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Sedbania hocrXha.ta, Légumineuse à nodule4 
cauknached : ~cxation 6 ymbiofiique d' azoxte 
eZ utiLL4atian comme enghai4 veht. 

Thèor e de VocXohat, Univehdixte' Ctaude 
Behnahd de Lyon. 

Ré4umé 

De4 4 oucheci de Rhizobium i4o.t&e4 de Ses bania hoscthata 
phavenant de diddéhen2ti kkceux geoghaphiQue4 du SlnégalZ, OnZ e-te 
anaty4Ce4. L&Uh compahai4 on avec ta ” 4ouche de tige " de 
hédlhence ORS.571 a pehmi4 de:meLthte en e’vidence de4 diddéhences 

niveau de4 pakentéd immunofZogique4, 
di -Cl ac.tiui-tté 

du conxtenu pta4midiQue, 
MithOg6nU4e en condition de déhephe44ion, et de 

t’ eddicience de ta 4ymbio4e. L’azoxe combiné, ammoniaca~ ou ni- 
thiQue a,(,(ecZe à la doi4 la nodulation eX t’acativi.tt& hdducXhice 
d'acCtyt5ne de4 nodule4 CUU.f%nUihe4 eZ hacinaihe4, mai4 -te4 no- 
du.te hacinaihe4 4on.t plu4 addec-tté4 QUQ i?e4 nodule4 cau.tinaihe4. 
L'étude cy-to.!Zogique deoi nodule4 cau.tinaihe4 en micho4copie &!ec- 
thoniQuLe a month6 qu'en phe’dence de dOh$te4 dode d'aza-te combiné 
ta dehniche phude du phoce44u4 de ll'indec.t.ion caukinaihe (Lib6ha- 
Con des bac-téhie4 du cohdon d’indecfion dan4 te cyZop-ta4me de4 
cei?euge4 du me'hcidtème nodullaihre) est bgoque'e. Ve4 cyc-te4 vcZg&ta- 
xi64 4ucce44idd initiE4 tou~te4 -teA deux semaine4 ~OU$ au tong de. 
l'année onX pehmi4 de mOnthQh que chez S. ho4Xha;ta le dévitoppe- 
ment &t la bixa.tion d’azote dont ;thk4 6ensLbLes aux candi.Con 
cGmatique4 en pUh$icUtieh à ta phaXop&hiode 0 -Eu .tempchU.&LhQ. 
LE4 potentia<itEd diXUthice4 de S. ho4.thata onx 6x6 éva-!hc?Qb 
pah deux mtithoded, ta m&thode~a~TZZJJZXwc~ e-t ta m&thode de 
ditution ida.topique N-15. La quan.ti-tE d'azoXte d.ixEe pUh S. ho4- 
thata en 53 jouh4 a &té ivatuée à envitton 300 Kg Nlha. - 
TTT4.t apparru QUI S. hO4ZhatU u-ttiti4é comme enghai4 veh.t 
&the 6énEdique 

peut 

mai4 
non4 eu.tement pouh ta cuk~uhe ihhigU6e du hiz, 

égatemen2 en cuktuhe exondie (hiZ e.t 4ohgho). Le4 e4 4 ai4 
co+te4pondan.t4 onx et& e,$dec$ué4 à ta station ORSTOM Bec-Ai/r de 
Dakar, et zn milieu puyban en .Cabamance (Sud du SEne’gatT) . 

MOTS-CLES - 
- Azote - 75 
- Azote combine 
- EnghUi4 vehx 
- Fixativn d’azaxte 
- Naduted cUUginUihQ4 
- Sesbania hoaXhata 

Kkzobcum 

. . - . .  : . . . .  __.__. \ r  , - , . , -  -  . ,  r .  - .  . _ . - -  : . . ,  - - .  _ . .  -  -  - .  

.  .  





Titee :S. 404t4aXa , a atem nodutaxted Oegume: - - 

4ymbioti.c nL&ogen 6ixaXian and u4e. a4 

gaeen manu/re. 

SUMMARY - 

Sthaind OA Rhizobia i4otated r(irom Sedbania ho4thata ptan-ti 
cuttec$ed dirarn varrLou4 focatitie4 in Senegat have been compatred 
t0 $he trehetence b-terri nodutating 4trrai.n URS.571. They exhibiX 
di-dt(ehent 4 eh0togica.P. phopehxtie4, ptadmid contena and 
niteogena4e activiXie4 in -the ,$tree teaving 4ta.tte. Combined nitho- 

gen (ammonium oh niXhate) addect4 bo$h d-ttern and hoot nodu.ta.ttion 
and acetytene teducing ac-tivi~y ; howeveh &ooX nodu-ter, a/re mOhe 
ch 6 ec.ted .than 4Xtem nodute4. CytotogicaC 4AIudy oh a.tem nodule4 
devetopped in $he phe4ence ad combined nithogen have been made by 
photonic and eeecthon michodcopy. 1-t appeah4 tha2 the Oa4X 4tep 

075 4 ;tem nvdutation p4oce44 (&etea4e ad bacte,tia into xhe ha4-t 
pfan-t cefe i4 bLocked by high -!?evet4 04 mine4aP. ni&zogen. S. 
.4uatrra.ta wa4 4 0Wn eve&y two week4 duhing a one yeak pehioz 
Sym6cot.t.c pahameteh4 we4c evatuaxted 50 daya UdXteh 4 eeding . 1.t 
appeahd thaX photope4iod and .tempehU$Uhe ahe maioh (actohs 2ha.t 
ad4ec.t pfan$ devel0pmen.t and nit/rogen fixation. NiXhogen XixaLLon 
potentiality 04 s. rro4X&aXa wa4 quantidied u4ing two me.thod4 : 
i4o.topic ditutioïï-and Xhe diddehence method. 12 wa4 caLcuP-a.Zted 
that S. irat,-ttrrata i4 abte Xo Xix an UVehUge ad 300 KgNlha 
53 daïjX. Sthasrbeen 4hown that iYIcOhpOhUtiOn 06 S. 

duhing 
ho4Xhata a4 

g4een manu4e 404 uptand hice and 4otghum &e4u.t-taZd 4n a g4ain 
yietd incireuse. The expe4imenXb wehe conduc-ted dutring Xhe hainy 
dea4on ut .the ORSTOM BeC Ai4 aXa.Lion in Dakatr and in ~Uhrn~h’4 
die%d in Ca4amance (4ouath Senegat) 

wohd4 Keya 
-Comoined ni$rrogen 
-G/reen manuhe 
-Ni.tho.gen- 15 
-Nit&ogen 6ixaXion 
-Rhizobium 
-Sesbania rro4trrata -- 
-SiZm noZule 
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INTRODUCTIqN GENERALE 

Après l'eau, l’azote est le principal facteur limitant la 

production agricole. Du fait de leur coût élevé, les engrais 

chimiques sont peu utilises dans les pays en développement. 

L’utilisation des systèmes fixateurs d'azote peut contribuer à 

ameliorer la fertilité des sols tout en limitant l’importation et 

l’utilisation des engrais chimiques. 

En Asie du Sud Est et en Inde, les engrais verts sont 

traditionnellement utilisés pour la culture du riz, qu’il 

s’agisse d’Azolla ou de légumineuses (Dao et Thuyet, 1979 ; 

Watanabe, 1982 ; Pandey et Morris, 1983). Sesbania rostrata 

presente un grand'interêt agronomique du fait de ses potentiali- 

tés,fixatrices d’azote elevées (Rinaudo et al., 1983 ; Roger et -- 

Watanabe, 1986). Il s’agit d'une légumineuse annuelle poussant 

dans les sols hydromorphes du Nord du Sénegal (Berhaut, 19,76). S. - 

rostrata possède la particularite de porter des nodules fixateurs 

d’azote à la fois sur les racines et sur les tiges (Dreyfus et 

Dommergues, 1981). 

Chez S. rostrata la nodulation caulinaire et la nodulation - 

racinaire semblent faire intervenir deux modes d’infection diffe- 

rents. Le processus d’infection racinaire par l’intermediaire de 

poils absorbants décrits par Olsson et Rolfe (1985) est compara- 

bIe à’celui de Glycine max (Bauer 1981 ; Turgeon et Bauer 1981 ). 

L'attachement du Rhizobium à l’extremité du poil absorbant est 

.  .  .  .  ‘-..‘-->‘; - . , - , .  if’:. ; . . - ’  I  - . ; . - - . .  I . .  . , . . _  . ,  , . ._ ; .__  - , ‘ - -  - , - . ‘ . - ,  -  - . _ , . ,  -  - . _ - . -  - .  1 . - . _  ; - . .  -  , ,  
.  . . _  
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su ivi d'une courbure de celui-ci par invag ination de la paroi 

vegétale et la formation d’un cordon d'infection contenant des 

Rhizobium. Après ramification des cordons d'infection dans les 

cellules méristématiques, les _ Rhizobium sont libéres dans le 

cytoplasme des cellules. 

La nodulation caulinaire intervient au niveau de sites de 

nadulation prédétermines sur les tiges,appelés mamelons cauli- 

naires (Duhoux et Dreyfus, 1982). Le mamelon caulinaire est 

constitué d'un dôme épidermique percé en son centre par une 

ébauche raci nai re. Les sites de nodulation sont régulièrement 

disposés tous les 3 à 5 mm le long de la tige adulte suivant 4 ou 

5 génératrices parallèles à l’axe de la tige. Le processus d'in- 

fection comprend quatre phases distinctes (Duhoux, 1984) : (1) 

les bactéries penetrent dans les cellules cortïcales dégeneres- 

centes mortes situées à la base de Ilebauche racinaire, (2) elles 

se multiplient activement dans des poches intercellulaires qui 

induisent la formation du méristème nodulaire sous ja.cent. (3) a 

partir des poches intercellulaires il y a emission de cordons 

d’infection sous forme de digitations intercellulaires puis in- 

tracellulaires. (4) les Rhizobium sont alors liberés dans le 

cytoplasme de la cellule par endocytose et entoures d'une mem- 

brane de, séquestration de nature polysaccharidique dérivee du 

cordon d’infection, (Tsien et al. ,1983 ; Duhoux, 1984). Ce mode -- 

d’infection caulinaire qualifie de " Crack entry " par Olsson et 

Rolfe (1985) ne fait pas intervenir de poils absorbants pour la 

formation des cordons d'infection comme au niviau des racines, 

mais se fait a partir d'une multiplication intercellulaire du 

.  .  ._ -.___ ._ . , . _  -  .  .  - .  .  ,_~, . - . . . ,  L_ _ . . .  .  . . - -  .  _ . . - .  -  . ,  . - 7 ,  . . .  . -  - .  
. 



Rhizobium. A maturite les nodules caulinaires ont une forme 

ovoïde et une couleur vert fonce. Ils atteignent 3 à 4 mm de 

diamètre en moyenne, le parenchyme cortical est chloropyllien. Le 

qualificatif caulinaire des nodules de S. rostrata ne fait - 

allusion qu'à leur position sur la tige. En fait leur origine est 

anatomiquement racinaire puisqu'ils se développent a partir du 

cortex d'une ébauche racinaire (Duhoux, 1984). 

Plusieurs protéines sont spécifiquement synthetisées au 

cours du developpement des nodules : elles sont appelees 

“noaulines” (Van Kammen, 1984). Parmi celles-ci, la léghémoglo- 

bine,,hémoprotéine spécifique des nodules de legumineus'es (Appl.e- 

bY, 1974), constitue 20 ?I 30% des protéines cellulaires du nodule 

(Verma et Bal, 1976). Sa partie protéique est codée par le génome 

de la pfante hôte (Dilworth, 1969 ; Cutting et Schulman, 1971 ; 

Marker, 1982). L'hème du pigment est synthetise par le Rhi:,zobium 

(Avissar et Nadler, 1978). La leghémoglobine qui presente une 

grande affinité pour l’oxygène,assure le transport d'un .flux 

important d'oxygène à faible pression partielle vers les bacté- 

roïdes, conditions necessaires au fonctionnement de la nitrogé- 

nase (Bergersen, 1978). 

Les 16gh6moglobines de nodules caulinaires et racinaires de 

S. rostrata ont éte purifiees et caractérisees. Ainsi, Bogusz et - - 

a1.(1987) ont pu mettre en evidence 7 composes de points isoelec- - 

triques différents, présents en proportion différentes dans les 

deux types de nodules. D'autres nodulines dont l'expression est 

différente dans les nodules caulinaires et racinaires ont é-te 

- -  . - , m - - -  , . , ,  - .  .51. . . , .  ri .  __ ._ . , _ .  -  ,_ ,_ - ,_  - . , ,  _. , , _  , ; , , .  __ _ .  .  . . . :  .  . . -  -  _ 
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mises en évidence chez S. rostrata (De Lajudie et Huguet, 1987’). - 

Chez Sesbania rostrata, on distingue deux types de souches 

de Rhizobium selon qu’elles sont capables de noduler à la fois 

1 es’ tiges et les racines (souches de type ORS571) ou qu’elles ne 

peuvent noduler que les racines (souches de type ORS51). 

La souche ORS571 est une souche à croissance rapide dont le 

temps de génération est de 3h sur milieu lactate-glutamate ex- 

trait de levure. Le glucose semble être le seul sucre utilisé 

par cette souche qui n’assimile pas le mannitol (Dreyfus, 1982). 

En général, les Rhizobium ne fixent l’azote qu’en symbiose 
\ 

avec les légumineuses. Cependant,certaines souches à croissance 

lente appa’rtenant au genre Bradyrhizobium sont capables d'expri- 

mer une activité nitrogenase in vitro. Pour cela une source - 

d’azote combiné et une tension d’oxygène appropriées sont néces- 

saires(Keister, 1975 ; Mc Comb et al., 1975 ; Pagan et a1.,1975). -- -- 

En milieu de culture minimal dépourvu d'azote combiné, et 

sous une atmosphere d'azote et d'oxygène bien définie, la souche 

ORS571 fixe l’azote atmosphérique . De plus, elle est capable 

d’assimiler, pour sa croissance, l'azote fixé (Dreyfus et - 

a1 .,1983 ; Donald et Ludwig, 1984 ; Gebhardt et al,, 1983), alors -- 

que Ies Bradyrhizobium fixant l'azote en culture se comportent 

comme les bactéroides qui excretent l'azote fixé dans le milieu 

de culture (Ludwig, 1978 ; 'Shanmugan et al., 1978). -- 

Dans une étude récente, Ludwig (1986) a précisé que le 6-OH 

nicotinate, dérivé de l’aci.de nicotinique présent dans le milieu 
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m,inimal, agissait Comm2 “piege intracellulaire” d’ oxygène et 

eta.it indispensable à l’expression in vitro de l’activité nitro- - 

genase de Rhizobium ORS571. 

La nitrogenase est l’enzyme qui catalyse la réduction de Na 

en NH3 . Elle a été purifiee a.partir de’plusieurs organismes 

fixateurs libres ou symbiotiques. Dans tous les cas, on a observé 

une grande unité de structure (Eady et al., 1972 ; Israel et al., -- -- 

1974). 

La nitrogénase de Rhizobium ORS571 a été purifiée a partir 

de culture bactérienne en condition de fixation libre par Kush et - 

al. (1985). Comme toutes lesnitrogénases, ell'e est formée de ., - 

deux composants : 

- La protéine 1 ou Molybdoferrédoxine est une molécule . 

tétramérique de poids moléculaire égal à 21000, asociée à un 

cofacteur a fer et a molybdene. 

-‘La protéine II ou Azoferrédoxine est un dimère de,poids 

moléculaire égal à 74000 contenant du fer, du soufre non 

hématinique et du soufre labile. 

La majorité des Rhizobium, ainsi que la souche ORS571 

assimilent I'ammonium par la voie glutamine-synthétase (GS) 

glutamate-synthase (GOGAT). Deux autres glutamine-synthétases 

(GSI et GSII) sont généralement observées chez les Rhizobium en 

-  . *  

. , - .  - .  
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culture in vitro (Darrow et Knotts, 1977). Une seule d'entre - 

elles (GSI) est presente chez la souche ORS571 qui présente 

egalement une auxotrophie pour NAD+ ( nicotinamide adénine 

dinucléotide) (Ludwig, 1986). 

Les bactéries capables d’induire des nodules fixateurs 

d'azote chez les légumineuses ont été subdivisées en deux groupes 

sur la base d'etudes systematiques fondées sur la taxonomie 

numérique (t’Mannetje, 1967), l’hybridation d'ADN (Gibbins et 

Gregory, 1972) et d'autres criteres comme en particulier leur 

temps de génération sur milieu mannitol - extrait de levures 

(Jordan, 1982 ; Jarvis et al., 1982). Le genre Rhizobium regroupe -- 

les espèces à cro,issance rapide, le genre Bradyrhizobium regroupe 

les espèces à croissance lente. 

Chez les Rhizobi um a croissance rapide les genes de la 

fi.xation d’azote (“nod”, 1’ n i f ” , “fix”) sont portés par des plas- 

mides symbiotiques ( pSym) de haut poids moleculaire. (Beri nger 

et al.., 1980 ; Kondorosi et al., 1984 ; Buickema et al., 1985) ; -- -- -- 

tandis que chez la souche ORS571, les gènes de la fixation 

d'azote sont chromosomiques (Donald et al., 1986), comme chez les -- 

souches à'croisance lente. La capacité de la souche ORS571 à se 

comporter comme fixateur libre a permis d’isoler et de tester des 

mutants nif directement sur boîte de Petri sans avoir recours a 

la plante hote, facilitant ainsi les études genétiques (Elmerich 

et al., 1982). -- 
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Des techniques de mutagénese ont permis de localiser deux 

régions dans les gènes nif de ORS571. La première présente une 

gra,nde homologie avec les gènes nif HDKE de Klebsiella pneumoniae 

la seconde présente une homologie avec les gènes nif A de K. - 

pneumoniae et Rhizobium meliloti (Donald et al., 1986). -- 

Des régions portant des gènes nod ont été caractérisees: 

l’une d’elles présente une homologie de sequence avec les genes 

nod communs à différents Rhizobium tempérés (Holsters et al., -- 

198,7). 

