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CARACTERISTIQUES DE LA NODULATION ET FIXATION SYMBIOTIQUE DE
L’AZOTE CHEZ LE SOJA (Glycine max. L. Merrill) @
EFFET DU DEFICIT HYDRIQUE.

A. DJEKOUN! et C. PLANCHON?
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Résumé : .

Chez le Soja (Glycine max.L.Merrill) inoculé avec une souche de Bradyrhizobium japonicum, la mesure de la fixation de
Pazote, sur nodules détachés, maintenus en conditions hydriques favorables et classés en fonction de leur diamétre, montre que
celle-ci est trés élevée chez les gros nodules (3,5 a 5,0 mm), comparativement aix petits nodules (1,0 a 2,0 mm). Les pertes en
eau des gros nodules sont trés faibles lorsqu’ils sont soumis & une contrainte hydrique (exposés a Uair libre ). L'analyse des
caractéristiques de la nodulation (nombre; poids sec et volume nodulaire) chez quatre génotypes de soja : Kai-Yu3; Kingsoy;
Hodgson et Jiling 14, indique une forte activité nitrogénasique chez les variétés présentant une nodulation formée en majorité de
gros nodules (Kai-Yu3 et Kingsoy). Cette activité est fortement corrélé avec le volume nodulaire qu’avec le nombre ou la masse
nodulaire. Ainsi le critére de la taille des nodules pourrait étre utilisé comme paramétre de séléction du soja pour une meilleure
efficience de l'activité de fixation de I'azote.

Mots Clefs : Soja, nodulation, fixation de Pazote., déficit hydrique.

INTRODUCTION travaux mettent souvent 'accent sur I’étroite relation

hez 1 " e - qui existe entre la fixation de lazote, le poids frais, le
v Ctez © fso;at,' & g?pamtc dehs ggnol;yp;s! 4 If)l.xer poids sec nodulaire ou nombre d nodules. Ce type de
nagess B S e une. solelic Ce i L relation reste cependant trés de pendant de I'dge de la
japonicum a €16 mise € évidence (5 ), (6), (16) plante. Par contre trés peu de travaux ont été consacrés

De plus Paptitude des génotypes 2 fixer azote a été A Pétude des relations entre la taille des nodules et la
étudiée a lintérieur d’un méme groupe de maturité ou capacité de la fixation symbiotique de I'azote chez les

entre groupe de maturité différente (11), (3), (14). Ces différentes especes de légumineuses ou génotypes de
soja. De méme effet de la sécheresse sur Pactivité de

la fixation de lazote a €té analysé par APERICO-
TEPO et al (1980) ; ABDELGHAFFAR et al (1981) ;

1 La_boratoire d’Beophysiologie végétale, I.S.N. Université de SHUMSUN-NOOR et al (1989) au niveau inter et
Constantine intra spécifiques pour différentes légumineuses, sans
2 Laboratoire d’amélioration des plantes, Ecole Nationale &tre relié aux caractéristiques de la nodulation. Dans le
Supérieure Agronomique, Toulouse. méme sens, nous avons essayé :
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1) de déterminer en fonction de la taille des nodules
détachés du systeme racinaire, leur capacité a fixer
azote de I'air en conditions hydriques limitantes ou
non et leur vitesse de desséchement lorsqu’ils sont
exposés a lair libre ;

ii) d’analyser, sur quatre génotypes de soja, les
caractéristiques de leur nodulation (nombre, diamétre,
volume et masse nodulaire) et les relations entre ces
paramétres et I'aptitude a fixer P'azote en conditions
hydriques favorables ou non. Les liens avec la
photosynthése nette de la plante entiére sont
parallélement étudiés.

