bacté-
rien liquide ajouté au voisinage des racines a raison de 8§ x
10*8 bactéries-ml~! par plante.

2.3. Matériel végétal et sol

Apres désinfection des graines de Trifolium alexandrinum
L. dans une solution de H,O, (30 %) pendant 30 min et rin-
cage al’eau distillée stérile, la germination a été effectuée dans
une enceinte thermostatée (25 = 1 °C) dans de la vermiculite
préalablement stérilisée (200 °C, 4 h) et constamment humidi-
fiée a I’eau distillée stérile. Le substrat utilisé pour la culture
des plantes de trefle contient du sable qui a été traité a 1’acide
chlorhydrique (1/5N) pendant 48 h dans le but d’éliminer les
microorganismes et les déchets organiques, puis lavé 4 fois a
I’eau de robinet et finalement avec de 1’eau distillée stérile. Par
la suite, le sable a été séché et mélangé avec de la tourbe dans
des proportions 2/1 (v/v), et stérilisé a 200 °C pendant une
nuit.

2.4. Dispositif expérimental

Les essais ont été conduits dans des pots en plastique
(20 cm de profondeur et une capacité de 2 kg) munis d’un dis-
positif de drainage adéquat. Tous les pots sont maintenus a une
capacité au champ de 75 % selon la méthode de Tobar et al.
[64, 65].

Les jeunes plantules de trefle agées de 7 jours (stade feuilles
cotylédonaires) sont repiquées dans des pots en plastique con-
tenant un mélange de sable-tourbe stérile 2/1 (v/v). Six traite-
ments différents ont été effectués :

- Plantes témoins (T) sans apport des mycorhizes ou du
Rhizobium.

- Plantes mycorhizées avec les mycorhizes autochtones
(MA).

- Plantes mycorhizées avec Glomus mosseae (GM).

- Plantes inoculées avec Rhizobium trifolii (RT).

- Plantes inoculées avec les mycorhizes autochtones + R. tri-
folii (MA+RT).
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- Plantes inoculées avec G. mosseae + R. trifolii (GM+RT).

L’application du sel a été effectuée 24 h apres 1’inoculation
selon la méthode decrlte par Baker et al. [7]. Chaque traite-
ment (4, 6 et8g-L” 1 regoit 100 ml quotidienne d’une solution
a2g: L~ de NaCl ]usqu’a atteindre I’ equ1valent de 200 ml de
la solution saline appropriée (4, 6 et 8 g- -L7"). Dans notre cas
la capacité au champ a été maintenue a 75 % pendant toute la
durée de I’expérience.

Les cultures ont été conduites sous serre dans des condi-
tions d’éclairement naturel et a température ambiante (29/
18 °C). Les seaux sont ramenés chaque 24 h a 75 % de la capa-
cité au champ par pesées et additions d’eau distillée. Les solu-
tions nutritives sont préparées en se référant au milieu de base
de Long-Ashton modifiée [44]. Au cours du deuxieéme mois de
la culture, chaque pot recoit 30 ml de la solution nutritive cha-
que semaine. Apres deux mois de culture, les plantules ont été
récoltées et les différentes analyses effectuées.

2.5. Estimation des parameétres de croissance
et du taux de mycorhization

Le poids sec, le nombre de nodules et le taux de mycorhiza-
tion sont déterminés pour chaque plante. Quatre répétitions
par traitement ont été effectuées. Le taux de mycorhization
a été estimé selon la méthode de Trouvelot et al. [66], apres
un traitement des racines selon la technique de Phillips et
Hayman [43].

2.6. Détermination du phosphore total

Le dosage du phosphore a été déterminé par colorimétrie
apres calcination de la partie aérienne des plantes. Le phos-
phore est déterminé par le réactif de «Barton» a base de moly-
bdate d’ammonium et de metavanadate d’ammonium. La lec-
ture de la DO est faite a 430 nm et la gamme étalon est
préparée avec KH,PO,.

2.7. Détermination des protéines solubles
dans les feuilles

Le dosage des protéines des feuilles a été effectué selon la
méthode de Bradford [14]. La densité optique est mesurée a
595 nm. La gamme étalon est établie avec 1’albumine bovine
sérique (BSA, Sigma).