,Des expériences d’hybridations moléculaires et de stabilité 

thermique de séquences codant pour 1’ARN ribosomal ont permis 

d’etablir des relations phylogéniques entre les deux types de 
17 

souches nodulant S. rostrata, avec certaines batteries - 

photosynthétiques , certains Rhizobium à croissance rapide et 

Agrobacterium. Il apparaît que 1’ARN ribosomal .de la ysouche 

‘ORS57 1 presente une grande homologie avec I’ARN ‘ribosomal de 

Rhodopseudomonas palu‘stris ; I’ARN de la souche ORS51 (souche 

specifique de racine) présente une homologie de sequence avec 

Agrobacterium et “” Rhlzobium meliloti ( Jarvis et al., 1986). -- 

L’ensemble de ces résultats et ceux obtenu par taxonomie 

numérique (Dreyfus, 1982) ont conduit Dreyfus et al., 1987 à -- 

proposer que Ia souche ORS571 nodulant la tige et les racines de 

S. rostrata soit placee dans un nouveau genre appelé Azorhizobium - 

caulinodans. 

. -  - -.--__-, - ._^...__ .  .  ,___ _- ,___.._ - --_-._ - .  - _ 
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Chez Ia majorité des légumineuses, l'azote combiné exerce 

une action inhibitrice sur la nodulation et la fixation d'azote 

(Thornton, 1936 ; Munns, 1968 ; Lie, 1974 ; Rigaud, 1981). 

Dreyfus et Dommergues (1980) ont observé qu'en presence de 

nitrate d'ammonium apporté a. la concentration de 3,0 mM, la 

nodulation caulinaire de S. rostrata en' culture hydroponique - 

'i cultive en tube)n'était pas inhibee et qu'il pouvait même y 

avoir stimulation de l'activité réductrice dlacétylene des 

nodules caulinaires. 

Des expériences prgliminaires effectuées par Rinaudo et al. -- 

(1983) ont montre, qu'utilise comme engrais vert, S. rostrata - 

' pou,vait doubler les rendements en grains du riz par rapport au 

témoin sans azote tout en ameliorant la teneur en azote des 

pailles et des grains. La quantité d'azote fixée avait alors éte 

. estimée par la méthode de bilan, a environ 27 gN/m2 ce qui 

équivaut à environ 270 kg N/ha par extrapolation. 

e-_-w - ( - Jo - - - - - - -  

Le travail que nous présentons ici est une contribution à 

I'étude de la fixation d'azote chez S. rostrata. - 

Nous avons en premier lieu (Chapitre 1) caractérisé diffé- 

rentes souches de Rhizobium isolées de S. rostrata en étudiant - 

tout d'abord la morphologie des Rhizobium et des colonies, puis 

l'aptitude des souches à utiliser diverses sources de carbone, la 



r-es istance naturelle aux antib 

la sensibilite aux phages, le 

d'hôte, l'activité nitrogenase en condition de dérepression, et 

enfin I'efficience de la symbiose entre les différentes souches 

et S. rostrata. - 

La seconde partie de ce travail a porte sur l'etude de 

l'effet de l'azote combiné sur la symbiose entre Rhizobium et S. - 

rostr.ata. Cette etude a necessité la mise au point et l'utilisa- 

tion de differents systèmes de culture de plantes. Les observa- 

tions effectuees ont pu Gtre completées par une étude structu- 

rale et ultrastructurale de nodules caulinaires developpés en 

présence d'azote combiné. 

iotiques, la parenté anti génique, 

contenu plasmidique, le spectre 

Afin de préciser les conditions optimales de la fixation 

d'azote par S. rostrata, nous avons etudié (Chapitre 3) l'effet - 

. - de certains facteurs climatiques sur les differents paramè'tres de 

la symbiose au cours de cycles vegetatifs successifs inities à 

différentes époques de l'année. 

La quantité d'azote fixée par S. rostrata a et& estimee par 

la méthode 

Enfin 

sur l'uti 

- 

de marquage isotopique N-15 (Chapitre 4). 

la dernière partie de ce travai1 (Chapitre 5) a 

lisation de l'engrais vert S. rostrata en CU - 

porte 

lture 

irriguée (riz) ou exondée (riz et sorgho). Des essais ont et6 mis 

en place en station (ORSTOM Bel- Air, Dakar), et en milieu paysan 

( Casamance Sud du Sénégal). 
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1 Fiq. - 

A : Sesbania rostrata - 
à l'état naturel 

B: - noduiation spontanée de 
Sesbania rostrata 
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CHAPITRE 1 

CARACTERISATION DE DIFFERENTES SOUCHES DE RHIZOBI~J! 

ISOLEES DE SESBANIA ROSTRATA 
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1.INTRODUCTION 

Les bactéries qui forment des nodules et fixent l'azote en 

symbiose avec les légumineuses étaient classées en deux groupes : 

IeS Rhizobium à croissance rapide et les Rhizobium a croissance 

lente (Buchanan et Gibbons, 1974). 

Cette subdivision etait le resultat d’études de taxonomie 

numérique (Graham, 1964 ; t'Mannetje, 1967 ; Moffet et Colwell 

1968). EIIe, est basée sur le spectre d'hôte, la morphologie des 

souches et des colonies de Rhizobium, le type de flagelle, l’uti- 

lisation et le metabolisme des substrats carbones (Martinez-De 

Drets et Arias, 1972 ; Skotnicki et Rolfe, 1978) > le temps de 

génération sur milieu mannitol- extrait de levure, la capacité à 

acidifier ou alca1inise.r le milieu de culture (Allen et Allen, 

iét#s antigéniques 1950; Jordan et Allen 1974) et 

(Vincent, 1977). 

les prw- 

Des etudes moléculaires portant sur la composition en gua- 

nine et cytosine (GC%) de I’ADN (De ley et Rassel, 1965), 1 ’ hy- 

bridation d'ADN (Heberlein et al., 1967 ; Gibbins et Gregory, -- 

1972) et l’analyse de 1’ARN risobonal ont confirme la subdivi- 

sion des Rhizobium à croissance rapide et à croissance lente. 

Jordan (1982) a propose que les Rhizobium a croissance 

Iente,Rhizobium japonicum, et les Rhizobium du groupe cowpea 

soient placés dans un nouveau genre appelé Bradyrhizobium. 

Ainsi, la classification actuelle des bactéries qui forment 

des nodules fixateurs d’azote sur les racines des legumineuses 

comporte deux genres : le genre Rhizobium et le genre 

Bradyrhizobium. 
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- Le genre Rhizobium regroupe les souches à croissance 

rapide. Il comprend les espèces suivantes : R. leguminosarum - 

(comportant trois biovars : R. trifolii ; R. phaseoli ; et R. - - - 

viceae) ; R. meliloti et R. loti. ainsi que R. fredii une espece - -- - 

récemment definie qui nodule le soja (Keyser et al., 1982) -- 

- Le genre Bradyrhizobium, espèce japonicum regroupe les 

souches a croissance lente (Jordan, 1982). 

Les résultats des études physiologiques, biochimiques et 

génétiques montrent que la souche ORS571, qui a un taux de crois- 

sance comparable a celui des Rhizobium, presente des caractéris- 

tiques propres aux Bradyrhizobium, notamment en ce qui concerne 

l'utilisation des substrats carbones (Dreyfus, 1982) ; elle pre- 

sente également la particularith de croître aux dépens de 

l'azote moleculaire (Dreyfus et al., 1983 ; -- Gebhardt et Berger- 

sen, 1983 ; Donald et Ludwig, 1984). L'étude de l'homologie de 

s,équence codant pour I'ARN risobomal, par dénaturation thermique 

de l'ADN, a mis en évidence des relations phylogéniques entre la 

souche ORS571 et une bactérie photosynthetique Rhodopseudomonas 

palustris (Jarvis et al., 1986). Tous ces resultats ont conduit -- 

Dreyfus et a1.(1987) a proposer que la souche ORS571 nodulant les -- 

tiges et les racines de S. rostrata soit placée dans un - genre 

nouveau appelé Azorhizobium caulinodans. 

Dans ce chapitre nous presentons une comparaison des so'uches 

bactériennes isolées de tiges de S. rostrata provenant de diffe- - 

rentes régions du Senegal a la souche ORS571, par l'étude de la 

morphologie des souches et des colonies ; l'aptitude des souches 



à utiliser divers substrats carbones ; la r#sistance natureIIe 

aux antibiotiques ; la parenté antigenique ; la sensibilit6 aux 

phages. ; le contenu plasmidique ; l'expression de l'activité 

nitrogénase in vitro ; le spectre d'hôte et enfin l'efficience -- 

de la symbiose des differentes souches avec S. rostrata. - 
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Z.MATERIEL ET METHODES - 

2.l.Souches bacteriennes 

2.1.1.Isolement des souches de Rhizobium - 

Deux techniques ont éte utilisées pour isoler les Rhizobium 

à partir de nodules. 

- La première consiste a steriliser le nodule par immersion 

dans l’ethanol a 90%, suivi d'un trempage pendant 5 minutes dans 

une solution à O,l% de HgCl . Le nodule est rincé abondamment 

avec l'eau distillée sterile, puis broye dans environ 3ml d'eau 

physiologique à l’aide d'une baguette de verre. Une goutte de la 

suspension diluée est* deposée.en,boîte de Pétri puis etalee a 

la surface du milieu de croissance YLA (voir paragraphe 2.2.1). 
w 

- La seconde technique consiste a ouvrir le nodule au moyen 

d’un scalpel sterile, à piquer’ au centre du nodule avec un fil de 

platine, puis a etaler en boîte de Pétri sur milieu YLA. 

Les boîtes sont incubées à 30” c. Apres plusieurs 

purifications successives, les souches sont testees pour leur 

aptitude à former des nodules sur la plante hôte. 

2.1.2.0rigine geographique des souches 

Les souches ainsi isolées proviennent de differents regions 

du Sénegal (fig.2). 

Les souches GNll, GN15, GN17 et GN20 ont ete isolees a 

partir de nodules caulinaires récoltes a Ngnith. 

Les origines des autres souches sont les suivantes : km 1 : 

Nema ; Zig 1 : Ziguinchor ; F9, Fumela. ; Bam 1 et Bam 2, 
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. Linguère 

. Diourbel 4 L 

/ 

0 50 100 Km. 

.Tambacounda 

2 Fig. Carte du Sénégal. Les chiffres indiquent les lieux 
géographiques où les différentes souches ont kté 
isolées. 

1 : Richard Tell (ORS 571) 

2 : La& de Guiers (GN11: ; GN 15 ; GN 17, GN 20) 

3: Bambey (Bam 1 ; Bam 2) 

4 : Nema (Nem l;F9, ,Fumela) 

5: Ziguinchor (Zi.g 1) 
7, 
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Bambey ; ORS571 : Richard Toll (Dreyfus, 1982). 

2.2.Milieux de culture pour Rhizobium - 

Les milieux de culture utilisés derivent d'un-milieu de base 

(L) contenant la même base minérale que le milieu YM decrit par 

Vincent (1970), dans lequel le mannitol est remplace par le 

lactate. Sa composition est la suivante ( par litre) : D.L Sodium 

Iactate, 10 g ; K2HP04, 0,5g ; MgSO* (7H20), 0,2g ; NaCI, 0,lg ; 

FeC13, 4mg ; Na Mo04 (Hz C), 5mg ; MnS04 (4H20), 2,5mg ; ZnSO4 

(7H20), 0,7mg ; CoSO, (7H20) 0,14mg ; CuSO4, (5H20), 0,12mg ; 

H3B03, 0,03 mg ; pH 6,8. 

2.2.1.Milieu complet YL - 

Le milieu YL correspond au milieu L, supplemente par lg/l de . 

glutamate de sodium et lg/l d'extrait de levure (Difco). Le 

milieu gélosé YLA contient 15g/l dlAgar Difco. . 

2.2.2.Milieu sans azote LO - 

Ce milieu utilise pour l'étude de l'activité de la nitrogé- 

nase en condition de dérepression, correspond au milieu L. 

supplémenté de 3 vitamines : biotine, 2 mg/1 ; acide pantothéni 

que, 4mg/l ; acide nicotinique, 20 mg/1 

2.3.Etude morphologique 

L'étude morphologique des Rhizobium est faite a l'aide d'un 

microscope Zeiss. 

Une culture de 24 heures sur milieu YL (environ 108 

bactéries par ml) est diluée 10 fois en milieu YL ; 0,l ml de 

cette suspension est etalée sur milieu gelosé YLA en boîte de 

Pétri, puis incubé 48h a 3G"'C. 



Les colonies sont observees au photomacroscope Wild M 400. 

2.4.Tests nutritionnels 

L'étude de l’assimilation des differents substrats carbones 

a été réalisée avec la base minérale du milieu YL décrit ci- 

dessus additionne de 15 gll d'Agar noble. Les différents 

substrats carbones sont utilises à raison de 2 g/l. La liste des 

substrats utilises est indiquée dans le tableau 1. 

Les bactéries cultivées sur milieu YL liquide sont centrifu- 

gées, lavées deux fois avec du sérum physiologique stérile 

(0.85% NaCl) puis étalees sur le milieu gelosé contenant le 

substrat à tester. 

2.5.Résistance naturelle aux antibiotiques 
. 

Après filtration sur filtre millipore(0.45 fim),les solutions 

d’antibiotiques sont ajoutées au milieu YLA maintenu a 45°C. Les 

milieux sont alors coulés en boîtes de Petri. Les boîtes de 

Petri sont inoculées par étalement de 0,2 ml d'une culture de 24 

heures puis incubées à 30°C. 

2.6.Etude des parentés antigeniques entre Rhizobium -- 

ORS571 et differentes souches de Rhizobium - - 

isolées de Sesbania rostrata - 

Nous avons utilisé la methode de.fluorescence indirecte pour 

la caractérisation des souches de Rhizobium. 

2.6.1.Preparation de l’antigene - 

Une culture de 48 heures de la souche de Rhizobium ORS571 

est centrifugée à 5000 rpm puis lavée trois fois au sérum 
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physiologique stérile . Le culot bacterien est repris dans du 

sérum physiologique de manière a obtenir une suspension d’environ 

10 * bactéries/ml. La suspension ainsi obtenue est maintenue 1 

heure à 1 ooo c dans un bain marie pour eliminer les antigènes 

fIage laires, puis conservée a .4"C en présence de merthiolate de 

sodium 0,1x. 

2.6.2.Preparation de l'antiserum - 

L'antisérum est obtenu par injections repetees d’antigène à 

un lapin adulte selon Ie protocole préconise par Schmidt et al. -- 

(1968). 

Trois injections intraveineuses de l’antigène sont effec- 

tuées les ,trois premiers jours (0,5 ml ; 1,O ml ; 1,5 ml). Ap,,res 

‘3 jours de repos trois autres injections intraveineuses sont 

effectuées (1,5 ml ; ,2,0 ml, 2,0 ml). Au 16ème jour du sang est 

préleve pour titrer l’anticorps. La titration est effectuee par 

agglutination indirecte en utilisant les anti-immunoglobulines de 

lapin marquees à l’isothiocyanate de fluoresceine (F.I.T.,C.) 

(Biomérieux). Le titre etant sup6rieur a 1/1280, les lapins sont 

laisses à jeun jusqu'au 18ème jour pour une recolte partielle ou 

totale du sang. 

2.6.3.Méthode d’immunofluorescence indirecte 

Une goutte d'une culture de Rhizobium est déposee sur une 

lame de verre. Après séchage sous courant d’air chaud, les 

bactéries sont fixees par passage de la lame au dessus du cane 

de la flamme d'un bec Bunzen, la face du dépot vers le haut. Le 

frottis bactérien est traite successivement par l’application , 



d'une goutte de 

. 

l'antiserum (anti ORS571) pu is par une goutte 

d'anticorps de chèvre anti-immunoglobulines de lapin marquées au 

F.I.T.C.(Bio,merieux). Après montage dans la glycerine tamponee, 

les preparations sont observees avec un microscope à fluorescence 

(modèle Zeiss équipé d'une lampe a vapeur de mercure HBO 5OW, 

d'un filtre d'excitation X P 490, d'un reflecteur FI 510 et d'un 

filtre d'arrêt FP 520). 

2.7.Sensibilité des souches de Rhizobium aux phages - 

RSl et RS2 --- 

2.7.l.Obtention d'un lysat RSl et RS2 ----- 

Les phages RSl et RS2 obtenus de D.Bogusz ont éte isoles a 

partir de nodules caulinaires secs de S. rostrata. IL sont spéci- - . 
fiques de la souche ORS571 et respectivement lytique et tempére 

(De Lajudie et Bogusz, 1984). 
8 

Une culture en milieu YL de la souche ORS571 contenant 10, 

bactéries par ml est infectee- par une suspension de phages (RSl 

ou' RS2), à une multiplicité de 108 phages par cellule. La culture 

est agitée 16h à 30'C jusqu'à lyse totale. Les débris cellulaires 

sont elimines par une centrifugation de 10 minutes a 8000 rpm , 

température 4°C. Le surnageant contenant les particules phagiques 

est filtre sur millipore 0,45 /um. 

2.7.2.Titration des phages RSl et RS2 --- 

Une suspension de phages (RSl ou RS2) est introduite dans un 

milieu YL faiblement gelosé (5g/l d'Agar), maintenu en fusion à 

40°C. On Y ajoute 0,l ml d'une suspension de la souche 

indicatrice ORS571 ; après homogeneisation, le mélange ainsi 
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obtenu est étalé sur milieu gélosé YLA, en boîte de Petri. Après 

16 h d’incubation à 37’C, les plages de lyse sont comptées. 

2.7.3.SensibiIite aux phages RSl et RS2 -- 

Dans 3 ml de milieu YL faiblement gélosé (5g/l d'Agar) 

maintenu en fusion a 40°C,on introduit 0.2ml d'une culture de 

Rhaizobium. Le melange est homogenéisé a l’aide d'un agitateur 

vibrant puis étale sur milieu YLA en boîte de Pétri. 

Une goutte d'un lysat concentré de RSl ou de RS2 est déposée 

sur la surcouche. Après 16 h d'incubation a 37°C les plages de 

Iyse sont recherchees. 