MATERIEL ET METHODES
Conditions de culture

Les graines de soja sont inoculées avec une
préparation commerciale de Bradyrhizobium Jjaponicum
(souche G 49). Aprés germination sur vermiculite, les
plantules sont repiquées dans des pots en plastique (14
cm de diamétre et 18 cm de profondeur) contenant un
mélange de sable-terre-tereau dans les proportions : 1-
1-1. La culture est conduite sous serre en conditions
controlées : Température de Pair 20 a 25 °C le jour et
15 a 18 °C la nuit ; humidité de lair de Iair de 60 % ;
éclairement de 700 4 mol.m2§" (PAR) avec une
photopériode de 14 heures. Lirrigation des plantes est
effectuée régulierement a la capacit€ au champ.

Matériel végétal

Deux séries de plantes ont été réalisées. La
premiére séric concerne la variété Hodgson, soit 50
pots : apres 40 jours (stade floraison : R» selon
Péchelle de FEHK ct CAVINESS. , 1977), les plantes
sont dépotées de fagon i ne pas perdre les nodules.
Ceux-la sont détachés du systéme racinaire et aussitot
sont placés dans une boite de Petri, le fond recouvert
de papier Watmann imbibé d’eau. Le dépotage des
plantes est réalisé aprés six heures d’éclairement, as-
surant aux nodules une meilleure disponibilité en
photosynthétats. Trois catégories de nodules sont
définies en fonction du diamétre -

o leére catégorie : petits nodules (1,0 < # < 2,0 mm)

2 2¢me catégorie : nodules moyens (2,5=¢ <3,0 mm)
B 3eme catégorie : gros nodules (3,5 = ¢ < 50 mm).

Sur trois répétitions de 0,30 g de poids frais
nodulaire par catégorie définie, les mesures de la fixa-
tion de I’azote, la teneur en eau et le poids sec
nodulaire ont été efféctuées. En outre sur chacune de
ces trois catégories nodulaires, la vitesse de
desséchement des nodules en fonction du temps
d’exposition a lair libre apreés 1; 2; 3 et 4 heures
d’exposition a été déterminée sur trois répétitions de 20
nodules, sous conditions de température égale a 20 °C
et d’humidité relative de 'air de 40 a 50 %. Les
nodules sont placés dans des boites de Pétri, le fond
recouvert de papier Watmann. La perte d’eau est
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appréciée par simple pesée (Balance Sartorius 1/10 000
g). Leau perdue par nodule est rapportée au poids sec
nodulaire aprés leur passage a I'étuve a 70 °C pendant
48 heures, en fin d’expérience. Les témoins (trois
répétitions/catégorie) sont placés sur papier Watmann
imbibé d’eau.

La deuxieéme série de plantes, concerne quatre

»variétés de soja, d’origine et de groupe de maturité

différentes (Kai-Yu 3 ; Kingsoy ; Hodgson et Jiling 14).
Au stade floraison, les plantes sont soumises & un
déficit hydrique d= sept jours a I’exception des témoins
(14 plantes par variété soit 7 plantes stressées et 7
témoins). La photosynthése nette de la plante entiere
et la fixation de P'azote sont mesurées. Aprés ces deux
opérations, les plantes sont dépotées et le nombre, le
volume total (mm3), la teneur en eau (exprimée en %
du poids sec) et le pois sec nodulaire sont déterminés,
Le volume des nodules par plante est calculé en multi-
pliant le nombre de nodules appartenant 2 chacune des
trois catégories par le volume d’un nodule dont le
diamétre par classe de nodules est estimé A 1,5 ;3,0 et
4,0 mm

La photosynthése de la plante entiére est mesurée
en circuit fermé dans une enceinte transparente (al-
tuglass). La diminution du taux de CO2 dans la
chambre est déterminée par un analyseur de COz a
rayon infra-rouge (DEFOR-MAIHAK) sous
température de 25°C et un éclairement de 600
p.molm™. s assuré par trois lampes HPLR de 400 W
Philips. La fixation symbiotique de Iazote est mesurée
in-situ par la méthode de réduction de Pacétyléne
(ARA). Lacétyléne est injecté au niveau du systéme
racinaire par une seringue hypodermique de 50 ml,
aprés que le pot soit hermétiquement fermé (le volume
injecté d’acétylene correspoad a 10 % de la porosité
du mélange de substrat utilis¢). Léthyléne produit est
analysé aprés une heure d’incubation (17). La mesure
de la fixation de I'azote (ARA) sur nodules détachés
est réalisée dans des pilluliers de 100 ml. Le fond
recouvert de papier Watmann (imbibé d’eau pour les
témoins). Le temps d’incubation dans une atmospheére
contenant 10 % d’acétylene est de 30 minutes.