2.8. Détermination de la proline libre dans les feuilles

L’extraction et la purification de la proline ont été effec-
tuées selon la méthode de Paquin et Lechasseur [42] sur des
feuilles de trefle matures et fraiches. La densité optique est
mesurée a 515 nm. La gamme étalon est établie a partir de la
proline pure.

2.9. Détermination des sucres solubles

Les glucides foliaires ont été dosés par la méthode « phé-
nol-acide sulfurique » de Kochert [34]. La DO est mesurée a
485 nm et la gamme étalon est établie par le glucose pure.
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Figure 1. Effet de la concentration en sel et des symbiotes racinaires
sur la production de la matiere seche des organes photosynthétiques
du trefle cultivé sous une capacité au champ de 75 %. T : plantes
témoins, RT : plantes inoculées par le Rhizobium trifolii, MA :
plantes inoculées par les mycorhizes autochtones, GM : plantes
inoculées par le Glomus mosseae, MA4+RT : plantes inoculées
simultanément par le Rhizobium et les mycorhizes autochtones,
GM+RT : plantes inoculées simultanément par le Rhizobium et le
Glomus mossae. Les valeurs représentent les moyennes de 4 mesures
individuelles, les intervalles de sécurité sont calculés au seuil de
95 % (test de Newman et Keuls).

3. RESULTATS

3.1. Effet de la salinité sur la croissance des plantes
infectées

La figure 1 montre les résultats de la production de bio-
masse en fonction de la concentration en sel dans le cas des
différents traitements. Chez les plantes t€émoins non infectées,
le stress salin provoque une réduction de la production de bio-
masse des parties aériennes de 12 a 30 % selon la dose de sel.
Ces réductions sont statistiquement s1gn1f1cat1ves a I’excep-
tion de celle enregistrée entre 4 et 6 g - L~! de sel. L’inoculation
avec le Rhizobium améliore la production de biomasse d’envi-
ron 145 % chez les plantes non stressées. Cette production de
biomasse chute sensiblement (42 a 58 %) dans le cas du stress
salin mais reste comparativement supérieure et les différences
statistiquement significatives, par rapport a celle enregistrée
chez les plantes témoins non infectées. L’ amélioration obte-
nue varie de 60 245 % en fonction de la dose du sel. Des résul-
tats similaires ont été obtenus aussi dans le cas des plantes
mycorhizées avec les MA, I’effet dépressif provoqué par le sel
est estimé respectivement a 17, 19 et 34 % selon la concentra-
tion de sel. Uniquement, les différences avec les plantes non
stressées ont été statistiquement significatives. Toutefois, la
production de biomasse est restée supérieure a celle obtenue
dans les cas analogues de stress chez les plantes témoins non
infectées. L’amélioration enregistrée dans ces cas a été prati-
quement identique (~ 65 %) pour toutes les concentrations en
sel. La mycorhization avec le GM aboutit a des améliorations
de production de biomasse inférieures a celles obtenues avec
les MA. Chez les plantes non stressées mycorhisées avec le
GM la production de biomasse a été€ améliorée d’environ 34 %
en comparaison avec les plantes témoins. Sous stress salin les
améliorations obtenues (13 a 2 % selon la dose du sel) restent
statistiquement non significatives.

La combinaison de la mycorhization et de I’infection avec
le Rhizobium aboutit chez les plantes non stressées a des amé-
liorations de la production de biomasse comparables pour les
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Tableau 1. Influence des différentes concentrations en NaCl sur le
nombre de nodules formées par plante dans le cas des plantes
innoculées avec le Rhizobium seul (R.T), les mycorhizes
autochtones et le Rhizobium (M.A+R.T), le Glomus mosseae et le
Rhizobium (G.M+R.T). Les valeurs représentent les moyennes de
3 mesures individuelles, les analyses statistiques sont calculées au
seuil de 95 % (test de Newman et Keuls).