2.8. Mise en evidence des plasmides -- 

2.8.1.Technique de Meyers et a1.(1976),- modifiee - - ,:, 

par Franche et Reynaud (1985) - 

100 ml d'une culture de 24 heures en milieu YL sont centri- I:I" 

fugés 10 minutes à 8000 rpm à 4'C. Le culot bacterien est repris 

d,ans 1,5 ml de tampon Tris-HC1 50 mM pH8,EDTA lmM,saccharose 25%. 

La lyse est obtenue après addition: de 10 mg/ml de lysozyme (lh a 

37OC);O.lM de EDTA pH 8 (15 minutes a 37” C);de S.D..5 2,5% (20 

mi nutes à 4°C). La concentration en NaCI de la solution obtenue 

est ajustee a 1M final et le lysat est laisse la nuit a 4” C. Il 

est ensuite centrifugé a 8000 rpm pendant 30 minutes de façon à 

eliminer la majorite de 1'ADN chromosomique. 1 volume d'eau 

distillée est ajouté au surnageant. Le lysat clarifié es.t dépro- 

téinise par un volume de phénol saturé dans du tampon Tris-base 

50 mM (pour 100 g, de phenol, 36 ml de tampon Tris-Base 50 mM). 

L'ADN est precipité une nuit a 20" C après addition d'acétate de 
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sodium (concentration finale : 0.3 M) et de 2 volumes d'éthanol 

froid ; après centrifugation pendant 30 minutes a 8000 rpm le 

culot est repris dans 100,ul de tampon T.E.S (Tris-HC1 50 mM , 

NaCl 50 mM , EDTA 5 mM pH 8). 30 ul de chaque échantillon sont 

analysés par électrophorèse. 

2.8.2.Technique d'Eckhardt (1978) modifiée 

par Rosenberg et a1.,1982 - 

Cette technique qui consiste a lyser les cellules directe- 

ment dans le puits du gel, permet généralement d'observer des 

plasmides de masse moléculaire superieure à 100 106 Dalton. 

0,5 à 1 ml d'une culture de Rhizobium de 24 heures sur 

milieu YL sont centrifuges puis laves en tampon T E S (Tris 10 mM 

; EDTA 1mM ; O,l% sarkosyl). Le culot est repris dans 50 ul d'une * 

solution contenant: Lysosyme 7500 U/ml , Ribonuclease 1 0,3u/ml 

, bleu de bromophénol en tampon Tris borate 0,05% , 20% Ficoll 

400.Les echantillons sont ensuite déposés sur un gel vertical 

d,'agarose à 0,7%. Les cellules sont laissees lh à température 

(2% 

et 

ion. 

ambi ante. Les solutions 1 (2% SDS, 10% Ficol. 400) et 2 

de 50 ,ul 

la migrat 

S.D.S. 5% Ficoll 400) sont alors ajoutees à raison 

100 ul, respectivement pour compléter la lyse avant 

2.8.3.Electrophorese sur gel d'agarose P_c 

Les electrophorèses sont realisées sur gel vertical en pla- 

que (20 x 14 x 0,4 cm) à 0,7X d'agarose Sigma type II tampon Tris 

Borate (Tris-Base 89 mM ; EDTA 2,5 mM ; acide borique 89 mM ; pH 

8). Les echantillons extraits selon la technique de Meyers sont 

additionnes pour 1/5e de leur volume d'un melange contenant du 



gIycero1 50%, TES 50%, du bleu de Bromophénol O,O7%, avant 

débôt sur le gel 

le 

La migration est realisée sous un courant de 120 volts pour 

Ia technique de Meyers modifiée par Franche et Reynaud (1985) où 

sous un courant de 8 milliampères (60 minutes) puis 40 milliampè- 

res (3heures) pour la technique Eckhardt modifiee par Rosenberg 

et a1.(1982). -- 

Après migration; le gel est colore par trempage dans du 

bromure d’éthydium ii luglml et photographie en lumiere 

U,V.(254nm) a l'aide d'un appareil Polaroid 

d'un filtre rouge. 

La masse moleculaire du plasmide est e S 

Ia. migration de.plasmides de réference de 

de type MP.4 équipe 

timée par rapport a 

masses * moléculaires 

connues, RP4 (36 106 Dalton)et col El (4,2 106Dalton). 

2.9.CuIture des plantes hotes 2' i 

La stérilisation, la germination des graines , les disposi- 

tifs de culture et les méthodes d’inoculation sont decrites 'au 

chapitre II. 

2.lO.Spectre d'hôte 

Pour l’etude du spectre d'hôte nous avons utilisé S. ros- -- 

trata et six autres espèces de Sesbania ne nodulant que sur les 

racines : S. aculeata , S. paludosa, S. emerus, S. sesban, S. - - - - - 

pubescens, S. pachycarpa. - 

Les plantes sont cultivées en tube a l’aide du dispositif de 

culture hydroponique decrit au paragraphe 2.3.1 du chapitre II. 

Les racines des plantes sont inoculbes a 3 semaines avec les 
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différentes souches de Rhizobium a tester. L'infectivite des 

souches et l'efficience de la symbiose sont évaluées 20 jours 

après l'inoculation; l'activite fixatrice d'azote des nodules est 

estimée par la méthode de reduction l'acétylène (cf.chapitre III) 

2.11.Mesure de l'activite nitrogenase en condition - - 

de dérepression - 

Les différentes souches de Rhizobium sont cultivees en mi- 

lieu YL pendant 36 heures. Elles sont centrifugées puis lavées 

deux fois avec un milieu LO. Le culot bactérien est repris avec 

du milieu LO. Des flacons sérum de 150ml contenant 10ml du milieu 

LG sont inoculés à l'aide de cette suspension bactérienne de 

façon à obtenir une densité optique de 0,3 a 540 nm. L'air pré- 

sent dans le flacon est, remplacé. par de l'argon.* Pour chaque 

souche testée, deux tensions d'oxygene ont eté utilisées, 3% et 

5%. Après 3 heures d'incubation sous agitation à 32"C,l'acétylène 

est introduit dans les flacons (concentration finale : 10 %). Des 

prélèvements gazeux sont effectues à intervalles réguliers: 1, 3, 

4 et 5h après l'introduction de l'acétylène. L'éthylène produit 

est mesuré par chromatographie en phase gazeuse. 

A la fin de l'expérience on effectue un dosage de protéines 

par la méthode de Lowry et a1.(1951) sur un aliquote prélevé dans -- 

chaque culture. L'activite réductrice d'acetylene est exprimée en 

nmoles/ C2Hq/ min/ mg de protéines. 

2.12.Evaluation de l'efficience de la symbiose entre - -- 

différentes souches de Rhizobium et S. rostrata - -- 

Les plantes sont cultivées sur sol sableux dans des cylin- 

dres de P.V.C. rigide à raison de 4 plantes par cylindre.(cf. 
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Chap itre 

agées de 4 

11) les tiges sont inoculées quand les plantes sont 

semaines, par pulv6risation des tiges avec les diffe- 

rentes souches de Rhizobium à tester. La mesure de l’activité 

réductrice d’acétylène des nodules caulinaires est effectuée 3 

semaines après l'inoculation. 

Après séchage à l’étuve a 7O'C pendant 48 heures, le poids 

de matière sèche des nodules et des p'lantes, l'azote total sont 

déterminés. 



3.RESULTATS 

3.l.Morphologie des Rhizobium et des colonies -- 

Sur les boîtes de Petri,les diverses souches isolées for- 

ment des colonies d'aspects différents.Suivant les souches,on 

distingue trois types de colonies : des colonies d’allure sèche 

(souche GN15 et Fg), des colonies muqueuses (souche Neml),les 

autres souches testées formant des colonies circulaires blanches 

et opaques. 

Au microscope optique,les bactéries se presentent sous forme 

de, bâtonnets Gram-négatif très homogènes d’environ 0.5 ,um de 

large sur 2 à 3 rum de long. 

3.2.Tests nutritionnels . 

La croissance des souches de Rhizobium a été étudiée en 

presence de differentes sources de carbone : sucres, acides 

organiques, acides dicarboxyliques, amino acides, composes aroma- 

tiques. 

Les résultats, obtenus (tableau 1) montrent que.les souches 

testées utilisent toutes les mêmes substrats : glucose, gl uco- 

nate, acétate, succinate, lactate et glucosamine. Aucune n'uti- 

lise le ribose l’arabinose, le lactose, le maltose, le mannitol 

OU le sorbitol. 

3.3.Résistance naturelle aux antibiotiques 

Nous avons testé la sensibilité de differentes souches de 

Rh.izobium a deux concentrations d’antibiotique.Les antibiotiques 

aux familles suivantes : Beta-Lactamines 

Iline, Carbenicilline, Cefalotine) ; 

utilises 

(Pénicil 

appartiennent 

line, Ampici 



Tableau : 1. Utilisation des substrats carbones par différentes souches de fiizobium 
isolées de Sesbania rostrata 

I : 
1 Substrats carbonés 

D (+) Ribose 

D (-) Arabinose 

D (+) Glucose 

D (-) Fructose 
Lactose 

Maltose 

Gluconate 

Aceta.te 

Succinate 

I&L Lactate 

Cjltrate 

~ Mannitoi 

~ Sorbitol 

' Benzoate 

BAIL anine 

Glucosamine 

Souches de Rhizobium c 
I 

ORS5711GN 11 1 GN lS(GN 17 IGN 20 IBam 1 [Bam 2 [Nem 1 1 F 9 1 zig 1 1 
I I I I I I I I I 1 - ) -. ) - 1 

A -I II 
I + 1 l 

-1 -1 -1 

-1 -I -1 I 

ZI J II 
’ 

: f 
+i fi 

I 
+I 

+I +I 
+I :i 

+I +I I I 

-I II 11 
- I I 1 
-.j -1 - 1 
-1-I -1 

(-) indique une absence de croissance sur boîte 

(+) indique une croissance sur boîte. 

Y 



Aminosides (Streptomycine, Neomycine, Kanamycine, Gentamycine) ; 

Tétracyclines ; Macrolytes (Erythromycine) ; Polypeptides 

(Bacitracine) ; Sulfamides (Triméthoprime + sulfamethoxazole, 

Furadantine, Acide nalidixique); Chloramphenicol; Novobiocine. 

Les résultats obtenus (tableau 2) montrent que la majorité 

des souches testees, ainsi que la souche de réference ORS571 sont 

résistantes aux antibiotiques appartenant a la famille des Beta- 

lactamines. Toutes les souches sont sensibles aux antibiotiques 

de' la famille des Aminosides. La souche GN15 est sensible a la - 

novobiocine et résistante au chloramphénicol alors que toutes les 

autres souches sont au contraire résistantes a la novobiocine et 

sensibles au chloramphenicol. La souche GN 17 est la seule a 

présenter une resistance a la furadantine. . 

314.Parentés antigeniques 

Les résultats rapportés dans le tableau 3 montrent que 5 des 

9. souches testées possèdent deus antigènes, de surface reconnus par 

Ies anticorps anti ORS571, et fluorescent comme ORS571 : Neml, 

Fg', Baml, Bam2, et GN15. La souche GN17 présente une fluorescence 

intermédiaire. Les souches GN20, Zig1 et GN11 ne fluorescent pas. 

3.5.Sensibilite aux QhageS RSl et RS2 --- 

Une seule souche de Rhizobium, Baml, est sensible aux phages 

RSl et RS2 specifiques de la souche ORS571. Des plages claires 

sont observées avec RSl et des plages troubles avec RS2 (fig. 3). 

Ces résultats sont analogues a ceux observés avec la souche 

ORS571 par De Lajudie et Bogusz (1984). Pour les autres souches 

aucune plage de lyse n'a éte observee (tableau 49. 



59 

Tableau 2 . Résistance naturelle aux antibiotiques de souches de Rhizobium 
isolées de Sesbania rostrata. -- 

I I 1 

i Concentrations i 
Souch,es de Rhizobium 

Id’antibiotique I I I I I I I I 
Antibiotiques Itestées (1) 

I 
(ORS5711 GN 111 GN 151 GN 171 CN 201 Uam 11 Ram 21 Nem 11 F 9 1 Zig 11 
I I 

Pénicilline 
I 

100 ’ 1 R 1 R 1 
l I I I l l I 

RI R( RI 1 
200 1 R 1 R i R I R 1 Ri ;‘,“; 1 ; 1 ; 1 ; 1 

t I I i I I 1 I 
Ampicilline 

100 R R 

200 R RI; ;i;!;i.;i:!;iA, 
I I I I I 1 

Carbénicilline 100 R R R R 

!  200 IR’I R R 81 ii ;I ;i ;I :I; 
1 l I 

Cefalotine I 30 
I 60 
I 

Streptomycine J 
10 

I 20 
I 

Jkythromycine 15 1 R R R R R R R R R R 

30 1 s s, s, s S s s, s s S 
1 l 

Rifampicine s s 1 SI s s S S S S S s 

10 s I SI s S S S S S S S 

Novobiocine 30 

60 
I I 1 I I I I I 

Bacitracine 10 IR l RI R Il ( R 1 R R 1 Il 1 R 1 II J 

/ 20 1 K I Il / 11 R 1 R 1 R R i R ( R ] Il I 

Triméthoprime + ] 
l 1 I I I I I 

100 ( R 

Sulfame’thoxazolr, 1 200 I R 
1 I I I l I I I I 

Néomycine I 5 ( s SI SI SI s SI SI SI SI S 
1 1 , I 0 l 1 t I I 

i 10 ;S’SiS’s]S’S’S’S’S’S; 

I I I I I I I 1 I I I I 

Kanamycine 
1. 3. 1, I sl sI sI sI sI sI sl sI sI 

I 60 I s I s I s I s I ‘s I s I s I s I s I fs I 

i Centamycine 
10 

20 
I 
i Chloramphenicol 30 

60 
1 

SI SI SI SI SI 

1 Tétratcycline 30 
, I I I I I I 

60 
1 

ls I SI SI SI SI SI SI SI SI SI ,. ., ,..,,. i’.. 
I Furadantine 

s ~?;f,/~;.$l s l s I s I s I , 
I 

I s ~$.,$&‘f~~i s i s i s i s i 
sf sf 
s 1 s 1 

I 
i Acide 51 

I 

S = La souche est sensible, aucune croissance sur boîte3 1 = La souche présente une sensibilité intermé- 

R = La souche est résistante. diaire) faible croissance. 



Fig. 3 Sensibilisé de la souche Baml aux phages 
RSl (lytique) et RS2 (tempéré) 

- RS1 = plage de lyse claire 

- RS2 = plage de lyse trouble mettant en 
évidence la présence de bactéries lysogène 
pour RS 2. 

_. _.- 

L 



Tableau: 3 . Réaction de l'antisérum anti-ORS571 avec les antigénes 
de surface de différentes souches de Rhizobium isolées 
de Sesbania rostrata 

1 Souches de Rhizobium +Origine des 
souches testées 

ORS571 

GN- 15 
Ram1 ' 

Elam 2 

Nem 1 

F9 

,GN 17 

GN 12 

GN 20 

Zig 1 

Richard Tell 

NGnith 

Bambey 

Bambey 

Néma 

Fumela 

NGnith 

NGnith 

NGnitxl 

Ziguinchor 

+Wl.uorescence spécifique) 
observée 

I 
+++ I 

+++ 

++ : Les souches ont été isolées à partir de plantes de S. rostrata 
récoltées dans les lieux géographiques indiqués 

+:-;* : L'intensité de la fluorescence est estimée par comparaison 
avec le témoin positif ORS571 traité avec l'anticorps 
anti-ORS571 

+++ : Fluorescence observée identique au témoin positif 
+ : Légère fluorescence 
- : Pas de fluorescence. 



Tableau : 4. Sensibilité aux phages RS1 et RS2 de différentes souches de __ 
Rhizobium isolées de 2. rostrata 

i 

I Souches. 
t ORS 571 

Rhizobium testés 

Origine 

Richard-Toll 

Elam 1 

I Bam2. 
1 

Nem 1 

l F9 
I 

GN15 

t GN17 
I 

GN 20 

Bambey 

E?ambey 

Néma 

Fumela 

Ngnith 

Ngnith 

Ngnith 

Ziguinchor 

RS1 

C 

SC Plage de lyse claire 
W* Plage de lyse trouble. 



3.6.Mise en évidence des plasmides -- 

La technique Eckhardt modifiee par Rosenberg et al. (1982) -- 

n'a pas permis d'observer des plasmides avec les souches de 

Rhizobium étudiées. La raison en est probablement une lyse insuf- 

fisante par cette technique. Des lavages a forte concentration 

saline (3 lavages avec NaCl 0,5 M) avant l'addition de la solu- 

tion 1 contenant le lysosyme, n'a pas permis d'ameliorer la lyse. 

Par contre la technique Meyers modifiée par C. Franche et P. 

Reynaud (1985) nous a permis d'observer des plasmides chez cer- 

taines souches de Rhizobium. (fig. 4 et 5). 

Ces plasmides ont une masse moléculaire comprise entre 5. 

1'06Dalton et 12. 106 Dalton (tableau 5). Le conten.u plasmidique 

des souches GN15, GN17 et Bam t. est identique a celui de Ia . 

souche de référence ORS571 qui possede un plasmide de 5106 Dalton 

mis en évidence par Dreyfus (1982), la souche F9 possède un 

plasmide de 8.106Dalton ; GN 11 et Zig1 possèdent un plasmide de 

1'2 106 Dalton. Les souches Neml, Bam2 et GN20 ne contiennent pas 

de plasmides. 

'3.7.Spectre d'hôte 

Les résultats obtenus ont éte rapportés dans le tableau 6. 

La majorité des souches testees induisent la formation de nodules 

efficients avec S. rostrata et S. paludosa. Par contre la souche - - 

Neml est la seule à induir la formation de nodules inefficients 

aussi bien avec S. - rostrata qu'avec S. paludosa. Les 5 autres - 

espèces de Sesbania. ne forment que des nodules inefficients ou ne 

nodulent pas avec certaines des souches testées. 
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. 

Fig.4 et 5 : Mise en 6vidence par 4lectrophorès en 
s dlagarose (Technique de Meyers 1976) de plasmides de 
Petits -poids molecolaire chéz differentes 
isolbes de S. rostrata. - 

souches 

1 2 3 4 5 6 

MM 

10% 

Fig. 4 : C : ADN linéaire. 