o e

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Capacité de fixation de I'azote des nodules excisés en
fonction de la taille des nodules (diameétre nodulaire)

En conditions hydriques non limitantes, pour un
méme poids frais nodulaire égal a 0.30 g (Tableau 1), le
nombre de nodules par catégorie varie selon un rap-
port de 1 a 4, le poids sec nodulaire reste identique
pour un méme poids frais. Ainsi la teneur en eau
(% du poids sec) est la méme quelle que soit la taille
des nodules, alors que le contenu en eau exprimé en
g/nodule est trés important chez les nodules de la
troisitme catégorie. La teneur en eau du nodule
exprimée en % du poids sec apparait indépendante de
la grosseur du nodule. Chez les gros nodules, Iactivité
de la nitrogénase par nodule est 5 et 10 fois supérieure
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Tableau n°1 : Capacité de la fixation de 'azote (ARA) pour un méme poids frais nodulaire en fonction de la taille
i des nodules (diamétre des nodules en mm)

Diamétre Nombre de  Poids sec (g)  Poids en eau  ARA (u.mol ARA et ShtAs (ol
nodulaire (mm) T @ ogue ) @) nodule (g) (2) - CzHe b)) () CiHyl.nod™  C:Huhg ' de
(2) nod. sec (2)
1.0 - 2.0 030 40 - 45 0.0536 0.006 0.171 0.0038 276
25-35 7 0.30 20 - 22 00533 0.010 0.352 0.0168 6.23
35 -50 0.30 10- 12 0.049 0.026 0.520 0.0520 8.92

(1) pour un méme poids frais de nodule (0,30g)
(2) Moyenne de 3 répétitions

3 celle des nodules des deux autres catégories (Tableau
1). Ces résultats mettent en évidence l’existence de
relation entre PARA et la taille du nodule qui dépasse
la simple relation masse-activité. En effet, lactivité
spécifique de la nitrogénase (ARA par unité de masse
nodulaire) est fortement corrélée avec la taille des
nodules (r = 0.92**). Dans notre cas, le poids en eau
par nodule traduit non ssulement la taille du nodule,
mais également Pefficacité de lactivité de lazote.

En conditions hydrigues limitantes, les nodules
détachés et exposés a lair libre (Fig. 1) perdent leur
eau de fagon linéaire, la réduction de leur teneur en
eau (exprimée en % du témoin) est trés rapide chez les
nodules de la premiére catégorie (1,0 < ¢ < 2 mm).
Apres quatre heures d’exposition a Pair libre, le taux
de réduction est de 85, 60 et 50 % respectivement pour
ces trois types de nodules. Pour une exposition, de
deux heures (Fig. 2), I'inhibition de I'ARA et la
diminution de la teneur en eau des nodules sont
considérables pour les petits nodules. Linhibition de
PARA est de 70 % pour ce dernier type de nodules
contre 30 % seulement pour les gros nodules. Ces
résultats sont probablement liés a I'étroite relation exis-
tant entre la fixation symbiotique et la teneur en eau

@ nodulaire mm

e 1-2

A 25-35

o 35-50
1

TEN en %

1 1 1 1

0 Sl 2 3 4
TEMPS D EXPOSITION en heures

Fig.1 Vitesse de desséchement des nodules (exprimée
par la teneur en eau des nodules TEN) en fonction du
temps d’exposition a l'air libre.