Traitements NaCl (g~L’1) 0 4 6 8

R.T 99 a 61b 47 cd 46 d
M.A+R.T 83 a 53¢ 36e 29 f
GM+R.T 49 ¢ 44 d 42d 28 f

deux types de mycorhizes (~ 40 %). Dans le cas du stress salin,
les MA semblent permettre une mellleure productlon de bio-
masse surtout dans le cas de 4 g- -L™! de NaCl ot la biomasse
seche a €t€ supérieure d environ 75 % a celle obtenue en
absence de sel. A 8 g- -L7! de sel, la combinaison de la myco-
rhization avec le GM et le Rhizobium a abouti a une chute sta-
tistiquement significative de la biomasse en comparaison avec
les plantes témoins non infectées. D’une maniere générale, le
double traitement (mycorhizes + Rhizobium) des plantes n’a
pas pu améliorer davantage la production de biomasse compa-
rativement aux traitements simples (mycorhizes ou Rhizo-
bium). Ceci semble suggérer un antagonisme entre les deux
symbiotes.

3.2. Effet de la salinité sur les taux d'infections

L’action de sel sur le nombre de nodules chez les plantes
inoculées seulement avec le Rhizobium (Tab. I) se manifeste
par une diminution croissante du nombre des nodules par
plante au fur et a mesure que la salinité augmente dans le
milieu. Cette réduction est de 38% adg- L~! de NaCl et atteint
environ 52 % abet8 g- -L~! de sel. Des résultats comparables
ont été observés chez les plantes nodulées et mycorhizées par
les MA. Par contre, le nombre de nodules n’a pratiquement pas
été affecté par les doses 4 et 6 g- L~! de NaCl, dans le cas des
plantes infectées par le GM et le Rhizobium. A 8 g- L' de sel,
le nombre de nodules a chuté de 43 % par rapport au témoin.

En absence de sel et sous une capacité au champ de 75 %,
la colonisation mycorhizienne du trefle exprimée par I’inten-
sité de mycorhization et la teneur en arbuscules racinaires
(Figs. 2, 3) montre des intensités de mycorhization et des
teneurs en arbuscules respectivement de 86 % et 63 % pour le
GM et 71 % et 57 % dans le cas des MA. Le stress salin a pro-
voqué une diminution de I’intensité de la mycorhlzatlon par le
GM qu1 a été redulte de 57 % en passantde 0 a4 g- L 'et de
82%a8g- -L~! de NaCl. Cette d1m1nut10n est restée pratique-
ment comparablea4eta6g- -L~! de sel. Les teneurs en arbus-
cules montrent une évolution pratiquement similaire. L’inten-
sité de mycorhization et la teneur en arbuscules radiculaires
obtenues avec les MA sont restées élevés et n’ont pas été
affectées par les doses appliquées de NaCl et semblent méme
augmenter légerement.

L’association avec le Rhizobium provoque une diminution
du taux de mycorhization et de la teneur en arbuscules pour les
deux champignons symbiotiques. Chez les plantes témoins

8 21
78 m GM+RT]
14
. 28
L; =31 g3 = MA+RT]
8] 24
g 4 441 u GM
37
62
)| oMA
0 —43
— 86
71

Intensité de la mycorhization
(M%)

Figure 2. Effet de la contrainte saline sur [intensité de
mycorhization (M %) des racines du trefle cultivé sous une capacité
au champ de 75 % en présence des symbiotes racinaires (Iégende voir
Fig. 1). Les valeurs représentent les moyennes de 3 mesures
individuelles, les intervalles de sécurité sont calculés au seuil de
95 % (test de Newman et Keuls).

\ OMA uGM 5 MA+RT m GM+RT

80 +

Teneurs en arbuscules
du systéme radiculaire
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0 4 6 8
NaCl (g L")

Figure 3. Effet de la contrainte saline sur la teneur en arbuscules des
racines du trefle cultivé sous une capacité au champ de 75 % en
présence des symbiotes racinaires. Les valeurs représentent les
moyennes de 3 mesures individuelles, les intervalles de sécurité sont
calculés au seuil de 95 % (test de Newman et Keuls).

non stressées, 1’intensité de mycorhization a été pratiquement
identique pour les deux types de champignons et n’a pas
dépassé les 43 %. Contrairement aux cas de I'infection avec
les champignons mycorhiziens seuls, la salinité a provoqué la
chute du taux de I’intensité de mycorhization aussi bien avec
le GM que les MA lors de I’association avec le Rhizobium.