1 : Neml ; 2 : GNli ; 3 : GN17 

4 : GN20 .; 5 : Bam2 ; 6 : Zig1 



Fig. 5 : C : ADN lineaire. 

7 : GN15 ; 8 : F9 ; 

9 : ORS571 ; 10 : Baml. 

MM 

10% 

C 

8 

.- ._ . : -.- ., 
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Tableau : 5. Contenu plasmidique de souches de Rhizobium 
isolées de Sesbania rostrata 

Plasmides 

Souches de Rhizobium Nombre. Masse moléculaires 

x 106 d 

ORS571 1 

GN 15 1 

GN 17 1 

Bam 1 1 

F9 1 

GN 11 1 

5,s 

5,s 

5,s 

595 
8 

12 

Zig 1 1 12 

Bam 2 0 

Nem 1 0 

GN 20 0 



Tableau 6 . Spécificité d'hôte et effectivité de souches de Rhizobium isolées de 
Sesbania rostrata 

1 I 

I 
Souches de Rhizobium I 

Plantes hôtes ORS5711 GN 111 GN 151 GN 171 GN 20) Ram 11 Ram 21 Nem 11 F 9 1 Zig 1 
I I I I I I I I I 

I 

Sesbania rostrata 

Sesbania paludosa 

Sesbania pubescens 

I Sesbania aculeata I 
I ISesbania 

I Sesbania sesban 

Sesbania cannabina I 
I Sesbania emerus I 
I I I I I 

E: efficiente 1: inefficiente 

0 : pas de nodulation 



.6-8 

3.8. Activité nitrogénase in vitro, de différentes - - 

souches de Rhizobium en fonction de la - - - - 

tension dl oxygène - 

Les résultats suivants ont éte obtenus (tableau 7) : 

- 4 souches ont une activité maxpmale en présence de 

d'o,xygène comme ORS 571 : GNll, GN15, Bam 1,et Bam 2, 

- les souches GN17, GN20, F9 et Z 

maximale en pre-sente de 5% d'oxygene, 

igl ont une activ 

- l’activite réductrice d'acétylène 

nuIIe aux deux tensions d’oxygène. 

de la souche Neml 

3% 

ité 

est 

3.9.Evaluation de l’efficience de la symbiose - -- 

caulinaire entre différentes souches de - 

Rhizobium et S. rostrata . -- 

Les résultats obtenus (tableau 8) montre,nt que la majorité 

des souches testés sont toutes capables d'induir la formation de 

nod,ules caulinaires effectifs sur les tiges de S. rostrata. - 

Les plantes inoculées avec la souche Neml presente 

l’activite réductrice d’acetylene la plus faible (27 umoles/ C2 H4 

/h/plante) elle est de 96 Amoles/ C2H4 / h / plante avec l.a souche 

de référence ORS571. 

Le poids de matière sèche est de 5g/plante pour les plantes 

inoculées avec la souche Neml contre 299 pour les plantes 

inoculées avec la souche ORS571. 

L’azote total par plante varie dans le même sens: 0.06 g 
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Tableau 7. Activité nitrogénase de souches de Rhizobium 
en présence de différentes tensions d'oxygène 

Souches 

ORS 571 

GN17 ' 

CN 20 

GN 15 

GN 11 

F9 

Zig 1 

Bam 1 

Bam 2 

Nem 1 

Activité nitrogénase 
( pmoles C2H4 /mn/mg protéine) 

A,-02 (97% - 3%) Ar - 02. (95% - 5%) 

77 44 

33 96 

40 50 

42 18 

21 10 

40 80 

44 68 

30 ’ 
7 - 



Tableau 8 . Comparaison de l'efficience de la symbiose entre Sesbania rostrata 
et différentes souches de Rhizobium isolées de S. rostrata 

-. 
1 Parties aériennes Activite Réductrice d'kétylène 1 
I 
1 Souches Haytejr Pei.& soc Azcgte 

- Nodules Par plante Par g de nodules 1 
Azote total poids sec 

cm (g/plante) 0 (g/plante) (&Plante 1 
(rmolsC2H4h-1)(pmolsC2H4g~1h-1) 1 

I I 
j ORS571 

I 
GN 11 

147,o f 29,O f ~56 

98,O b. 12,s b 2,59 

142,0 c 18,s d 2,47 

13.1, 0 d 27,O f 2,39 

141,0 e 28, s f ‘2,60 

130,O d CL0 e 2,49 

137,O de 28s f 2,19 

57,O a ‘5,O a 1,23 

IF9 
I Zig 1 

I 

125,O cd 18,0 d 2,63 

121,0 c 14,s c 2,37 

0,74 e 

0,32 b 

0,45 c 

0,64 d 

0,74 e 

0,62 d 

0,62 d 

0,06 a 

0,47 c 

0,34 b 

1,00 d 

1,OO d 

0,55 b 

0,80 c 

1,lO d 

O,g6 cd 

1,lO d 

0,41 a 

1,26 e 

0,73 c 

96,o d 

90,o c 

91,o c 

89,o c 

123,0 f 

97,s d 

81,s b 

27,O a 

133,5 e 

80,s b 

96,O d 

90,o c 

182,o g 

ll,o f 

112,0 f 

101,s e 

74,O b 

66,0 a 

106,O ef 

110,o f 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes 

(P = O,Os) (Test deDUNCI\N, 1955). 



avec la souche N,eml contre 0.74 g avec la souche ORS571. 

Les résultats contenus dans le tableau 8, montrent que 

l'ensemble des mesures effectuées sur les plantes inoculees avec 

la souche Neml sont les plus faibles ( cf. en particulier la 

hauteur des plantes fig. 6) 



Fig. 6 : Inoculation de S. rostrata 
avec deux souches de Rhizobium 
Nem 1 = souche inefficiente 
GN20 = souche efficiente 



Tableau 9. Récapitulatif des caractères phénotypiques des souches de I&i zobitun étudiees. 

r I I I Souches de Rhizobitm testées 

i ions 571 1 1 I I I 
I Caractères Isouche de 1 ~LUI 1 

I I 
GN 11 2i.g. 1 I Nrm 1 1 F 9 1 GN17 CN 15 GN 20 Dam 2 

référence 
I \:,+.y; Y;” _ , _ 

Chloramphznicd/ - I - I : 1 - 
3 Novobiocine 

I 

I Fluorescence 
I I avec anticorps 

1 Ons 571 

I I 
l’Sensibilit5 1 
1 aux phages l1.511 Sensibles 
I et 1152 I 

1 1 1 I ! 
1 Piasraidcs I I I 

1 I I I I i 
I 

5,5.106 d 

plasmi1 8,0.106 d , - , - , - , - 

dique 

* AntibiAtiques (+) : souche résistance, (-1 : souche sensible 

1; Furadancine, 2: C~~loralnphenicole, 3: Novobioçihe. 
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4.DISCUSSION ET CONCLUSIONS - 

L'ensemble des caractères phénotypiques étudiés pour les dix 

souches de Rhizobium isolées de S. rostrata permet de conclure - 

qu'il y a au moins huit souches differentes capables d'infecter 

cette légumineuse tropicale. La,souche Baml est par contre la 

seule à posseder Ies mêmes caractères phénotypiques que la 

souche de référence ORS57l.(tableau 9). 

Les souches forment en général des colonies circulaires 

blanches et opaques. Cependant la souche Neml forme des colonies 

muqueuses et la souche F9 des colonies sèches. 

Les souches étudiées présentent une grande homogénéité en ce 

qui concerne l’utilisation des substrats carbones. 

La résistance naturel le aux antibiotiques du groupe des 
. 

Beta-lactamines et la sensibilité aux Aminosides confirme-ntles 

résulats déjà obtenus avec la souche ORS571 (Dreyfus, 1982) et 

sem’bl ent être une caractéristique des souches isolées de S. - 

rostrata. Cependant la souch.e GN15 est sensible à la novobiocine 

et résistante au chloramphenicol et la.souche GN17 résistante à 

la furadantine. 

Un seul Rhizobium étudié possède à sa surface les récepteurs 

des phages RSl et RS2. Les souches résistantes peuvent être soit 

des' mutants spontanes devenus résistants aux phwes, soit des 

souches qui n'ont jamais possedé les récepteurs spécifiques de 

RSl et RS2. La fréquence des mutants spontanes de ORS571 qui 

résistent à RSl et RS2 est relativement élevee, environ 1% ( D. 

Bogusz, communication personnelle). 

Les souches GN15, GN17 et Baml, paraissent avoir le même 

contenu plasmidique que ORS571 5,5 106 Dalton. Les souches 
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suivantes ont un contenu plasmidique different de ORS571 il 

s'agit de F9, 8 106;GN Il et Zigl, 12 106. II serait nécessaire de 

procéder à la purification de ces plasmides et à l'analyse de 

leurs cartes physiques, afin de préciser le degré de parente 

d'une souche à l'autre. Trois souches ne possèdent pas de plas- 

mides (Bam2, Neml et GN20). La différence du contenu plasmidique 

entre les souches suggère une diversité au niveau des souches 

nodulant S. rostrata. - 

Pour l'instant aucun caractère phénotypique ne peut être 

attribué à ces plasmides. La presence des petits plasmides' de 

masse moleculaire identique à .ORS571 ne confère pas la sensibili- 

té aux phages RSl et RS2. De même nous n'avons pu relier la 

présence d'un plasmide à la resistance aux antibistiques et à 

l'utilisatian des substrats carbones. 

Chez les Rhizobium à croissance rapide, des fonctions 

importantes comme la fixation d'azote et la nodulation sont 

portées par des plasmides de masses moléculaires élevées (Corbin 

et al. 1983 ; Downie et al. 1984 ; Bender et a1.,1986). D'e tels -- -- -- 

plasmides n'ont pas été observes chez les Rhizobium à croissance 

lente (Haugland et Verma, 1981 ;Masterson et al., 1982). -- 

Chez les Rhizobium à croissance lente les gènes nif ont été 

localisés sur le chromosqme; Chez ORS571, ces gènes sont égale- 

ment chromosomiques, (Donald et al., 1986). -- 

L'étude des parentes antigeniques des souches de Rhizobium 

nodulant S. rostrata - a permi de mettre en evidence trois groupes 

de Rhizobium. Les souches GN15, Baml, Bam2, Neml, et F9 donnent 

une fluorescence maximale avec l'anticorps anti ORS571 ; la 

souche GN17 présente une fluorescence intermédiaire ; les souches 



GN20 > GNl 1, et Zig1 ne fluorescent pas. L’utilisation de techni- 

ques plus fines telles que la technique E.LI.SA. (Kishinevsky et 

Bar-Joseph, 1978) est nécessaire pour confirmer ces résultats. 

Parmi les espèces de Sesbania testées pour l'étude du 

spectre d'hôte, S. paludosa est la seule avec laquelle la - 

majorité des souches établissent une symbiose efficiente. La 

souche Neml est la seule à établir une symbiose inéfficiente 

aussi bien avec S. rostrata qu'avec S. paludosa. - - 

L'étude de l’activité ni trogenase en condition de- 

dérépression montre que les souches GNll, GN15, Baml et Bam2 

présentent une activité de réduction d'acétylene maximale en 

présence de 3% d'oxygène comme la souche ORS571. Par contre les 

souches GN17,GN20, F9 et Zig1 présentent une activite maximale à 

5% d'oxygène et apparaissent donc plus tolerantes vis à vis de 

1 ‘oxygène. L'aptitude à fixer l’azote en culture libre semble 

être une caractéristique commune à la. majorité des Rhizobium 

nodulant à la fois les tiges et les racines de S. rostrata . La - 

souche Neml qui ne présente pas d’activité reductrice d’acétylène 

a u ss i bien en symbiose qu’en condition de dérépression pourrait 

être un mutant nature1 nif-. 

Afin de définir le degré de parenté entre les souches étu- 

diées, i1 serait intéressant d'effectuer sur les differentes 

souches de Rhizobium isolées de .S. rostrata une étude de taxono- - 

mie moléculaire analogue à celle effectuee par Stanley et al. -- 

(1985) sur 10 souches de Rhizobium *japonicum. Cette étude basee 

sur la comparaison des sites de restriction dans les gènes nif et 

nod de souches de R.japonicum a permis de mettre en évidence deux 

lignées évolutives. 



CHAPITRE II - 

EFFET DE L'AZOTE COMBINE SUR LA SYMBIOSE ENTRE 

RHIZOBIUM ET SESBANIA ROSTRATA 





79 

1:INTRODUCTION 

En présence d'une Iégumineuse hôte spécifique,les bactéries 

du genre Rhizobium peuvent induire la formation de nodosites 

fixatrices d'azote. L'azote fixé participe pour une part 

importante à la nutrition azotee de la plante, mais ne peut à lui 

seul couvrir la totalité de ses besoins. 

Dans la pratique, une dose ' starter ' d'azote minera1 

apportée au semis peut éviter la depression azotee qui suit 

I'epuisement des réserves de la graine, et precède 

l'établissement d'une symbiose efficiente. Cependant, il est,bien 

établi que des concentrations élevées d'azote combine dans le sol 

ou dans un milieu de culture synthetique, exercent un effet 

inhibiteur sur les differentes phases du processus d'infection et 

sur le developpement des nodules (Dart, 1977 ; Gibson, 1976 ; 

Munns, 1977 ; Rigaud, .l981). Le degré de l'inhibition peut varier 

selon la dose d'azote appliquée , les conditions de culture des 

plantes, la nature de la légumineuse (Harper et Gibson, 1984) et 

le type de microsymbiote (Gibson, 1976; Mc Neil, 1982 ; Nelson,- 

1983). Plusieurs hypothèses ont ét6 avancées pour expliquer cette 

inhibition, Les premières phases de l'infection (attachement du 

Rhizobium, courbure du poil% absorbant, émission de cordons d'in- 

fection) sont,inhibées par l'azote combiné (Munns, 1968 ; Dazzo 

et Brill, 1978). Le caractère localisé de cette inhibition a ét4 

mis en évidence par Hinson (1975), Car011 et Gresshoff (1983), en 

utilisant la technique de culture dite II split root". 



Kefford et al. (1960), Libbenga et Torrey (1973) ont montré -- 

w  I’auxine AIA (acide indol acetique) intervenait dans le 

processus d’infection par les poils absorbants. C'est pourquoi 

Tanner et Anderson (1964) et Munns (1968) ont proposé l'hypothese 

selon laquelle les nitrites provenant de la reduction des 

nitrates inhiba ient la nodulat ion en accelérant la destruction de 

L'AIA. 

L’azote combiné provoque souvent une diminution de 

l’activité - nitrogénase .des nodules (Pate et Dart, 1961 ; 

Oghoghorie et Pate, 1971 : Houwaard, 1978). Celle-ci est souvent 

attribuée à la compétition qui pourrait s’instaurer entre les 

deux systèmes de nutrition azotee pour l’utilisation des 

photosynthétats (Small et Leonard 1969 ; Latimore et al., 1977 ; A- 

Houwaard, 1980 ; Wong 1980). Certains produits du metabolisme des 

nitrates, les nitrites probablement, ont un effet dépressif sur 

l’activité de la ni trogenase et sur la structure de la 

léghémoglobine (Kennedy et al., 1975 ; -- Rigaud et Puppo, 1977 ; 

Bjsseling et al., 1978 ; Streeter, 1981). -- 

Dreyfus et Dommergues (1980), ont mis en évidence la non- 

inhibition de la nodulation caulinaire en presence d'azote 

combiné chez Sesbania rostrata. 

Dans ce chapitre nous avons etudie l’i’nfluence des 

différentes formes d'azote combine sur la symbiose entre 

Rhizobium et S. rostrata, pour cela nous avons utilisé - plusieurs 

dispositifs pour la culture des plantes, et diverses sources 

d'azote combine. 
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A l’aide de la microscopie photonique et de la microscopie 

électronique, nous avons également 6tudié la structure et I'ul- 

trastructure de nodules caulinaires développés en présence 

d'azote combiné. 
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2.MATERIEL ET METHODES - 

2.1.Germination des graines 

La germination des graines de S. rostrata ne peut être obtenue - 

qu'apres scarification. Les graines peuvent être scarifiées soit 

par traitement. à l'acide sulfurique concentre, soit par abrasion 

en présence de sable siliceux. 

- Le traitement a l'acide sulfurique permet de sca- 

rifier les graine tout en les sterilisant, il consiste a immerger 

les graines dans l'acide sulfurique concentré pendant 30mn ; les 

graines sont ensuite abondamment rincees a l'eau distillée. 

- Le second traitement consiste à .melanger les 

graines à un égal volume de sable siliceux dans un mortier et à 

triturer le mélange à l'aide d'un pilon ; on arrête l'operation 

lorsque Ies graines sont suffisamment abrasees. 

Dans le cas de cultures steriles, on utilise le traitement.à 

l'acide sulfurique : les graines sont ensuite déposees en boîte 

_,~ de Pétri contenant de l'eau gelosée ( 5g/l d'Agar) . Quand les 

radicules atteignent l'a 2 cm de long (après environ 48h), on les 

introduit aseptiquement dans les tubes de culture. 

Dans le cas de cultures non steriles, on utilise l'un ou 

l'autre traitement, puis les graines sont mises à germer sur 

papier filtre humide ou directement sur sol humide. 

2.2.Milieu de culture des plantes - 

Pour la culture des plantes en tubes et en vase de végéta- 

tion, nous avons utilise le milieu decrit par Bethlenfalvay et 



Phillips (1978) auquel nous avons apporté quelques modifications. 

II contient (par litre de milieu) : K2C03 , 0,289 ; K3P04 (2H20), 

0,5g ; Mg 50,(7H,O), 0,259 ; FeC13: 031 g ; H3BO3 , 2,86 mg ; 

MnSO* (4H20), 2,03 mg ; ZnSO4 (7H20) , 0,20 mg ; CuSOy(5HzO) , 

st stér 0,80mg ; Na Mo04(4H20), 0,09mg ; pH : 6,8. Le milieu e 

sé 20 minutes a: 120°C. 

ili- 

2.3.Dispositifs de culture des plantes 
- 

2 
Les différentes experiences que nous avons effectuées ont 

nécessité l'utilisation de trois dispositifs de culture de plan- 

tes. 