(valeurs exprimées en % du témoin + écart type)
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des nodules (9), (20). Les travaux de SPRENT (1976)
et DURAND at al (1987), sur la cinétique de la perte
d’eau des nodules détachés a lair libre, montrent que
ceux-ci présentent une diminution de leur diametre, de
leur potentiel hydrique, lié¢ a la perte d’eau et
Paugmentation de la résistance a la diffusion des gaz
par diminution de la porosité.

Sur la base de ces données, les gros nodules con-
stituent une véritable réserve d’eau et seraient moins
affectés par le manque d’eau, leur parenchyme cortical
étant de plus épais et rigide empéche la perte de leur
contenu en eau lorsque le sol se desseche. En outre, la
taille des cellules de ce parenchyme est trés importante
par rapport a celles des nodules de faible taille (19).
Toutefois, chez ce type de nodules, I'eau semble treés
retenue par les grosses molécules (sucres solubles et
ureides).

0 ] TEN
Bl ARA
s @ nodulaive
t-2mm =1

25-35mms2
35-50mm=3

TEN et ARA en %
¥ 4

R 1
TAILLE des NODULES
Fig.2. Valeurs de PARA et de la teneur en eau des
nodules (TEN) selon leur taille apres deux heures
d’exposition a Dair libre.
(valeur exprimée en % du témoin * écart type))

Caractéristiques de la nodulation et fixation de 'azote
atmosphérique chez différents génotypes

Lanalyse, des caractéres de la nodulation (Tableau.
2) pour quatre génotypes de soja, indique I'évidence de
différences significatives concernant le nombre de
nodules par génotype ¢tudié. Le nombre moyen de
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nodules est de 39 pour la variété Jiling 14 et 24
nodules pour Hodgson. Kingsoy et Kai-Yu 3 sont en
position intermédiaire avec 28 et 32 nodules par plante.
Le poids sec nodulaire est identique pour ces cultivars
a Iexception de Kai-Yu 3 dont le poids sec des nodules
est plus €levé. Parmi ces caractéres de la nodulation, le
volume total des nodules est aussi plus important chez
Kai-Yu 3. Comparativement a Jiling 14, Kingsoy et Kai-
Yu 3 seraient des génotypes qui nodulent moins et
présentent de gros nodules. Une faible nodulation peut
étre compensée par une taille nodulaire importante
(valeur du volume moyen nodulaire trés élevée).
Toutefois, la meilleure capacité de fixation de I'azote
est en faveur des cultivars qui présentent de gros
nodules (Kai-Yu 3 et Kingsoy).

Il existe aussi une étroite corrélation entre Pactivité
de la réduction de I'acétylene (ARA), I’activité
spécifique (ARA par unité de poids sec nodulaire) et
la taille des nodules (volume moyen nodulaire) : r =
0,85 et 0,73 pour p < 0,01 (Tableau.3) respective-
ment pour PARA et PARAs. Ces deux paramétres
caractérisant la fixation de I’azote, sont faiblement
corrélés avec le poids sec moyen par nodule (r = 0,34
et 0,36 pour p < 0,05), confirmant les résultats
précédents et montrant une meilleure efficacité de la
fixation de I’azote chez les gros nodules
indépendemment de leur masse. Ce fait est justifié par
la forte corrélation négative (r = -0.75 ) entre FARAS
et la densité nodulaire (rapport poids sec sur le volume
podulaire g/mm’) (Fig. 3). Cette situation suggere
qu'au niveau des variétés a gros nodules la proportion
de la matiére seche reste trés faible par rapport a celle
de l’eau. Ce dernier rapport qui semble trés
déterminant dans 'expression de PARAS explique bien