3.3. Effet des symbiotes racinaires sur la nutrition
phosphatée

L’analyse des résultats des teneurs en phosphate dans les
parties aériennes du trefle (Tab. II) révele que les endomyco-
rhizes améliorent la nutrition phosphatée du trefle cultivé sous
une capacité au champ de 75 % en présence de NaCl. Chez les
plantes témoins, les teneurs en phosphore dans les feuilles de
trefle diminuent su1te a I’augmentation de la dose de sel dans
le sol. A 8 g- -L7! cette chute a atteint 50 % par rapport aux
plantes non stressées. La mycorhization avec les MA permet
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Tableau II. Influence des différents traitements sur les teneurs en
phosphore (mg-g MS™!) dans les feuilles du tréfle cultivé sous une
capacité au champ de 75 % en présence de différentes concentrations
en sel. Les valeurs représentent les moyennes de 3 mesures
individuelles, les analyses statistiques sont calculées au seuil de 95
% (test de Newman et Keuls).

Traitements NaCl (g-L_l) 0 4 6 8

T 25e 2,1 ef 1,8f 12¢g
R.T 2,6e 1,9f 1,7f 1,5 fg
M.A 53b 6,4a 51b 4,6c¢c
GM 3,5d 2,8 ed 23e 2,1ef
M.A +R.T 29ed 2,7 ed l4g 0,8h
G.M +R.T 2,3e 2,5e 1,8 f 12¢g

6g L’

m 4gL’ B 8gL’

Teneurs en protéines solubles
des feuilles ( (mg gMF™')

MA+RT GM+RT |

T RT MA GM

Figure 4. Effet de la contrainte saline et des symbiotes racinaires sur
la teneur en protéines solubles des feuilles du trefle cultivé sous une
capacité au champ de 75 % (légende voir Fig. 1). Les valeurs
représentent les moyennes de 4 mesures individuelles, les intervalles
de sécurité sont calculés au seuil de 95 % (test de Newman et Keuls).

une meilleure absorption et accumulation du phosphore que la
souche monospécifique de GM méme sous stress salin.
L’infection avec le Rhizobium n’a eu aucun effet sur 1’ absorp-
tion et I’accumulation du phosphore et les plantes nodulées ont
été pratiquement aussi sensibles au stress salin que les plantes
témoins non infectées. La coexistence du Rhizobium et des
champignons mycorhiziens n’a pas favorisé 1’absorption du
phosphore et a abouti a des teneurs méme plus faibles dans le
casdesMAab6et8g- L~! de sel comparativement aux plantes
témoins non infectées.

3.4. Influence du stress salin et des différents
traitements sur la composition chimique
des feuilles du trefle

Teneurs en protéines (Fig. 4) : En absence de stress salin la
teneur en protéines dans les feuilles de trefle non infecté a été
estiméea~ 15mg-g MF . Cette teneur augmente respective-
ment de 53 %, 56 % et 44 % chez les plantes infectées avec le
Rhizobium, le GM et les MA. La combinaison de la myco-
rhization et de I’inoculation avec le Rhizobium n’a pu amélio-
rer la teneur en protéines que dans le cas des MA. Ces augmen-
tations sont statistiquement significatives.

|E og L’ m 4L T @ eglL’ ® 8gL!
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Figure 5. Effet de la contrainte saline et des symbiotes racinaires sur
la teneur en proline libre des feuilles du trefle cultivé sous une
capacité au champ de 75 % (légende voir Fig. 1). Les valeurs
représentent les moyennes de 3 mesures individuelles, les intervalles
de sécurité sont calculés au seuil de 95 % (test de Newman et Keuls).

A TI’exception du cas des plantes infectées simultanément
avec les MA et le Rhizobium, le stress salin provoque une
chute des teneurs moyennes en protéines. Chez les plantes
témoins non infectées cette chute a atteint 36 % a 8 g- L' de
NaCl. Les variations des teneurs en protéines enregistrées dans
le cas des différentes doses de sel et des différents symblotes ne
sont pas toujours significatives sauf entre O et 8 g- L~! de NaCl.