2.3.1. Culture hydroponique 

Nous avons procéde à la modificat ion du d isposi tif de 

culture de Gibson décrit par Vincent (1970). Les -modifications 

ont eu pour but d'ameliorer l'aseptie du systeme et d'en 

faciliter la manipulation. Le dispositif utilisé (fig. 7) est 

constitue d'un tube Pyrex de 2,2 x 220 mm comportant un orifice à. ..,. 

sa partie inferieure obturéepar un bouchon vacutainer (B.D. 

Merieux) permettant l'évacuation du milieu de culture et d'une 

tubulure latérale dans sa partie superieure (tube de 12 mm) 

également obturé par un bouchon vacutainer, destiné à l'apport de 

milieu . Une couche d'e laine de verre reposant sur quatre points 

de Vigreux, sert de support a la plantule. 

Pour éviter le dessechement de l'enveloppe cotylédonnaire et 

permettre aux cotylédons de se liberer facilement, une at.mosphère 

humide est nécessaire pendant 48 heures. Pour cela on place un 

tube Pyrex de 25 x 150mm a la partie superieure du tube de 22 x 

220mm. L'ensemble du dispositif est autoclave pendant 20 minutes 



a4 

a- 

b- 
C- 

d/ 

. 

f- 

- -  

I  

.  - - .  

- .  .  

- -  -  

- -  

me 

- -  -  

- . .  . -  

s - -  

-a- 

-  . - -  

- - .  

- - -  

-  - -  

-  - -  

w-v 

-  . -  -  

h 

7 Fig. - 'Dispositif de culture 

. . e -  

- m I m I  

-  -  

-  . - . .  

- -  

-  L - . - . -  

A.- 

-  -  __.- - 
J 

hydroponique 

a = tube en Pyrex 25 x 150 mm 

b= graine prégermée 

C = laine de verre 

d= point de Vigreux 

e = tube en Pyrex 22 x 220 mm. 

f = orifice d'évacuation obturé par un bouchon Vacutainer 

g = orifice darrosage obturé par un bouchon Vacutainer 

h = tubulure latérale 

i = sable hydrofugé. 



a( 12O'C avant ut ilisat ion. 

Après germination des g'raines sur eau gélosée en boîte de 

Pétri, les plantules sont transferees aseptiquement dans le dis- 

positif de culture. Lorsque la plante atteint 3cm environ, un 

joint de sable paraffiné sterile est coulé au niveau du collet 

(le sable paraffiné est obtenu en mélangeant 1 kg de sable a 6 g 

de 'paraffine rendue liquide (60°C) puis dissoute dans 100 ml de 

benzène ; le mélange obtenu est maintenu sur plaque chauffante 

pour éliminer le benzène). Dans ces conditions, les racines se 

développent en conditions aseptiques alors que la tige et les 

feuilles sont à l’air libre. 

Afin d’étudier l’effet de l’azote combiné sur la symbiose 

entre Rhizobium et. 3. rostrata,' les plantes soie maintenues - 

pe,ndant 4 semaines sur milieu minéral contenant 2 mM-N ; après ce 

temps, le milieu est remplacé par un milieu contenant : 0 ; 3,0 ; 

670 ; ou 12mM-N sous forme NHL,NO~ ; Ca (N03)*(4H20), ou NH4CJ. 

Chaque traitement comporte 6 repétitions. 

, 

Les plantes sont placées en chambre de culture ( éclairement 

au niveau des plantes 12000 Lux environ, photopériode 14h 

d’illumination, température comprise entre 28°C et 32°C. Les 

mesures de réduction de l’acetylene, le dosage d'azote total et 

la détermination du poids sec des plantes sont effectuées 3 

semaines après l’inoculation. 

2.3.2.Culture en vase de vegetation --- 

Un dispositif de culture a été mis au point pour permettre 

une croissance optimale des plantes (‘il est decrit à la fig. 8). 



Fig. 8 : Dispositif de culture des plantes avec apport continu de milieu nutritif. 

- Quatre seaux (A) d'une capacite de 20 litres chacun contenant du milieu neuf 
- Quatre distributeurs (.!I) en canne de verre de 7 mm muni chacun de cinq tubulures 

laterales permettant d'arroser simultanement cinq pots. 
- Cinq p,ots (E) sont disposes SOUS chacune des tubulures des quatres distributeurs 

(soit 20 pots au total). Les pots disposent a leur base d'un orifice relie a un 
collecteur (F) permettant de recueillir simultanément les milieux.non utilisés 
par cinq plantes. 

-Les quatre seaux contenant du milieu neuf et les quatres distributeurs de milieu sont 
relies a une pompe péristaltique (DESAGA) (C) par des tuyaux souples en P.V.C. 

- Le debit de la pompe est réglé de manière à assurer un apport de milieu neuf de 
300 ml environ par plante et par 24h. 



Pour éviter l'effet depressif que l'engorgement du sol peut 

exercer sur l'activite des nodules racinaires (Sprent 1971), les 

pIantes sont cultivees sur un melange de sable et de gravier dans 

des pots munis d'un système permettant une parfaite percolation. 

Après 4 semaines de culture on procède a l'inoculation des tiges 

et des racines avec la souche de Rhizobium ORS571. (cf. paragra- 

phe 2.4. de ce chapitre) 

L'arrosage des plantes est assure par une pompe péristalti- 

que avec une solution nutritive comportant la base minérale du 

milieu décrit au paragraphe 2.2. diluée 5 fois, et différentes 

concentrations en azote : 0 ; 1,5 ; 3,0 et 6,0 mM NHqN03 ,soit 

l'équivalent de :O ; 3,0 ; 6,0 et 12 mM-N. Le debit de la pompe 

péristaltique est ajusté de manière a maintenir constantes les 

concentrations d'azote (300ml de milieu par jour et par pot). Il 

y a une plante par pot et 5 pots par traitement. 

Les paramètres lies à la symbiose (poids sec des plantes et 

des nodules, nombre de nodules, activité réductrice d'acetylène 

et azote total des plantes) sont mesurés après 7 semaines de 

culture, 3 semaines après l'inoculation des tiges et des racines. 

2.3.3.Culture sur sol en cylindre --- 

Les plantes sont cultivées dans des cylindres en P.V.C. de 

30 cm de diamètre et 6i3 cm de hauteur à raison de 4 plantes par 

cylindre. Les cy1indre.s sont hermetiquement fermés a leur partie 

inférieure, enfouis dans le sol en place jusqu'à 10 cm au bord 

supérieur et remplis de 32 kg de sol de la station de Bel- Air 

dont les caracteristiques physico-chimiques sont données en 

annexe. 

_. 
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Fig. 9 : Dispositif de culture de 
S. rostrata sur sol 



Deux doses d'azote minéral ont été utilisées : 2.25 et 4.509 

d' urée par cylindre , soit Ilequivalent de 150 et 300 kg-N/ha. 

Cette expérience a comporté 5 traitements avec 3 repetitions 

(1) témoin sans apport d'azote. 

- application de l'urée au semis: 

(2) 15Okg-N/ha ; (3) 300kg-N/ha. 

-application de l'urée trois semaines après le semis 

au moment de l'inoculation: 

(4) 150kg-N/ha ; (5) 300kg-N/ha. 

les mesures des paramètres suivants: hauteur, poids sec des 

pIan,tes et des nodules ,azote total et activité réductrice d'acé-b:, 

tylène sont effectuées après 7 semaines, soit 3 semaines a p r 6 s 1.) ,/ 

inoculation des tiges avec la souche de Rhizobium ORS571. 

2.4.Inoculation de S. rostata -- 

Les tiges et les racines sont inoculées avec une culture de 

Rhizobium en phase exponentielle de croissance (environ 108 

bacteries/ml). 

2.4.1.Inoculation des tiges -- 

Lorsque les plantes sont cultivées en chambre de culture ou 

en serre, les tiges de S.rostrata sont inoculées en badigeonnant 

les sites de nodulation avec un pinceau fin préalablement trempé 

dans une culture de Rhizobium. 

l'exterieur 

Rhizobium à 

- Les tiges des plantes 

) sont inoculees par pulvér 

l'aide d'un pulverisateur. 

cultivées en cylindre (a 

isation avec une culture de 



2.4.2.Inoculation des racines 

- Les racines des plantes cultivees en tube (dispositif de 

culture hydroponique fig. 7) sont inoculées en introduisant asep- 

Rhizobium par la tubulure 1 ate- tiquement 0,lml d’une culture de 

ra:l.e du dispositif de culture. 

- Les racines des plantes CU ltivees sur so en cylindre ou en 

vase de vegetation sont inoculées en arrosant les racines avec 

une culture de Rhizobium. 

2.5.Etude structurale de nodules caulinaires - 

développés en présence d'azote combine - 

(NH*) _s04 JJJ x3,. -- 

Des plantules de. S. 
. 

rostrata sont cultivées en tube dans le - 

mi’1 ieu liquide dont la base minérale est decrite au paragraphe 

2.2. de ce chapitre. L’inoculation des tiges par le Rhizobium 

ORS571, a lieu 4 semaines apres la mise en culture des plantes, 

elles sont ensuite maintenues dans des milieux comportant diffé- 

rentes concentrations d’azote (0 ; 3,0 ; 6,O ;12 mM-N) apportées 

soit sous forme de (NH,),SO,OU de KN03; les plantes témoin sont 

cultivées sur le même milieu sans azote . 

Des noduies caulinaires en cours de formation sont prélevés 

tous les 2 jours pour l'étude structurale en microscopie 

photonique. La mesure de I'activite reductrice d'acétylène des 

nodules caulinaires est effectuee 3 semaines après l’inoculation 

sur des plantes de 7 semaines. 

2.5.1.Microscopie photonique 

La fixation des nodules est assurée par le me lange de 



91: 

Nawashine (Lison, 1960). Le matériel est ensuite rincé à l'eau du 

robinet pendant 24h, puis déshydraté durant 5 a 10 minutes dans 

une serie de bains d'ét'hanol . Nous employons successivement des 

solutions d'éthanol à 30%, 50%, 70%, 80%, 95% et 100%. Après 

déshydratation le matériel est inclus dans du Paraplast (Brun- 

swick laboratory). On réalise ensuite au microtome des sections 

longitudinales et transversales d'environ 10 ,um d'épaisseur. 

Après avoir été déparaffinées par chauffage modéré et réhydra- 

tées,elles sont colorees à l'hématoxyline de Régaud ou au Paragon 

(Lison 1960). les lames sont ensuite déshydratées, par traitement 

à l'alcool et au toluene avant d'être montées dans le baume du 

Canada. Les coupes sont observees au photomacroscope Wild M 400 

et au microscope photonique Nikon Labophot. 

2.5.2.Microscope électronique a transmission 
<_ 

- 

Des coupes ultrafines sont réalisees après fixation des 

nodules p'endant 4h dans du glutaraldéhyde en solution à 4% dans 

un tampon cacodylate de sodium a pH 7 (Sabatini et al., 1963). -- 

Les échantillons sont ensuite fixés pendant 4h par le 

tétroxyde d'osmium en solution a 1% dans un tampon cacodylate de 

sodium. Le matériel est inclus dans 1'Epon. Les coupes ultrafines 

sont observées au microscope electronique Siemens Elmiskop 101 

après contraste par l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb 

(Reynolds, 1963). 
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3.RESULTATS 

3.l.Effet de diverses sources d’azote combine sur la -- -- 

fixation d'azote par S. rostrata en culture -- - 

hydroponique 

3.1.1.Effet de NHGN03 - - 

-Estimation de la consommation d’.azote par -- 

Sesbania rostrata 

- Après l’inoculation des tiges et des racines à 4 semaines, 

le milieu de culture des plantes est renouvelé tous les jours. Un 

prélèvement est effectué sur le milieu restant avant chaque 

renouvellement pour doser l'azote. L’azote ammoniacal est dose 

par le réactif de Nessler, et l’azote nitrique par l'acide 2-4 
. 

disulphonique (Jackson, 1958). 

concentrations 

Les résultats figurant dans les tableaux 10 et il et la 

figure 10 montrent I’evolution de la consommation d’azote par S. - 

rastrata en culture hydroponique en présence des différentes 

d'azote combiné ( 0 ; 1,5 ; 3,0 ; 6,0 ; 1OmM 

NH4,N03), soït I'equivalent de : 0 ; 1.5 ; 3.0 ; 6.0 ; 20 mM-N. 

Dans le tableau 10, sont figurees les quantités d'azote 

apportées au cours de renouvellements successifs du milieu 

nutritif ainsi que les quantités d'azote consommees par S. - 

rostrata. Chaque chiffre represente le cumul des quantites 

d'azote apportées ou consommées : 5, 10 , 15 , 20 jours après 

1’ inoculation. Les pourcentages d’utilisation de 1 l azote 

correspondants ont eté figures dans le tableau 11. 



Tableau 10. ---_--_ Estimation de la consommation d'azote par S rostrata pendant 20 jours 
à compter du jour de l'inoculation. 
(L'inoculation des tiges et des racines a eu lieu au.28Ame jour). 

I 
1 Jours après 
1 inoculation 

Concentration d'azote (NH4N03) 

l,!hM 3mM 6mM 1omM 

I 

I 
SN apporté 

(mg) 
-::-::-N utilisé N apporté N utilisé N apporté N utilisé N apporté Nutilisq 

1 
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) * (mg) 

! o-5 8,6 34;2 19,2 
(mg) I 

894 17,l 15,3 57,l 38,4 I 

j S-10 ii, 

1 

17,l 1 34,l 27,3 68,s 36,2 c 114,2 6226 1 
I 

I . l0 - l5 27,2 27,7 . 54,4 39,3 108,B SO, 6 181,4 8321 

! 37,2 

( 
15 - 20 37,2 74,5 51,2 149,8 67,7 24836 9729 I 

+j Quantité apportée en 5, 10, 15 et 20 jours. 

3+x- Quantité d'azote utilisé en 5, 10, 15 et 20 jours. 



Tableau 11. -----_- EvoLution de l'utilisation de l'azote durant 20 jours 
chez S. rostrata cultivées en tubes en présence de --_-_------ 
différentes doses d'azote combiné (NH,,N03> 

/J ours après inoculation % Moyen d'utilisation d'azote (NH4N03) 
I 

6mM 

7 

1,SmM 3mM 1OmM 
I 

I 

o- 5 100% 89% 56% 
. 

67% 1 

f 

5 - 10 100% 71% 50% 45% ) 

! 

10 - 15 100% 59% 36% 31% i 

I lS,- 20 100% 59% 42% 

P 
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Fig. 10 : Evolution de l'utilisation de l'azote durant 20 jours 
chez S. kostrata cultivé en tube en présence de 
différentes concentrations d'azote combiné (NH4N03) 
en culture hydroponique. 

1,5 mM 1,5 mM 

I 

3mM 

0 

9 apport .d'azote 

.- . 

azote utilisé par la plante 

- .- -. _.., .- 



Ces resultats montrent qu'avec une concentration de 1,5 mM 

Ntp3, la totalité de l’azote apporté entre deux renouvellements 

est totalement consomme par S. rostrata (environ 8,6 mg-N en 5 - 

jours soit 1,72 mg-N/jour en moyenne; tableau 10). Les taux de 

consommation d’azote semblent varier selon les quantités d'azote 

apportées. Toute. fois, on observe une stabilisation de la con- 

sommation d’azote avec 3mM et 6mM NH4N03 au cours la dernière 

période de I’experience (tableau 11 ; fig. 10). Par contre avec 

70 mM on observe une baisse du taux de consommation qui passe de 

6'7% a 21% (tableau ll), cette variation peut être associée à la 

présence d'un systeme racinaire peu développe. 

Nous n'avons pas observe de difference significative entre 

les quantités d’azote consommées par la plante, sous forme nitri- . 

que ou ammoniacale 

Le déveveloppent rapide de S. rostrata entraîne une forte - 

consommation dl azote. C'est pourquoi l'effet inhibiteur exercé 

par l'azote combiné peut être sous estime dans certains cas. 

- Effet de NH4N03 sur la nodulation’et l’activite -- -- 

reductrice d’acetylene 

Les resultats obtenus(tableau 12) montrent que les plantes 

cultivées en presence de 1,5 et 3,0 mM NH4N030nt un poids sec 

supérieur au témoin sans azote. Par contre en presence de 6, OmM 

et 10 mM NH4N03, on constate une diminution du poids sec des 

plantes qui peut être associe a la diminution du taux de consom- 

mation observé ci-dessus. 

L'azote combiné exerce un effet inhibiteur tres marque sur 

l’activité réductrice d’acetylène (ARA) de nodules caulinaires 

‘.‘_ .‘- ”  ‘. -  



Tableau : 12: Influence de l'azote combiné NH NO -----__ sur la nodulation et l'activité rkductrice 
d'acétyléne de S. rostrata en ciltare hydroponique. ----------- 

r I P.S de plante +*P.S de nodules Nombre-de ARA Activité spécifique I 

IConcentration 
I 

NH NO I 4 3 (g/Pl-l) (g/pl? nodules (pmolesC H h 24 -'pl-')(l~rnole$C~H~h-'g nod-') 1 

(mM) X3:-T W%R T -R T R T R I 

f 0 1,l a 0,036 b 0,048 62 62 ; d b t c bc c 

I 

3,37 d 
2~6 

1,5 1,96 d 0,051 I I c 0,036 b 77 c 32 b %Vi c b 92,77 c 406 b 
0,78 58,39 4130 I 

390 1,96 d 0,033 b 
I 

49 ab. . -. - 1,52 b - 45,OO b - I 
6,0 1,73 c 0,008 a - 41a - 0,14 a - 18,63 a - 

I 
I 2 
I 

1‘,58 b 0,003 a - 37a - 0,02 a - 644 a - ‘i I 
1.0 

-x P.S = poids sec 

X-3:- T = tige 

%3H R = racine 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes 

(P = 0,05) (Test de Duncan, 1955). 



Influence de l'azote combiné NH NO 4 3 sur 
l'activité réductrice d'acétylène (ARA) de 
nodules caulinaires et racinaires de 
S. rostrata en culture hydroponique e----d----- 

3 

. .m ARA caulinaire 

0 ARA racinaire 

6 

. . 
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par rapport aux plantes temoins cultivées sans azote(tableau 

1'2 , fig.11). Les taux d’inhibition sont de 15%, 55%, 95%, et 100% 

respectivement avec 1,5 ; 3,0 ; 6,0 et 10 mM NH4N03 (tableau 21). 