-par contre d’autres produisent peu de nodules’mais a

le fait que souvent P’activité de I'ARA par plante est
faible lorsqu’elle est rapportée au poids sec nodulaire,
pour les petits nodules. Les travaux de NEVES et al
(1985) et THU et al (1986) sur le soja, montrent que la
masse ou la taille des nodules est déterminée par la
souche de Bradyrhizobium japonicum utilisée dans
Pinoculation des graines. Certaines souches induisent
une production intense de nodules mais peu efficaces,
forte efficacité de fixation de I'azote. Dans notre: cas,
ce fait peut résulter de la plus ou moins intéraction des
génotypes avec la souche Bradyrhizobium Jjaponicum G.
49. Entre autre, le niveau de la photosynthése constitue
un important facteur de la masse nodulaire et de la
fixation symbiotique de I'azote, expliquant en particulier
les perfomances de Kai-Yu 3 (17), (10).

Aprés un épuisement de la réserve en eau du sol
(sept jours de déficit hydrique). La teneur en’ eau du
sol, exprimée en % du poids sec, est la méme pour ces
cultivars étudiés (Tableau 4) celle-ci varie entre 5.08 et
6.34 % selon la variété implantée, elle correspond en
moyenne a 25 % de la capacité de rétention du
mélange (terre-terreau-sable). Ainsi pour une méme
intensité du stress hydrique, les quatre génotypes ont
réagi différemment. En générale, on note une dimuni-
tion de T'activité- fixatrice du CO2 par les feuilles et de
'azote par les nodules (valeurs exprimées’en % du
témoin bien arrosé). Le taux d’inhibition de la
photosynthése nette de la plante entiére est moins im-
portant chez Kingsoy (12 %), par contre il est de plus
de 40 % chez Kai-Yu 3 et Jiling 14. Ces résultats con-
firment bien Pexistence de différences génotypiques vis
a vis de la sensibilité de 'appareil photosynthétique au
manque d’eau chez le soja, et confortent les observa-

Tableau 2 : Caractéristiques de la nodulation et fixation de I’azote chez quatre génotypes de soja

Paramétres de la nodulati Géauypes PPDSas%
Kai-yu Kingsoy Hodgson Jiling 14 & : ;
= :
o (“m°"((::*;‘*h Vplante 481 + 0.43 344 + 0.37 2.63 + 0.42 3.00 + 0.36 08
Poids sec nodulaire (g) (1) 0.21 + 0.02 0.16 + 0.02 0.15 + 0.02 0.17 + 0,02 : 0.03
31 P
ARAs (umol.C;Hsh g d
. M 233+ 170 223 + 1.70 17.43 = 1.62 17.0 + 1.42 28
nodules secs (1) :
Nombre total de nodules (1) 32+38 28+6 24 + 4 , 39+6 5.0
Vol odulaire tota :
e L 668.83 + 230 321.95 + 87 170.63 + 62.14 281.04 + 23.24 80
(mm’) (1) : L
v 1 Al n v
S 21.07 £ 7.0 1190 + 3.7 7.56 + 1.96 7.20 + 1.89 2.6
(mm’) (1)
i i ; ;
Poids pes wodulatre mayen 6.47 107 579 x 107 637 x 107 437 x 107 0.8 x 102
(8) x 107 (1)
Poids sec/volume nodulaire '
031 0.5 0.88 0.64 0.1
(¥mm’x107) (1) :
ése net
R 82.29 51.39 71.60 74.46 125
(mg de CO2h) ,
(1) Moyenne de sept répétition + P’écart type
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Tableau 3 : Coefficients de corrélation entre les différents paramétres de la nodulation des quatre génotypes et
Iactivité nitrogénasique par plante (ARA) ou Pactivité spécifique nodulaire (ARAs)