De la méme facon que pour le Rhizobium, les champignons
mycorhiziens MA et GM semblent améliorer la résistance au
stress salin et la teneur en protéines des feuilles du trefle. Tou-
tefois, le comportement de ces deux champignons devient tres
contrasté quand ils sont associés au Rhizobium. La combinai-
son MA + Rhizobium n’est pas affectée par le stress salin et
aboutit méme a des teneurs en protéines relativement plus éle-
vées alors qu’elles ont été les plus basses dans le cas de 1’asso-
ciation GM + Rhizobium.

Proline libre (Fig. 5) : chez les plantes témoins non infec-
tées, le stress salin a provoqué une accumulation de la proline
dans les feuilles du trefle. Les taux d’augmentation des teneurs
en proline ont atteint 42 % et 81 % par rapport aux plantes non
stressées respectivement a 4 et 8 g'L’1 de NaCl. Lors de
I’infection avec les symbiotes racinaires et a 1’exception des
traitements avec les MA et le GM, le stress salin a provoqué
une accumulation de la proline en fonction de la dose de sel
appliquée. Cependant, ces augmentations des teneurs en pro-
line libre restent statistiquement non significatives entre 0 et
6 g~L_1 de NaCl dans la majorité des cas. Les plus fortes accu-
mulations ont été observées a 8 g'L_1 de NaCl dans le cas des
plantes infectées avec le Rhizobium séparément (+ 500 %) ou
en association avec les MA et le GM (respectivement 103 et
138 %).

Sucres solubles (Fig. 6) : chez les plantes témoins non
infectées, les teneurs en sucres solubles chutent 1égerement
suite au stress salin entre 0 et6 g- -L™! de NaCl et augmentent
d’environ 11 % a 8 g- L~ de NaCl. Toutes ces variations ont
été jugées significatives apres analyse de la variance. Apres
inoculation avec le Rhizobium, ces teneurs augmentent sen-
siblement (60 & 200 %) en comparaison avec les plantes
témoins et semblent dépendre faiblement des concentrations
en sel. Hormis le cas des plantes mycorhizées par les MA et
cultivées a 8 g- L™ de NaCl, les endomycorhizes provoquent
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Figure 6. Effet de la contrainte saline et des symbiotes racinaires sur
la teneur en sucres solubles des feuilles du trefle cultivé sous une
capacité au champ de 75 % (légende voir Fig. 1). Les valeurs
représentent les moyennes de 3 mesures individuelles, les intervalles
de sécurité sont calculés au seuil de 95 % (test de Newman et Keuls).

une augmentation significative des teneurs en sucres solubles
et une sensibilité au stress salin pratiquement équivalente quel
que soit la dose de sel. Les augmentations observées dans le
cas des plantes mycorhizées par le GM (~ 90 a 240 %) sont
plus importantes que dans le cas des MA (~ 50 a 100 %). Dans
la quasi majorité des cas, la combinaison de la mycorhization
et de I’inoculation avec le Rhizobium a induit une diminution
des teneurs en sucres aussi bien en comparaison avec les plan-
tes témoins qu’avec les plantes mycorhisées ou nodulées. Les
teneurs en sucres solubles semblent n’étre influencées que
legerement par le stress salin surtout dans le cas du MA + RT.

4. DISCUSSION

L’apport des symbiotes racinaires, mycorhizes ou/et Rhizo-
bium pour la croissance et le développement du tréfle cultivé
sous un stress salin dépend de I’inoculum endomycorhizien
(souche monospécifique (GM) ou ensemble hétérogene de
souches fongiques (MA)), de 1’association avec le Rhizobium
et du niveau de la salinité. En absence de NaCl ou en présence
de concentrations modérées, la mycorhization avec le GM et
les MA seuls ou associés au Rhizobium a favorisé la production
de la matiere seche. Des résultats similaires ont été rapportés
dans plusieurs travaux [2, 3, 49, 53]. Selon Ruiz-Lozano et al.
[54], I’amélioration de la tolérance des plantes a la salinité par

Figure 7. Racine de Trifolium alexandrinum L. infecté par les
mycorhizes autochtones (MA) montrant un taux de mycorhization et
une teneur en arbuscules élevés. Les plantes sont cultivées en
condition de serre en présence comme en absence de NaCl. Les
racines des plantes agées de 9 semaines sont traitées par du KOH et
colorées au bleu de Trypan (G x 100).