Ces résulats sont donc très différents de ceux de Dreyfus et 

Dommergues (1980) qui ont même observe une stimulation de I’ARA 

avec 3mM NH4N03. Un taux éleve de la consommation d’azote et une 

fréqu'ence de renouvellement du milieu insuffisante expliquent 

probablement la II non-inhibition ” observée dans ce cas. 

L'ARA caulinaire est pratiquement nulle avec 6mM et 10 mM. 

C,ependant a ces concentrations on observe des nodules caulinaires 

de très petite taille. 

L'ARA racinaire’est encore plus affecté par I'azote combiné 

que I'ARA caulinaire ; en présence de 1,5 mM . NH4 NO3 1 'ARA 

raci,naire et caulinaire' sont respectivement de 0,78 et 2,.85 

umoleslCZ H4 /h/olante. La nodulation racinaire est totalement 

inhibee par 3mM NH4N03. 

3.1.2.Effet de, l’azote ammoniacal @*fi ou - 

nitrique Ca(N03)2 4H20 

Dans les figures 12 et 13 nous avons represente l'évolution 

de I'ARA en fonction de la concentration en azote combiné. Les 

tableaux 13 et 14 présentent les résultats obtenus trois semaines 

après l’inoculation. 

Ces résulats montrent que lorsque l'azote est apporté sous 

forme ammoniacale (NH4Cl),l’augmentation des concentrations en 

diminution du poids 

1.08 avec 12mM-N ce 

azote au dessus de GmM-N se traduit 

sec des plantes qui passe de 1.67g/p 

par une 

lante a 

. 
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Fig. 12 : -- - Influence de l'azote ammoniacal (NH4C1) sur l'activité -- 
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réductrice d'acétylène (ARA) de nodules caulinaires et 
racinaires de S. rostrata en culture hydroponique. --------w-e 
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Fig. 13. Influence de l'azote nitrique Ca(N0 ) -- - -- 3 2’ 4H20 

sur l'activité réductrice d'acétylèke (ARA) 
de nodules caulinaires et racinaires de 
S rostrata en culture hydroponique. -A--------- 

5 

4 

m ARA caulinaire 

0 
ARA racinaire 



Tableau 13. Influence de l'azote ammoniacale (NH4C1) sur la nodulation et 1IActivité 

Réductrice d'Acétylène de S. rostrata en culture hydroponique 

1 PS de plante *PS de nodules Nombre de ARA Activité spécifique 

1 Concentration NH 
I 

I (mM) 4 
Cl k/Pl-l) wp1-3 nodules 

I 

(pmolej C2H4hV'plT1) (wnoles h-'.g nod-') 1 

-:k-:$T ;HHC-R T R T R T R 

I 

-- 
t 

0 

I 

0,89 a 0,029 c 0,035 c 28 c 78c 4,96d 3,43‘ c 171,O d '98~ c I , 
I 

3 1,47 c 0,028 bc 0,018 b 25 bc 2.5 b 2,53 c 0,83 b 90,o c . 40 b i 

6 1,67 d 0,026 b - 24b - 1,31 b - 'SO,3 b - I 
I 

I < 
I 12 

I 
1,08 b 

+t P.S ‘= poids sec 
SS:- T = tige 

-C-ii R = racine 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes 

(P = 0,O.S) (Test de Duncan, 1955). 



Tableau: 14. Influence de l'azote nitrique (Ca(N03)2,4H20) sur la nodulation et 1'Activité 

Réductrice d'Acétylène de S. rostrata en culture hydroponique. 

I 
1 Concentration de PS. de plante 3tP.S de nodules Nombre de ARA Activité spécifique 

I 

I NH4N03 (mM) 
(g PA (g Pl-3 nodules 

<C-:$T ‘,AL,C R T R 

(~molesC2H4h-1plM1) (pmoles C2H4h-'.g nod.-') 1 

I' 
,\ II <\ T R T R -- I 

0 

la5 

3 
6 

0,89 a 0,029 c 0,035 c 24 b 78 C. 4,96 d 3,43 c 171,03 d 98 c 

1,6 b 0,023b 0,019b 34c 35b 2,31 c 1,o b 100,43 c 
I 52,6 b I 

1,62 b 0,026 bc- - 26 bc 
- 

1,37 b - 52,69 b - I E; w  1,9c - -. - 

1 I 
I 

>’ 
t \  P.S : poids sec 

!k% T = tige 

3SHt R = racine 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes 

(P = 0,05) (Test de Duncan, 1955). 
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.qui équivaut à 12mM NH&1 (tableau 13). 

Par contre lorsque les mêmes quantités d'azote sont 

apportées sous la forme nitrique (Ca(NOj) 4H20 ,on constate une 

augmentation du poids sec des plantes, il passe de t.Gg/plante 

avec GmM-N a l.gg/plante avec 12 mM-N ; ces quanti tés d'azote 

étant respectivement equivalentes a 3mM et 6mM Ca(NOj)* 4H2 0. 

(tableau 14). 

Ainsi donc l’azote nitrique semble exercer une stimulation 

de la croissance de 5. rostrata. - 

L'effet dépressif exerce par l’azote ammoniacal pourrait 

provenir de I’acidification du milieu de culture que l'on observe 

généralement avec cette source d'azote (Rys et Phung, 1984). 

Le poids sec des nodules racinaires est plus - affecte par 

I'azote combine que‘ celui des nodules caulinaires. En presence de 

1,5mM Ca(N03)2 4H20 ou de 3mM NH,Cl, le poids sec des nodules 

racinaires diminue de 50%; par contre celui des nodules cauli- 

naires varie peu par rapport aux temoins (tableau 13 et 14). 

Le taux d’inhibition de 1’ARA racinaire est d’environ 70% 

avec 3mM-N apportés sous forme ammoniacale ou nitrique par contre 

au niveau caulinaire on observe un taux d’inhibition plus bas 

(environ 50% ; tableau 21). 

3.1.3.Effet de l'azote ammoniacal NH!Cl ou - nitrique - , 

ca(No3 ‘2 - -27 - 4 H 0 sur I’activite de nodules cauli- - 

naires et racinaires matures - 

Les plantes sont cultivées en tubes a l’aide du dispositif 

de culture précédemment decrit (paragraphe 2.3.1) en presence de 



ImM d’azote , les plantes sont inoculées a 4 semaines l’activite 

réductrice d'acetylène des nodules atteint son optimum, 3 semai- 

nes après. A ce stade,les bouchons qui obturent la partie infé- 

ri eure des tubes sont retires. Les tubes sont transferés dans 

des récipients d'une capacité de 4,5 litres contenant 4 litres de 

ia solution nutritive décrite au paragraphe 2.2.(ce volume permet 

d'immerger une partie du système racinaire et éviter ainsi l’as- 

phyxie de la majorité des nodules’racinaires situes au niveau du 

collet). 

L’expérience comporte trois traitements et 12 répétitions. 

Le traitement témoin reçoit 12 mM de Ca Cl, ,les deux autres 

traitements correspondent a un apport d'azote de 24 mM-N sous 
. 

forme nitrique (12mM Ca(NC3)2 4H20 ou ammoniacal (24 mM NQCI). 

Les mesures de l’activite réductrice d'acétylène, et la 

détermination du poids sec des nodules, sont effectuées à inter- 
,’ 

,‘valle régulier(, 2, 4, et 6 jours apres le transfert des plantes 

sur milieu azoté). Chaque mesure est effectuee avec 4 plantes Par 

traitement. 

Dans les figures 14 et 15 nous avons represente l’évolution 

de I’ARA spécifique des nodules caulinaires et racinaires. Les 

taux d'inhibition correspondants,calcules par rapport aux témoins 

ont été reportes dans les tableaux 15 et 16. 

Le transfert des. pIantes sur milieu azoté contenant 24mM 

M-14C1 ou 12mM Ca(N03)2 4H20 , se traduit par une diminution de 

1’ARA spécifique des nodules au bout de 6 jours. Cependant les 

taux d’inhibition restent relativement sta,bles au niveau des no- 

dules caulinaires , environ 60% avec NH&1 et 46% avec Ca(NO3 )2 



Tableau : $5:. Effet de l'azote combiné NH Cl sur 1IActivité Réductrice . . 
diA&ylène spécifique de nidules -cauli&yes et racinaires 
matures de Sesbania rostrata 

'Nombre de jours -1 -1 

I après apport 
ARAS C2H4( molesh-'g nod. pl 1 

% (-:k) I 

l 

d'azote combiné Nodules 12 mM CaC12 24 mM NH4C1 Inhibition 

I 
I 

2 +:-;t T 182,o 73,0 60% I 

)(-;t$C R 146,O 57,0 60% 

T 110,6 < 46,O 
58% ! 

71,O 17,o 76% I 
! 

R 69,0 

61% 
I 

96% [ 
1 I 

($5) Le taux d'inhibition de 1'Activité Réductrice d'hcétylène et 
calculée par rapport à l'activité des plantes témoins 

fi% T = tige 
-:H:-iC R = racine 



'I%leau:l'6 Effet de l'azote combiné &(NO )2fjH20'mr 1'Activité R&lucmce -- 
d~kétylènespécifique de ncd l2 es caülinaiiw et racinaires 
natures de Sesbniarostrxta. 

'Nombre de jours ARAS C2H4(vmol=.h-'g nod. -lp1-1) I 
I 
I 
après apport I 

IdIazote Nodules 12 mM Cab12[ i2 mM Ca(N0 ) 4H 0 32 2 Inh?biti%' 
I 

I 1 

f 
2 XL,- ,\ ,\ T 189,2 100,o 47% I 

1 

I 

);+;(-;( R 151,o SS,0 
63g I 

I I 

l 
T 131,o 77,o 41% I 

l R 94,5 15,2 83% t 

I 
I 

6 T 124,O 67,O 46% I 
I I 
I R .76,0 10,3 86% I 

-1 ARAS : ktivité Réductrice d'bkylène spécifique:(~moles~h .g ncd. -?pT$ 

(3:) : k am d'in) 'b-t' n 1 ion de YActivité Réductrice dtAcétylène est calculée par 
rappxt à l'activité des plantes témins 
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Fiq. 14 : Influence de l'azote combin6 NH4Cl sur 
l'activité réductrice d'acé<yléne spécifique 
(ARAS) de nodules caulinaires et racinaires 
matures'. 

200 

150 

100 

50 

0 
InM 

0 ARA caulinaire. 
'Témoins 

0 ARA racinaire 

0. , ARA caulinaire 
24 mM NH4y1 

a ARA ratiiriaire 
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Fiq. 15: Influence de l'azote combiné Ca(N0312, 4H20 

sur l'activité réductrice d'acétyléne spé- , 
cifique de nodules caulinaires et racinaires 
matures. 

200 

50 

0 2 4 6 
mM ' 

Ii ARA caulinaire 

0 ARA racinaire 
témtSihs 

.@, ARA caulinaire 
12 mM Ca(N03)2; 4H20 

b ARA racinaire' 

_ 



4H20 . Au niveau des nodules racinaires 1’ARA spécifique diminue 

rapidement entre le 2ème et le 6ème jour. Les taux d’inhibition 

correspondants passent de 60% a 96% avec NH4 Cl et’de 63% à 86% 

avec Ca(N4 ) 24H20 . 

3.2.Effet de -- NH,N03 sur la fixation d'azote par -- 

S, rostrata cultivé en vase de vegétation avec ----- -- 

apport continu de milieu nutritif - 

L’utilisation de ce dispositif de culture a permis d'obtenir 

une bonne croissance des plantes, leur hauteur est d’environ lm. 

Le poids sec des plantes auqmente avec la concentration en 

NH4 N03(6,45 ; 7,45 ; 8,31 et 9,38 g/plante pour 0 ; 1,5 ; 3,0 et 

6,OmM NHqNOj respectivement). Contrairement aux experiences pré- 

cédentes réa1 isées en culture hydroponique, avec 6,O mM NHqN03 

le poids de matiere sèche 

des plantes. 

En presence de 

caulinaires diminue de 

(tableau 17). 

on n'observe pas d'effet dépressif sur 

1,5 mM NH4NC$ , 

25% et celui des 

le poids sec des nodules 

nodules racinaires de 39% 

L’utilisation de ce dispositif de culture a permis d'obtenir 

une activité’réductrice d'acetylène élevee au niveau des nodules 

racinaires, elle represente 45% de l’activite totale de la plante 

alors au'avec S. rostrata cultivé sur sol inondé 1’ARA racinaire - 

ne représente sue 4% de, l’activite totale (cf. fig. 23-B; Rinaudo 

et Moudiongui, 1985). Ainsi donc grâce au systeme de culture 

utilise,l’effet dépressif excercé par l'engorgement du sol sur 

I'ARA racinaire a eté supprimé. 



Tableau: 17: Influence de l'azote combine NH NO sur l'activité fixatrice et les paramètres liés au dévelop- 
pement de Sesbania rostrata cul?ive en vase de végétation avec apport continu de milieu nutritif. 

I 
, I 

I 
'PS. de plante *P.S de nodules Nombrede ARA Activité spécifique 

Concentration de NH NO 
I 4 3 (g Pl-3 (g $9 nodules (prnolcs C H h-'pl -' I 

hM) 24 
(pmoles C2H4hV1.g nod.-') 1 

1 %-CT ‘-rt:fR T R T R T R I -- 
I 

0 6,45 a 0,lO c 0,ll c 51 c 156 c 7,72 d 

195 b 0,08 ., 7,45 bc 0,07 b 52 c 84 b 2,76 c 

3 8,31 c 0,06 b - 43b - 1,15 b 
i 

6 9,38 d 

fL3.5 c. 77,2 d 58,o 1 c 
1 

1,15 b 36,8 c 17,O b 1 

19 b 
I 

I 
I 

I 

i:- P.S. : poids sec 
3:‘,i T = tige 
it%% R = racine 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes 
(P = 0,05) (Test de Duncan, 1955). 
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Fig. 16. Influence de l'azote combiné NH NO -- ---- 4 3 sur 
l'activité réductrice d'acétylène TARA) de 
nodules caulinaires et racinaires de 

. s rostrata cultivé en vase de végétation -'-----,,,- 
avec apport continu de milieu neuf.. ~ 

6 

155 3 

ARA caulinaire 

ARA racinaire 

6 mM 
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Fig. 17 : Effet de l'azote'combiné sur la 
nodulation caulinaire de S. rostrata cultivé 
en vase de végétation en présence de difféfentes . 
concentrations d'azote combiné (NH4N03) 

A: OmM-N' ; B: 3mM-N i c : GmM-M ; D = 12 mM-N. 



I La nodu lation racina ire est camp létement inh ibée avec 3mM 

NH 4N0 3 ,A cette concentration, on observe une diminution de la 

taille des nodules caulinaires (fig.17; Moudiongui et Rinaudo, 

1987). 

D'une manière générale I'effet inhibiteur de l'azote combiné 

sur I'ARA reste plus marqué au niveau racinaire qu'au niveau 

cauIinaire(fig.16 ). Avec 1,5 mM NHqN031es taux d'inhibition sont 

respectivement de 81 et.64% (tableau 21). 

3.3.Effet de l'uree sur la fixation d'azote - -- 

par 3. rostrata cultivé sur sol en cylindre -- --- 

Les résultats obtenus (tableaux 18 et 19) montrent que la 

période choisie pour l'apport de I'uree n'a we très peu 

d'infIuence sur l'ensemble des paramètres mesurés.' L'ARA 

caulinaire n'est pas affectée, cependant on remarque qu'avec 150 

Kg-N/ha 1'ARA caulinaire et la teneur des plantes en azote sont 

é-levées. 

Ce résultat s'explique probablement par le fait qu'en raison 

de la nutrition azotee de la plante, la teneur en azote dans le 

SQ1 diminue rapidement et n'exerce donc plus d'effet inhibiteur. 

Ce.tte diminution de l'azote du sol pourrait également provenir 

des pertes d'ammoniac par volatilisation. 

3.4.0bservations microscopiques de coupes de nodules 7 - 

caulinaires developpes en presence d'azote - 

combiné (NH,J2SOA ou KN03 -- 
5 

3.4.l.Observation au microscope photonique - 

les figures 19 et 20 représentent des coupes de nodule cau- 



Tableau 18. _--_--_ - Effet de l'azote combiné sur la nodulation et l'activité réductrice d'acktylène 
le d&veloppement de la fixation ca'ulinaire d'azote de S. rostrata cultiv6 sur sol 
avec apport d'urée au moment du semis. 

_--___----- 

; -- 
AXitité F&ucticed'Acétylènedencdules ca&rmkes Parties aériennes I 

, %!pport N-Urée Hauteur P.s de nodules Par plante 
(cm) (g/plante) (umolgC2H4gy1) 

Par g de nodulemI 1 Poids sec Azote 
1 (k/ha) (prnoles C2H4 g h- ) (g/plante) t-1 

! 1 
133 a '1,O a 23,O a 23,O a X,0 a 2,85 b 0,71 a I 

I 150 135 a 1,2 b 27,s b 23,Q a 30,O b 2,73 a 0,82 b I 

300 135 a 1,0 a 26,s ab 26,s b 30,O b 2,71 a 0,81 b I 

I 1 

3 Les plantes sont cultivées sur sol de Bel-Air dans des cylindres en PVC. . 

L'urée est apportée en dose unique 4 semaines après le semis au moment de l'inoculation des tiges. 

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes 

(P = O,OS).(Test de Duncan, 1955). 



Tableau :19 ------_ --- Effet de l'azote combiné sur la-nodulation et l'activitk réductrice d'acétylène 

de S. rostrata cultivé sur sol avec apport d'urée au moment de l'inoculation. ----------- . 