Matrice de corrélations totales
ARA PSN ARAs NNT VIN VMN PSNM PS/VT

ARA 1.000 »
. PSN 0.875%* 1.000
ARAs | 0745 0.362* 1.000

. NNT o 0144 0.329 -0.177 1.000
VIN ! 0.886** 0.789** 0.624%* 0.233 1.000
VMN 0.853%% 0.656 0.733%¢ -0.148 0.916 1.000

~ PSNM 0345 0.239 0.360* -0.755 0.233 0.530 1.000

. PS/VT 0.705%* 0.478%* 0.745** -0.223 -0.760 -0.701 0.003 1.000

* * significative au seuil de 5%

ARA Aectivité de la Réduction d’Acétylene

PSN Poids Sec Nodulaire

ARAs Activité Spécifique de 'a Réduction d’Acétylene
NMT Nombre Total de Nodules

#¢ significative au seuil de 1%

VIN Volume Total Nodulaire

VMN Volume Moyen des Nodules

PSNM Poids Sec Moyen Nodulaire

PS/VT Poids Sec nodulalre/Volume Total des

nodules

ARAs umolss/hig. poids sec
8

Poids sec/vokume:nochilere  [afrer0™

DENSITE

NODULAIRE

Fig3 : Relation entre Pactivité spécifique nodulaire et la densité nodulaire (poids sec/Volume nodulaire)

tions de BUNCE (1988) sur la sensibilité du soja au
stress hydrique.

Linhibition de Pactivité nitrogénasique par rapport
au témoin différe aussi d’une variété a une autre : Kai-
Yu 3 et Kinsoy, caractérisées par une nodulation
composée en majorité de gros nodules (Tableau 4),
maintiennent une assez bonne activité nodulaire. Celle-
ci est fortement affectée chez Jiling 14 et Hodgson et
présente plus de 60 % d’inhibition. Chez les deux
premiéres variétés, le poids sec nodulaire et la teneur
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en eau des nodules (% du témoin) sont moins affectés,
comparés a ceux d’Hodgson et Jiling 14.

A Pexception de la variété Kai-Yu 3, PARA est plus
sensible au manque d’eau que la photosynthese e
maintien d’une bonne activité de fixation de Pazote
chez Kai-Yu 3 est problablement li¢ a la réserve en
photosynthétats des nodules ‘(le poids sec nodulaire est
de 77,13 % par rapport au témoin contre 59,7 % chez
Hodgson aprés un déficit hydrique de 7 jours), associée
A une teneur en eau des nodules qui reste trés impor-
tant malgré un desséchessement du sol.
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« Tableau 4 : Etats hydriques du sol et des nodules et I’activité fixatrice de I’azote et photosynthése aprés un stress
hydrique de 7 jours

Paramitres du sol et
aramétres du sol e GENOTYPES PR e o
des nodules Kai-Yu 3 Kingsoy Jiling 14 Hodgson .
. Humidité % :
Gemig (1")“ pol 4% 578 508 5.94 {5 gy 1.01
Poids sec des
771 j . . 1
e % B 3 64.44 60.73 : 59.10 : 3
Teneur en eau des : : : !
8L71 9.13 : : 56
e imiis) 7 67.25 62.95 :
ARA/Plante (%) (2) 61.80 55.09 30.40 34.56 6.01
Photosynthé : s
© e 56.12 89.96 54.47 - 6886l ok 11.03

nette/plte (%) (2)

(1) Valeurs exprimées en % du poids sec

CONCLUSION

En conditions non limitantes en eau, la masse
nodulaire apparait comme un facteur intervenant en
forte intéraction avec le volume dans Plactivité de la
fixation de I’azote. Ainsi les gros nodules qui
présentent une densité (matiere séche / volume
nodulaire) plus faible révelent des activités spécifiques
les plus importantes. Ces résultats montrent qu’un ac-
croissement transitoire de la masse nodulaire par
I’augmentation du taux de la photosynthése et des
transports des photoassimilats vers les nodules, ne se
traduit de fagon systématique pas par une augmenta-
tion de l'activité spécifique de la fixation de l'azote.

Chez le soja, les nodules sont localisés au niveau
des horizons de surfaces entre 0-40 cm (13), (22). Cette
situation explique lcur exposition aux variations du
milieu en particulier au stress hydrique. Les nodules de
grande taille, caractérisés par une forte sapacité
réserve en eau, apparaisent les moins sensibles au
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