I’apport des endomycorhizes est conditionnée par un perfec-
tionnement de D’activité photosynthétique et une meilleure
efficacité d’absorption hydrique. Les taux de mycorhization
des racines des plantes infectées par les MA révelent I’absence
d’effet dépressif du NaCl sur la colonisation symbiotique avec
méme une légeére augmentation des taux d’infections aux fortes
doses de NaCl (Fig. 7), ce qui expliquerait le maintien de la
croissance du trefle inoculé par les MA méme a des doses éle-
vées en sel, un effet comparable a été observé chez Leucaena
inoculée par Glomus sp. [21]. Chez le tréfle infecté par le GM
seul, les réductions du taux d’infection endomycorhizienne, de
la teneur en arbuscules (Fig. 8) et de la croissance sont d’autant
plus importants que le niveau de NaCl dans le milieu est élevé.
Des résultats comparables ont été rapportés par Ojala et al. [41]
pour des plantes d’oignon mycorhizées. Cette réduction de
I’intensité de mycorhization du GM en présence de NaCl dans
le milieu serait liée a des changements physiologiques de la
plante hote [33] et au degré de sensibilité de la souche au sel.
A forte concentration en sel (8 g-L’l), la chute de I’intensité
de mycorhization a probablement été accompagnée d’une
réduction de la propagation du champignon. En effet, la sensi-
bilité de la croissance des hyphes fongiques au sel entraine une

Figure 8. Racine de Trifolium alexandrinum L.
infecté par Glomus mosseae montrant un taux de
mycorhization tres faible et les arbuscules sont
pratiquement absents. Les plantes sont cultivées en
condition de serre en présence de NaCl (8 g-L7). Les
racines des plantes agées de 9 semaines sont traitées
par du KOH et colorées au bleu de Trypan (G x 100).
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diminution de leur propagation, de la colonisation myco-
rhizienne [38, 54] et une perte de la viabilité des hyphes qui
peut s’ avérer critique pour la survie et la réussite de 1’installa-
tion de la mycorhization [21]. Certains travaux rapportent que
la salinité peut agir sur les premiers stades de I’infection myco-
rhizienne en retardant le processus d’apparition du tube germi-
natif [33] et méme parfois en inhibant complétement la germi-
nation des spores [23, 31].

Comparativement a 1’autre symbiote endomycorhizien, les
mycorhizes indigenes d’ Aoufous (MA) ont montré une nette
efficacité a améliorer la croissance du trefle en absence
comme en présence du sel. La biodiversité et I’adaptation a la
salinité de I’inoculum mycorhizogene du sol Aoufous ont cer-
tainement contribué a cette performance. Les analyses quanti-
tatives et qualitatives des spores du sol d’ Aoufous ont montré
la présence de quatre genres différents de spores mycorhizo-
genes : Glomus, Sclerocystis, Scutellospora et Acaulospora
avec des pourcentages d’abondance variables [1, 40]. En plus,
la détermination des parametres physico-chimiques du sol de
la palmeraie Aoufous a révélé un pH légerement alcalin de 8,2
et une salinité relativement élevée avec une conductivité élec-
trique de 5,65 ds-m™! soit I’équivalent d’une concentration de
34 g-L_1 de NaCl. D’apres Coperman et al. [15] le comporte-
ment des champignons mycorhiziens et leur efficacités
seraient liés a leur milieu d’origine et précisément aux facteurs
environnementaux de leurs habitats.

Suite au stress salin la diminution des produits de la photo-
synthese vers les racines pourrait aussi affecter le taux de la
colonisation des mycorhizes [33]. En conséquence, I’effi-
cience de la symbiose sera réduite. De méme comme il a été
souvent rapporté, I’effet négatif de la salinité sur la fixation
biologique d’azote s’accompagne de changements physiologi-
ques et métaboliques. La salinité provoque une diminution des
photosynthétats fournis pour les bactéroides [17, 18, 26] et une
altération de la diffusion intra-nodulaire de I’oxygene [56].