I 1 

I Activité Eductriced'Pcétylèneden&les ca&inkxs Parties aériennes I 
1 Wppwt N+&e kuteur P.S de nc&Aes Par plante 

I (kg'ha) 
(cm) (&Plante) (PmolesC H h-l) 

Par g de nodule 

24 
1, (,,~oleiI~2H4 g-lh-lj (~jp~a~t~) yfFe *'Ote tota' 

(mg'plante) I 

140 ab l,O-ab 23,0 a 23,O.a 2LO a 2,85 c 0,71 a i 
I 

157 b 1,2b . 28,O.b 23,O a 35,O b 2,71 a 0,94 b i 
I 2 

f 300 137 a 0,9 a 23,O a 25,O b' 28,0 ab 2,73 b 0,76 ay 1 cn 

*Les plantes sont 'cultivées sur sol de Bel-Air dans des cylindres de P.V.C. - 

L'LJrée est apportée en dose unique au semis. 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes 

(P = 0,05) (Test de Duncan, 1955). 
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Iinaires déveIoppes pendant 20 jours en présence de differentes 

cencentrations d'azote combiné (NH4).$04 ou KN03). 

Les nodules des plantes témoins sont bien développés : le 

tissu central (le méristème nodulaire) représente environ 38% du 

volume total du nodule (fig. 18-A). On observe au fort 

grossissement que les cellules du meristeme nodulaire, sont de 

taille importante et dans leur grande majorité envahies par des 

bactéries (fig. 18-B). 

Par contre lorsque les plantes se developpent en presence 

d'azote combiné, l'augmentation de la concentration d'azote se 

traduit par une diminution de la taille des nodules et un 

développement moindre du tissu central ; il représente environ 

25%' avec 12 mM KNO3(fig. 19-C) et 15% avec 6mM (NHq)2 SOq(soit 

de 12 mM-N) (fig. 20-C). 

Les observations au fort grossissement mettent en évidence 

une diminution 

qu'une diminut 

bactéries (fig. 

de la taille des cellules du tissu central ainsi 

ion des cellules envahies par .les ion de la proport 

19-D ; 19-E). 

Les fortes concentrations de (NH,)2S0, exercent un effet 

marqué sur la structure des nodules : on observe un fort 

décollement du cytoplasme des cellules infectées (fig. 20-D ; 

20-E ; 20-F). 

3.4.2. Observations au microscope électronique - 

Les observations faites au microscope electronique con- 

firment celles que nous avons effectuées au microscope photonique 

en présence d'azote combine, peu de cellules du tissu central 

sont envah ies par es bactéries. Aux faibles concentrations 3mM 
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50 um 

Fiq. 18 



* 

Fiq. 18 : A, B et C - Coupes d'un nodule caulinaire de 
S. rostrata développé en absence d'azote combiné. 
A. MPH. (Microscopie photonique), le tissu central 
(T.C.) bien developpé, représente environ 40% du 
volume total du nodule x 32. 
B. MPH. Le cytoplasme des cellules du tissu central 
est totalement envahi par des Rhizobium. x 200. 
C. MET (Microscope électronique a transmission), on 
observe des Rhizobium entourés d'une membrane 
péribactéroîde (MS). x 8000. 
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Fig. 19 -- 



Fig. 19 A, B, C, D, E et F - MPH; .Coupes de nodules caulinaires de & rostrata 
développesen présence de diverses cencentrations d'azote apporté sous 
forme nitrique (KN03). A et B ; 3mM - N A. le tissu central est 
moyennement développé, il represente environ 25 % du volume total du 
nodule. x 32. B, toutes les cellules du tissu central ne sont pas 
envahies par les bactéries. x 200. C et D : 6 mM-N. C, on constate ;3 
une diminution de la taille du nodule, le tissu central représente -A 
environ 20% du volume total du nodule. X 32. D, toutes les cellules 
du tissu central ne sont pas envahies par les bactéries. x 200. 
E et F : 12 mM. E, on observe une diminution de la taille du nodule, 
le tissu central clair par endroit présente un contour mal Eéfini. 
x 32. F, les cellules du tissu central apparaissent tres petites et 
peu infectées (UC). 
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2mm 50um 

Fig. 20 - 



Fig. 20 A, B, C, D, E et F MPH. - Coupe de nodules caulinaires de 
Sesbania rostrata de 20 jours développ&en présence de diverses 
concentrations d'azote combiné apporté sous la forme ammoniaca$.) 
(NH ) SO ). A et B : 3mM-N. A, le tissu central est moyennement 
dév$l&ppk il représente 20% environ du volume total du nodule- 
x 32. B, une proportion réduite des cellules du tissu central 
sont envahies par les Rhizobium. x 200. C et D : 6mM. C, on 
observe une diminution de la taille des nodules, le tissu central 
représente 16% du volume total du nodule. x 32. D, la majorité 
des cehlules du tissu central pas envahies par les bactéries 
(U.C.). x 200 E et F : 12 mM-N E, le tissu central est réduit 
il représente 14% du volume total du nodu1e.x 32. F, on observe 
très peu de cellules du tissu central envahies par les bactéries. 
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(NH4 )2 SO, les cellules du tissu central envahies par les. 

Rhizobium ont des structures semblables au témoin (fig. 18-C). 

L'augmentation de la concentration en azote combine se traduit 

par une diminution de la proportion de cellules infectées ; leur 

structure est desorganisée, on observe une deterioration partiel- 

le de la membrane peribactéroïde, et du cytoplasme de la cellule 

(fig. 21-A et 21-B). 11 est interessant de noter que même en 

présence de fortes concentrations d'azote combiné équivalent à 12 

mM-N , i.l y a formation de cordons d'infection intercellulaires 

puis intracellulaires (fig. 22-A ; 22-B). 

Cependant dans ces conditions experimentales les Rhizobium ne 

sont pas libérés dans le cytoplasme des cellules du tissu 

central. . 

3.4.3.Activité reductrice d'acétylene 

L'activité des nodules est plus affectee par (NHq)2S04 que 

'par KN03. Les taux d'inhibition mesures à 3mM sont respectivement 

de 79% et 35% (tableau 20). Le taux d'inhibition est de 100% avec 

12 mM-N pour les deux formes d'azote. 

On constate que ces resultats sont en accord avec les obser- 

vations faites en microscopie photonique et electronique. La 

diminution du volume du tissu central sous l'effet de l'azote 

combiné se traduit par une diminution de l'activite reductrice 

d'acetylène. La disparition des structures classiques de l'asso- 

ciation symbiotique (membrane perib,actéroïde, bonne conserva- 

tion du cytoplasme de la cellule hôte), est carrelée avec une 

absence d'ARA. 



B 

21 Fig. 



Fig. 21 - A. MET (Microscope électronique h transmission). 
Ultrastructure d'un nodule caulinaire développés en 
présence de 6mM-N. 
On observe des cellules non infectées contenant des 
inclusions (1) denses aux électrons dans leur 
appareil vacuolaire (V). x 9000. 

Fig 21 - B. MET. bactéroîdes (B) entouré d'une membrane 
péribactéroîde (MP) au contour mal défini x 168.000. 
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Fig. 22 -- 



Fig. 22 A et B. Ultrastructure de nodules caulinairesdéveloppés en 
présence 12mM-N on observe des cordons d'infection 
intracellulaires. Dans ces conditions expérimentales 
les baciéries ne sont pas libérées dans le cytoplasme 
des cellules. 



Tableau : 20. Activité Réductrice d'Acétylène de nodules caulinaires de _-__--- 
Sesbania rostrata développé en présence d'azote combiné __---_-~___----__ 
(NH4j2 SO4 ou KN03. 

\ I 
ic oncentrhtions Nodules caulinaires Activith Réductrice d'Acétylène i 
[(mM d'azote) (poids sec mg/plante) (pmoles C2H4/h/plante) I 

f 
(NH4bso4 KNO 

3 (NH4)2s04 KNO 
3 I 

t O 
64,s d 64,s c 5,7d 5,7 d I 

I 
I 3 29,O c 60,o b 1,2c 3,7 c 

! 6 
I 

12,0 b 14,O a 0,35 b 0,45 b 

I 
I 

12 9,O a 12,0 a I 

I 
I 
I 

3 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas 
significativement différentes (P = 0,05) (Test de Duncan, 1955). 

4 
w 
0 
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Tableau : 21. Taux d'inhibition de 1'Activité Réductrice 
d'Acétvlène (ARA) de nodules caulinaires et 
racinaires de S. rostrata développé en 
présence de différentes sources d'azote 
combiné. 

kote combiné Azote+: % d'inhibition de l'ARA+:-+ , 
hM)- Tiges Racines 

3 15 63 
NH4N03 (T) 6 55 100 

12 95 100 

20 100 100 

3 49 75 
NH4C1 (T) 6. ‘73 100 

12 100 100 

3 53 70 

Ca(N03)24H20(T) 6 72 100 

12 100 100 

3 64 81 

6 NH4N03 (V) 85 100 

12 100 100 

(v) = Culture en vase de végétation 

(T) = Culture hydroponique en tube 
Y- 
3, : Les concentration en azote sont exprimées en mM, 

N-NO - 3 pour Ca(N03)4H20, N-NH 41 pour NH4C1, N-N03- 

et N-NH ' 4 pour NH4N03. 
‘<‘CAL 

, \  , \  , \  :  Le taux d'inhibrtion de ~IARA est calculé par rap- 

port au témoin dépourvu d'azote. 
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4.DISCUSSION ET CONCLUSIONS - 

L'effet de l'azote combiné sur la symbiose entre Rhizobium 

et S.rostrata a ete étudie au moyen de différents dispositifs de 

culture de plantes. 

L’estimation de la consommation d'azote en culture hydroponi- ' 

que (fig. 10, tableaux 10 et ll), montre qu'en depit d'une fre- 

quence élevee du renouvellement du milieu, l'azote apporté sous 

forme de NH4N03 à la concentration de 1,5 mM est consomme en 

total-i té par la plante en 24 h. Par contre le dispositif de 

culture en vase de végétation assure le maintien de la concentra- 

tion en azote par un apport continu de milieu nutritif (fig.7). 

Les differentes sources d'azote utilises : NH4Cl ; Ca (N03J2 

490 ; NH;NO ; exercent toutes un effet ihibiteur sur 1'ARA 
3 

,caulinaire et racinaire de S. rostrata. - 

En présence de 1.5mM NHqN03soit 3mM-N ,les taux d’inhibition 

observes en culture hydroponique sont les suivant,s: 15% pour 

1’ARA caulinaire et 63% pour I’ARA racinaire. Par contre lorsque 

S. rostrata est cultivé en vase de végetation avec la même - 

source d'azote , on observe des taux d’inhibition plus élevés avec 

?.5mM NH4N0 
3 

; 64% pour I'ARA caulinaire et 81% pour 1'ARA raci- 

naire (tableaux 17 et 21 ; fig. 16) 

En présence de 6mM-N apporté sous forme de NH4N03; NH*CI ou 

Ca(N0 3) 4H20, les taux d’inhibition de 1’ARA caulinaire de & 

rostrata en culture hydroponique sont respectivement de 55%, 72% 

et 73% Le taux d’inhibition observé lorsque S. rostrata est - 

cultive en vase de végétation en presence de la même concentra- 

tion en azote est de 85% .Ces résultats montrent que lorsque S. - 



en culture hydroponique (tableau 21). 

n'avons pas observé de stimulation de la nodulat 
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rostrata est cultivé en vase de vegetation l'apport continu de 

milieu nutritif assure un apport constant d'azote qui se traduit 

par des taux d’inhibition plus 6levGs; alors qu'ils sont atténués 

Nous ion et 

1’ act ivité fixatrice par de faibles concentrations en azote 

iné, comme l'ont observé Dreyfus et Dommergues (1981) avec 

3mM NH4Ng. Compte tenu du taux élevé de la consommation d'azote 

par S. rostrata la fréquence insuffisante de renouvellement du - 

m,ilieu nu’tritif (une fois tous les deux jours) explique certaine- 

ment les résultats obtenus par ces auteurs. 

La formation et l'activite des nodules caulinaires sont 

de 

comb 

donc bien affectees par la présence d'azote combiné; quoiqu'à un 

degré moindre que la nodulation et l’activité des nodules raci- 

nai res. 

L'azote combiné a pour effet de réduire le nombre de, nodules 

racinaires en présence de concentrations d'azote inferkeures à 

3mM-N. La nodulation est complètement inhibée en présence de 

6mM-N ; cependant, à cette concentration, l'azote combiné n'a que 

très peu d'incidence sur la nodulation caulinaire. Une analogie 

peut être faite avec la technique de culture dite ' split root ' 

(Hinson, 1975 ; Car011 et Gresshoff, 1983). Elle consiste à 

diviser le système racinaire en deux parties. La nodulation est 

inhibée sur la partie du système racinaire se trouvant en contact 

direct avec l'azote combiné. Par contre la partie du système 

racinaire ne se trouvant pas en contact avec l'azote combiné 

possède des nodules ma is leur activite est fortement i nhibee. Ces 



deux effets peuvent être observes simultanément avec S. rostrata - 

cultivé en présence d'azote combiné : inhibition de la nodulation 

racinaire et inhibition de l’activite des nodules caulinaires. 

Plusieurs auteurs ont montré que l'azote combiné pouvait 

ré-primer la synthèse des lectines (Dazzo et Brill, 1978) et 

bloquer l'infection en empêchant la courbure des poils absor- 

bants et la formation des cordons d’infection (Darbyshire,,1966 ; 

Munns, 1968, Truchet et Dazzo, 1982). Olsson et Rolfe (1985) ont 

mis en évidence l’intervention des poils absorbants dans le 

processus d’infection racinaire de S. rostrata. 11 est donc - 

permis de penser que c'est par son action sur les poils absor- 

bants que l’azote combiné inhibe la nodulation racinaire de S. - 

rostrata. . 

Les plantes fixatrices d’azote disposent de deux sources 

d'azote: l'azote du milieu dans lequel elles sont cultivées, et 

l’azote atmospherique. 

La fixation d'azote est directement dépendante de la photo- 

synthèse (Hardy et a1 1976 ; Schweitzer, 1980). -- D'une part les 

photosynthétats contrôlent la maturation et la dégenérescence 

des nodules (Ham et al., 1976, Paau et Cowles, 1981). D'autre -- 

part la réduction de l'azote moleculaire requiert une grande 

quantité d’énergie. En présence d'azote combiné on observe géné- 

ralement une baisse de l’activité fixatrice des nodosités (Gibson 

et Pagan, 1977 ; Rigaud, 1981). Plusieurs auteurs ont expliqué 

cette b’aisse d’activité par la compétition entre l’assimilation 
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de l'azote minéral et la fixation d'azote vis a vis des photosyn- 

thétats disponibles (Gibson et al., 1977 Pate et al.,1979 ; -- -- 

Atkins et a1.,1979 ; 1980). -- 

Bethlenfalvay et Phillips, (1977) et Houwaard, (1978), ont 

montré que l'augmentation de la disponibilité des photosynthétats 

atténuait l'effet dépressif qu'exerçait l'azote combiné sur 

I'activité nitrogénase. 

Chez S.rostrata,l'azote Combiné(24 mM NH4C1) exerce un effet 

dépressif sur l'activité nitrogenase de nodules caulinaires et 

racinaires matures mais l'effet dépressif reste plus marqué au 

niveau racinaire : 96% contre 60% au niveau caulinaire. 

La nature chlorophyllienne du tissu cortical des nodules 

caulinaires de S. rostrata. a été mis en évidence par Duhoux - . 
(1984). L'activite photosynthétique du tissu cortical pourrait 

accroître la' disponibilite des photosynthetats au niveau de . 

nodules caulinaires ce qui expliquerait une moins grande inciden- 

ce de l'azote combiné sur l'activité nitrogenase des nodules 

caulinaires. Une étude de l'activité photosynthetique de.,S. ros- -- 

trata par marquage au14 c pourrait permette d'évaluer,la disponi- 

bilité des photosynthétats au niveau caulinaire et racinaire 

d'une part et la proportion des photosynthetats provenant du 

tissu cortical des nodules caulinaires d'autre part. 

Les observations faites au microscope photonique sur des 

coupes de nodules caulinaires de S. rostrata montrent que la - 

proportion des cellules du méristeme nodulaire envahies par les 

bactéries, diminue avec l'apport de fortes concentrations d'azote 

combiné. On observe dans tous les cas une initiation de la nodu- 
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lation caulinaire (du fait de la presence d'un meristème preexis- 

tant), mais le développement des nodules depend de la concentra- 

tion en azote combiné. 

La diminution de I'ARA caulinaire en presence d'azote combi- 

né pourrait s'expliquer non seulement par l'effet dépressif exer- 

cé sur l'activité de la nitrogenase, mais également par une 

diminution du nombre de bactéroïdes présents dans les cellules 

du méristeme nodulaire (tableau 20; fig. 20-D et 20-E). 

L'observation au microscope électronique de coupes de no- 

dules caulinaires développés en présence de 6mM d'azote combiné, 

montre des bactéries denses aux électrons, la membrane péribacte- 

roïdienne est dégenerescente, le'cytoplasme de la'cellule hate 

apparaît desorganisé. Des observations analogues ont été faites 

par Truchët et Dazzo (1982) sur des coupes de nodules de Luzerne 

développes en présence d'azote combine. 

En presence de 12 mM-N on observe des cordons d'infection 

intracellulaires dans le tissu central ; l'absence de bacte- 

roïdes dans ces cellules laisse supposer que la dernière étape 

du processus d'infection (liberation des bactéries hors du cordon 

de fortes concen- d'infection dans le cytoplasme) est 

trations d'azote. 

Quand Sesbania rostrata est CU 

bloquée par 

ltive sur SO 1, l'urée apppli- 

quee à des doses équivalentes a 15Okg-N/ha ou 300kg-N/ha n'exerce 

pas d'effet inhibiteur sur 1'ARA caulinaire (tableaux 19 et 20). 

En raison de la nutrition azotee de la plante et peut-être aussi 

des pertes d'azote par dénitrification ou volatilisation (selon 

Mughogho et al., 1986), ces pertes peuvent atteindre 60% sur sol -- 



sableux en zone sahelienne). La diminution rapide de la teneur en 

azote du sol jusqu'à des valeurs compatibles avec l'activité 

iixatrice d'azote explique très probablement ces resultats. 