L’association mycorhizes-Rhizobium a abouti a une amé-
lioration de la biomasse seche du treéfle en comparaison aux
plantes témoins non infectées. Ce résultat concorde parfaite-
ment avec les travaux de Barea et al. [11]. Toutefois, La com-
binaison de la mycorhization avec I’infection par le Rhizobium
a conduit dans la majorité des cas a un antagonisme et a une
chute de la croissance comparativement aux cas ou ils sont
appliqués séparément. Barea et al. [11] ont montré qu’il y a
une synergie et non un antagonisme entre les différents parte-
naires de I’association tripartite (mycorhizes-légumineuse-
Rhizobium), particulierement dans les écosystemes déserti-
ques ou le phosphore est peu disponible et constitue un facteur
limitant pour la fixation symbiotique de 1’azote. Requena et al.
[47] rapportent également que 1’inoculation de Anthyllis cyti-
soides par Glomus intraradices devient plus efficace lorsqu’il
est associé avec le Rhizobium sp. NR,4. La réduction de la
croissance dans le cas de la combinaison de la mycorhization
et de la nodulation a été accompagnée dans la plupart des cas
d’une chute plus importante du taux de mycorhization,
du nombre des nodules et de la teneur foliaire en sucres solu-
bles comparativement aux cas ou les symbiotes ont été appli-
qués séparément. L’antagonisme supposé entre les deux
micro-symbiotes ainsi que 1’inhibition inter-endophytes
seraient le résultat d’éventuelles compétitions entre les cham-
pignons mycorhiziens et la bactérie fixatrice d’azote notam-

ment vis-a-vis des hydrates de carbone solubles dans les raci-
nes de la plante hote [13, 67] et non pas a une compétition pour
les sites d’infection [58]. La présence des deux symbiotes
influence également les niveaux hormonaux [9] et affecte
I’ensemble de la productivité de la plante [13] et par consé-
quent une variabilité de sa réponse. D aprés Azcon et al. [5],
I’intensité des effets de I’interaction entre les microsymbiotes
dépend largement de la combinaison champignon-bactérie.

Le statut nutritionnel en phosphore des feuilles du trefle a
été significativement amélioré chez les plantes mycorhizées
par les MA méme en présence de sel. Des effets similaires ont
été observées chez des plantes de luzerne mycorhizées et sou-
mises aux conditions de stress salin [2]. Contrairement aux
champignons MA, le GM n’a pas permis une amélioration de
I’absorption du phosphore en présence de NaCl. Selon Reddell
et al. [45], Defficience de 1’association symbiotique pour
I’amélioration de la nutrition minérale des plantes hotes
dépend entre autres du degré de tolérance de la plante et des
symbiotes au sel. Chez les plantes simultanément mycorhizées
et inoculées par le Rhizobium, la teneur des tissus foliaires en
phosphore a été tres faiblement améliorée et reste comparable
a celles des témoins alors que la production de la matiere seche
a été améliorée. Des résultats comparables ont été rapportés
par Gavito et al. [25] chez le petit pois doublement infecté par
le Rhizobium et G. caledonium apres 9 semaines de culture,
ces auteurs ont supposé que 1’amélioration de la teneur en
phosphore se serait produite tres tot et pour une courte durée.

Il est bien établi que les champignons mycorhiziens a
arbuscules affectent la physiologie et la biochimie de la plante
hoéte [35, 51]. L’ inoculation du trefle par les mycorhizes a aug-
menté la teneur foliaire en protéines et en sucres solubles. En
effet, les plantes répondent a la mycorhization par la synthese
des sucres réducteurs [62]. Cette augmentation de la teneur en
sucres serait liée a une amélioration du taux de la photosyn-
these induite par la mycorhization [4, 52]. Les endomyco-
rhizes améliorent également 1’assimilation de 1’ammonium
considéré comme peu mobile dans le sol [10, 24], en stimulant
Iactivité de la glutamate synthétase [59]. La propriété des
mycorhizes a prélever différents types d’éléments nutritifs
notamment azotés [64] suite a leur grande capacité d’absorp-
tion d’eau [36] leur permet d’apporter un avantage décisif
dans la compétition pour 1’azote et d’accéder a des sources
d’azote peu accessibles aux racines des plantes non myco-
rhizées. De méme, I’inoculation du tréfle par le Rhizobium a
montré des teneurs élevées en sucres en comparaison avec les
témoins non nodulés.

La faiblesse des teneurs en protéines solubles dans les
feuilles du tréfle inoculé simultanément par le GM et le Rhizo-
bium résulterait de I’interaction entre les deux symbiotes raci-
naires [20]. Toutefois, les plantes inoculées simultanément
avec les MA et le Rhizobium augmentent leurs teneurs en pro-
téines méme en présence du NaCl, ce qui suggere que ces
champignons mycorhiziens tolerent les conditions de la sali-
nité du sol. Par ailleurs, il faut signaler le rdle indirect des
endomycorhizes dans la nutrition azotée chez les 1égumineu-
ses en condition de stress, cette derniere devient plus efficace
quand la nutrition phosphatée de la plante est satisfaisante [64,
65]. Selon Azcon et El-Atrash [2], les plantes mycorhizées et
inoculées par le Rhizobium meliloti présentent une grande
amélioration de la fixation de N, sous des doses élevées en sel.
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La diminution observée de la teneur foliaire en protéines du
trefle inoculé par le Rhizobium et cultivé sous stress salin, peut
étre associée a plusieurs facteurs : 1’effet inhibiteur de NaCl
sur la nodulation et sur la fixation d’azote [12], I’inhibition de
I’activité enzymatique de la glutamine synthétase (GS) et de la
glutamate synthase dépendante de NADH (NADH-GOGAT)
au sein des nodules par les fortes concentrations de NaCl [16].

L’adaptation des plantes aux stress abiotiques a souvent été
associée a des changements biochimiques au niveau de la
plante : accumulation des sucres et de la proline, changement
de la composition lipidique des membranes, altération de
I’expression des certains génes [63]. D’apres nos résultats, le
stress salin n’a pas induit d’accumulation de proline dans les
tissus foliaires du trefle infecté seulement par les mycorhizes.
Des réponses analogues ont été notées chez la luzerne sous un
stress hydrique [29]. Chez la laitue cultivée en présence de sel,
des faibles teneurs en proline ont été observées dans les
feuilles des plantes inoculées par G. fasciculatum et celles par
G. deserticola comparativement aux plantes témoins et celles
infectées par G. mosseae [53]. Dans notre cas, les plantes dou-
blement infectées par le Rhizobium et les mycorhizes ont mon-
tré une forte accumulation en proline. Cette accumulation peut
résulter soit d’une hydrolyse de protéines et/ou une synthese
de nouveau cet acide aminé [37]. L’accumulation de la proline
serait impliquée dans des mécanismes d’ajustement osmoti-
que et servirait aussi comme osmoprotecteur.

5. CONCLUSION

Les mycorhizes autochtones (MA) se sont montrés les plus
efficaces pour améliorer la productivité du trefle cultivé sous
stress salin. Ils se sont montrés particulierement tolérants au
sel, colonisateurs et ont pu stimuler d’une maniere significa-
tive la croissance et la nutrition phosphaté et augmenter la
teneur foliaire en protéines solubles méme en conditions de
stress salin. Par contre, la souche monospécifique de Glomus
mosseae semble €tre moins efficiente et plus affectée par le
sel. La salinité a diminué le nombre de nodules chez les plan-
tes infectées par le Rhizobium. Dans la double symbiose ce
dernier a provoqué une réduction du taux de mycorhization et
de la teneur en arbuscules pour les deux types de mycorhizes
(GM et MA). La combinaison mycorhizes-Rhizobium, quoi-
que elle a abouti a des améliorations relative de la production
de biomasse, a révélée un certain antagonisme peu fréquent
entre les deux symbioses. La double symbiose s’est montrée
moins efficace pour ’amélioration des teneurs foliaires en
protéines et en sucres solubles comparativement aux traite-
ments simples. Le stress salin s’est aussi traduit au niveau des
feuilles par une accumulation de la proline surtout chez les
plantes doublement inoculées et une accumulation des sucres
solubles en cas du traitement avec le Rhizobium.

Pour une meilleure compatibilité symbiotique et une tolé-
rance optimale aux conditions de la salinité, la sélection des
trois partenaires de 1’association est primordiale. Le succes
d’une association symbiotique nécessite un degré élevé de
coordination intercellulaire et de corégulation métabolique.
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