Certaines legumineuses a nodulation caulinaire et racinaire 

CIU genre Aeschynomene peuvent développer des nodules sur la tige 

en presence d’azote combiné ; mais comme pour S. rostrata le. - 

développement de ces nodules et leur activité fixatrice 

dépendent des conditions de culture et des quantités d'azote 

utilisées. Il Pagit de A. indica (Yatazawa et Susilo, 1980 ; - 

Legocki et al., 1983), -- d'A. scabra (Eaglesham et Szallay, 1983) - 

'et d'A. - afraspera (Becker et al., 1986). -- 

La capacité de noduler sur les tiges donne aux legumineuses 
,', 

à nodules caulinaires l'.avantage,dI assimiler à la-fois l'azote ., 

atmosphérique et l'azote du sol. 
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CHAPITRE III 

FIXATION D'AZOTE PAR SESBANIA ROSTRATA AU COURS DE CYCLES 

VEGETATIFS SUCCESSIFS INITIES A DIFFERENTES EPOQUES DE L'ANNEE 
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I-INTRODUCTION 

La fixation biologique de l’azote est le résultat d’interac- 

t ions comp!exes entre le Rhizobium et la P ante hôte. L’effica- 

rit6 de cette symbiose est susceptible de varier dans de grandes 

proportions en fonction de nombreux facteurs de l’environnement 

notamment des paramètres climatiques. 

Le travail expérimental présent6 dans ce chapitre a consis’té 

à étudier l’évolution de la fixation de l’azote 

ifs successifs 

par Sesbania 

rostrata au cours de cycles vég6tat nitiés a 

différentes périodes de l’année. 
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Z.MATERIEL ET METHODES - 

2.l.Dispositif exp#rimental 

Differents semis ont ete effectués au cours de l'annee 1983. 

Les semis successifs et les cycles végetatifs correspondants ont 

été notés de Sl à S7. 

Les plantes sont cultivées dans des cylindres en P.V.C. 

sur du sol de Bel-Air (dispositif décrit au chapitre II.) 

Le semis est effectué à raison de 8 graines par cylindre, le 

demariage est effectué une semaine après la levée de façon à ne 

laisser que 4 plantes par cylindre. Chaque cylindre reçoit 0,5 g 

de KHaPO+ Le sol est tout d'abord regulièrement hu.midifié, puis 

inondé et maintenu sous lame d'eau lorsque, les plantes 

atteignent 10 à ,15 cm de hauteur. 

2.2.Inoculation des plantes 

L'inoculation consiste en une pulverisation des tiges par 

une culture liquide de la souche de Rhizobium ORS571. Les tiges 

sont inoculées 3 semaines après le semis puis à intervalles de 2 

semaines (5 et 7 semaines après le semis) 

2.3.Activité réductrice d'acetylène (ARA) 

L'activité nitrogénase des nodules des plantes cultivees en 

tube ou sur sol est mesurée par la méthode de réduction de 

l'acétylène (Hardy et al.,1968). -- 
J 

La méthode de r#duction de l'acétylène est surtout un outil 

d'une grande sensibilité pour l'etude qualitative de l'activité 
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nitrogenase. Dans la presente étude nous l’avons utilisee pour 

estimer l’activité fixatrice d'azote en fonction de l'âge de la 

plante au cours de cycles vegetatifs initiés à differentes épo- 

ques de l'année. 

-Incubation sous acétylène et mesures - 

La partie des plantes portant des nodules (tige ou système 

racinaire) est enfermée de façon étanche dans un flacon sérum de 

570ml.On y introduit environ 11% d’acetylène en surpression puis 

on rétablit la pression atmosphérique dans le flacon et on incube 

8 30” c. Comme I’activite réductrice d’acétylène est linéaire 

pendant 1 heure, le prélèvement de gaz est effectué 30mn exacte- 

ment après l’injection d’acetylène à l'aide d'un tube vacutainer 
. 

(BD Mérieux) dans lequel on a réalisé au préalable le vide, et 

que 1 'cn relie au flacon sérum à l'aide d'une aiguille dou'b le 

VaClJtii ner. 

Remarques 

1 . Dans le cas des plantes de grande taille, les portions:' de 

tiges portant les nodules sont découpees en fragments d'environ 

25 cm que l’on introduit dans des bouteilles en plastique de 1,5 

If ire. 

2. L’activité fixatrice étant susceptible de variations 

importantes au cours de la journée, les mesures sont toujours 

effectuées à la meme heure (llh). 
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Les analyses sont effectuées par chromatographie en phase 

gszeuse. Le chromatographe que nous avons utilisé est un ’ VARIAN 

AEROGRAPH ' série 1400, Équipe d'un detecteur à ionisation de 

flamme. Il est équipé d'une colonne en acier inoxydable de 150 x 

0.3 cm remplie de Spherosil X 013 075, 80-100 mesh (Girdel) 

imprégné de 10% Na,HP04. 

Les gaz apparaissent au niveau du détecteur dans l'ordre 

suivant : méthane, éthylène, propane et acetylène. Les débits et 

températures sont ajustés de manière a obtenir une séparation I 

correcte des constituants du melange gazeux injecté, avec un 

temps de rétention minimal. 

Températures : Injecteur : 26’C 
. 

Four colonne : 6O’C 

Détecteur : 150°c 

Débit : Azote : 40 ml/mn 

Hydrogène : 30 ml/mn 

Air : 360 ml/mn. 

Dans ces conditions, les pics d’ethylène et d’acétylene 

apparaissent 40 et 50 secondes après l’injection. 

-Mode de calcul -- 

La transformation des hauteurs de pics d’éthylene en nmoles 

C 2 H 4 se fait par référence à un étalon. Une dilution e-talon 

d’ithyléne est préparée par introduction de 0,57 ml d’éthylène 

dans un flacon sérum de 570 ml (dilution l/lOOO). La concentra- 

tion de cette dilution étalon est de 106 nmoles &II-& /ml. 
22400 
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L’injection au chromatographe de 0,5 ml de’ cette dilution donne 

un pic de hauteur : 

hxAcm(A= facteur dlattenuation) 

Supposons que l’injection de 0,5 ml d’un mélange gazeux de 

volume V ml contenant X nmoles C2H4, donne un pic de 1 cm. Les 

hauteurs de pic étant proportionnelles aux quantités injectees, 

on peut ecrire : 

X =,y. 106 

h 22400 x A 

Dans le cas présent, le facteur d’attenuation A est 256 

l’égalite precédente devient : 

x = 0,174 v 
h 

La conversion des pics dléthylene en nmoles C2H; 

donc en mult ipliant leur hauteur (en cm) par cette valeur X. 

, s’obtient 

2.4.Dosage de ,l’azote total - 

Le matériel vegetal à doser est prealablement séché 48h à 

l’cituve à 70°C et broye. Le dosage est effectue par la methode de 

Kjeldhal à l’aide d'un .système de dosage Büchi. 

-Mineralisation 

La mineralisation est réalisée dans des tubes Büchi (50 a 

100mg de matiére sG.che broyée par tube) en présence de lml de la 

solution de mineralisation suivante : 1,6g de sélenium amorphe, 

1,6 sulfate de ‘cuivre anhydre et 97 g de sulfate de sodium 

d.i ~SOUS dans 1 litre d’acide sulfurique concentré (Guiraud,l984) 

Les tubes sont placés 40 minutes dans un digesteur (Büchi 430) 



muni de calottes à chauffage infrarouge. 

-Distillation et titration - 

Après refroidissement, le tube contenant le digestat est 

placé dans un distillateur (Büchi 322). Cet apparei 1 permet 

d!effectuer automatiquement les operations suivantes : adjonction 

d’eau et de soude au digestat, distillation puis aspiration des 

residus de distillation. La titration est realisée avec une 

solution d'acide chlorhydrique N/28 apportée par une burette à 

piston (Schott Gerate TlOO), controlée par un titrimètre à point 

final (Schott Gerate TR156). 

-Calculs 

Minéralisation, distillation’ et dosage corre-spondent aux 

réactions chimiques suivantes : 

N + H+O4 ------,- (NH& SO4 

(NH4)-$04 + 2NaOH ------- 2 NHJOH + Na2S04 

NH40H + HCl-----------Mi4Cl + HZ0 

1 mole d'azote (soit 14 g) est neutralisee par 1 mole HCI. 

On peut donc écrire lml( N/28) HC1 correspond à 14mg N. 

Compte tenue des petites quantités d’azote contenues dans 

les échantillons analysés,la solution d’acide utilisee pour le 

dosage est très diluee. 

N 14 
lml HC1 28 correspond à 28 = O,Smg-N 



Soit p le po ids sec de l’échantillon (en mg) et v le volume de la 

solution HC1 utilisée ( en m1). 

La teneur en azote de 1’6chantillon se calcule ainsi : 

N% = 50 n 
P 

. 
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3.RESULTATS 

3.1.Variation de l'activité réductrice d'acetylene - 

de nodules caulinaires et racinaires de S. - - -- 

rostrata en fonction de l'âge des plantes et - - - 

des nodules 

Les plantes ont été cultivées 53 jours dans le dispositif de 

culture précédemment décrit (cf paragraphe 2.1.) à raison de 4 

plantes par cylindre. A compter du 15ème jour, le sol a été 

maintenu sous lame d'eau. 

L'inoculation a été effectuee au Zlème et 31ème jour par 

pulvérisation des tiges avec une culture de la souche de 

Rhizobium ORS571. Les mesures' de I'activité- réductrice 

d'acétylène (ARA) ont é-te effectuees à la fois sur les tiges et 

les racines.- Les résultats obtenus (fig. 23-A) montrent que 

I'ARA des nodules caulinaires apparaît 7 jours environ après 

L'ARA racinaire elle 

Dans les condit 

sont cultivées, la 

l'inoculation. Elle croît régulièrement pour atteindre une 

valeur maximale autour du 43ème jour après le semis. Quant à' 

évolue très peu. 

ions d'hydromorph ie permanente,ou les plantes 

fixation d'azote par S. rostrata, est due - 

essentiellement aux nodules caulinaires environ 96% de l'activité 

totale, contre 4% aux nodules racinaires . 

L'activité réductrice d'acetylene peut être considérée 

comme une estimation indirecte de l'activité fixatrice d'azote. 

L'une et l'autre évoluent probablement de la même manière au 
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cours du développemet de la plante. 

On peut donc par intégration de la courbe d'ARA caulinaire, 

obtenir une courbe cumulative permettant d'apprecier la fixation 

d'azote en fonction de l'âge de la plante. Ainsi dans le cas 

présent, on constate que le gain d'azote est à peu près linéaire 

entre le 35ème et le 53eme jour après le semis. Ainsi en 40 jours 

par exemple, S. rostrata n'aurait fixé que 35% environ de l'azote - 

qu'elle peut fixer en 53 jours. 

3.2.Evolution des paramètres climatiques 

Afin d'etudier l'influence des facteurs climatiques sur le 

développement de Sesbania rostrata, des mesures de la durée du 

jour et de la température ont et6 effectuees tout au long de 
. 

I'expérience (fig. 24). 

3.2.1.Durée du jour --- 

La durée du jour varie à Dakar au cours de l'année de llh15 

à 13h. L'insolation est maximale entre Avril et Juillet, elle est 

minimaIe entre Octobre et Janvier(fig.24). 

-Effet de la photoperiode sur la floraison --- -- 

de Sesbania rostrata - 

Dans la figure 25, nous avons porté la variation de l'inso- 

lation journalière au cours de l'annee ainsi que la position des 

différents cycles végétatifs de S.rostrata.Les cycles vegétatifs 

sont représentés par des traits horizontaux, les fleches indi- 

quant le début de la floraison. On constate que la floraison 

intervient après un à deux mois environ pour les cycles Sl, S5, 
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S6, S7 in itiés où se deroulant en per ode de jours courts(moins 

de 12h d’insolation journalière). Lorsque les plantes sont culti- 

vées en période de jours longs, (duree du jour supérieure à 

12h/j), il n' y a pas de floraison même pour des plantes agées 

de 3 mois. 

3.2.2.Température 

L'analyse des valeurs hebdomadaires moyennes des températu- 

res relevées en Mars, montrent que la temperature décroît rapi- 

dement pendant le mois de Mars puis croît à nouveau réguli 

ment à partir du mois de Mai. La temperature moyenne en Ju 

Août et Septembre est de 31:C, puis elle baisse à partir du 

d'octobre pour atteindre. 21’C en janvier (fig.24): 

3.3.Evolution des paramètres de croissance dé - - 

Sesbania rostrata 

Les inoculations ont eté effectuées ?I intervalles 7l e 

ere- 

llet, 

mois 

deux 

semaines, 3 semaines après le semis a compter de la 3eme semaine, 

et les mesures à 5, 7 et 9 semaines. 

3.3.1.Hauteur 

La hauteur des plantes (fig. 26 et tableau 22) var ie 

considérablement suivant la date du semis : de 0,35 a 2,lOm à 9 

sema1 nes (Courbe en traits interrompus). Elle est optimale pour 

l?S semis S4 et S5 effectués en période de jours longs et de 

température élevées (Juillet, Aout) et au contraire très faible 

pour les semis 56 et S7 effectues en periode de jours courts et 

de basses températures (Novembre, Mars). 



Fiq. 26 : Evolution de la hauteur de S. rostrata au cours de sem$.s initiés a*differentes 
. époques de-l'année.' 
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Tableau: 22. Evolution de la hauteyr de 2. rostrata au cours de semis 
initiés à différentes époques de l'année 

I 
Hauteur des plantes (cm) 

I 
I 

Semis Age des plantes (Semaines) 
I 

5 7 9 

1 s1 19 a 38 b 85 bc I 

i s2 

s3 

31 18 a b 72 39 b d 134 84 bc d f I 

I 
1 s4 

I 

i s5 ‘6 

76 72 c c 154 149 e e 213 180 e f 

28 b 52 c’ 77 b l 1 
) s7 23 a 29 a 35.a 1 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas 
significativement différentes (P = 0,05) (Test de Duncan 1955). 
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3.3.2.Poids sec des plantes et des nodules --- -- 

caulinaires 

Comme la hauteur, le poids sec des plantes varie beaucoup 

suivant la date de semis. C’est en période de jours longs et de 

températures élevées (Juillet-Août) que la production de biomas- 

se est optimale (semis S4 :94,5 g/plante). par contre en periode 

de jours courts et d,e basses températures (Novembre-Mars) la 

production de biomasse est tres faible (semis S7:3,05 g/plante). 
, 

Le poids sec des nodules caulinaires varie considérablement sui- 

vant la periode a laquelle le semis est effectué (tableau 24). 

Pour des pl.antes de 9 semaines 1 ‘o,ptimum est’ atteint au semis S4 . 
réalisé en juillet : 1628,mg/plante contre 106 mg au semis ST 

realise au mois de decembre (tableau 23 ). 

3.3.3.Azote total -- 

L'évolution de l'azote total de S. rostrata decrit une - 

courbe comparable 8 celle decrite par l’evolution de la hauteur 

des plantes. La quantite d’azote totale par plante a 9 semaines 

varie entre 0,4 et 1,6 g. Ces quantites correspondent respecti- 

vement aux plantes cultivéesen periode de jours courts et aux 

plantes cultivées en période de jours longs (fig.27,tableau 25) 

3.4.EvoIution de 1’ARA caulinaire - 

Les mesures effectuées sur des plantes âgées de 9 semaines 

montrent que l’activité reductrice d’acétylène des nodules cauli- 

naires atteint son optimum au cycle S4 (170 nmoles CaHq/h/plante) 

puis elle décroît régulierement au cours des diffdrents semis 

-. 



AZOte Total 

bN/Plante) - 

F IBU 1 M 1 A 1 M i J I J I A 1 S’ 1 0 i ‘il 1 0 1 

:.,-. 
Fig. 27 : Evolution de l'azote total de S. r6strata au cours de semis initiés à différentes -m-e--- ---_---_--- 

époques de l'année. 
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Sl ; S2, S3, S4, S6 et S7 indiquent les différents cycles végétatifs. 
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Figl 28 : Evolution de l'activité réduct -- 
caulinaires de S. rostraba au -I----c--c- 
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rice d'acétylène (ARA) de nodvles 
cours de semis initiés à differentes 

Si ; SZ? s3, 54, s5, SE; et S7 indiquent les différents cycles végétatifs. 
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Tableau: 23. Evolution du poids sec de S. rostrata au cours de semis 
initiés à différentes époques de l'année 

I Semis 

I 
i 
1 

s1 ' 

( I 
s2 

'1 s3 

f s4 

I 
3 

I ‘6 

! s7 

Poids sec des-plantes (:g) 

Age des plantes (semaines) 

5 7 ‘9 l 
0,71 b 4,06 b 14,o c I 

0,77 b 3,33 b 16,4 c I 
1,47 c 10,02 c 367 d I I 
6,2 d 40,7 de 94,s 65 I 
6,2 d 32,l d 61,2 e i 

0,56 ab 3,lO b 8,3b 1 

0,46 a 1,17 a 3,05 a 

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas 
significativement différentes (P = 0,05) (Test de Duncan 1955) 



Tableau:24. Evolution de poids des nodules caulinaires de S. rostrata 
au ctiurs de semis initiés à différentes époques de l'année 

/ 
Poids Sec des nodules (mg) - 

t 

Semis Age des plantes (semaines) 

5 7 9 
I 

17 b 54 a 182 bc #I I 

4a E 154 b 
, 27 c 143 c 445 d f 

I 
141 e 549 e 1628 f I 

183 f 516 d 756 e I 
39 d 79 b 203 c I 

4a 60 ab i06 a I 
I I 

I I I 
I I I 
I 
I 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas 
significativement différentes (P = 0,05) (Test de Duncan 1955). 



Tableau 25 : Evolution de l'azote total- de Sesbania rostrata au - 
cours de semis initiés à différentes époques de 
l'année. 

I Azote total des plantes (g) I 

I '1 Age'desjplantes (semaines):. 
I 

I 
I I 

I I I ========================================================================~ 

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas 

significativement différentes (p = 0,OS) (Test de DUNCAN 1955). 



Tableau: 26. Evolution de l'activité réductrice d'acétylène (ARA) de nodules caulinaires de 
S. rostrata au cours de semis inities à différentes époques de l'année - 

Semis 

- 

ARA des plantes (pmoles h-'plY1) 

Age des plantes (semaines) 

5 7 9 

8 b 46 c 71 c 

2 a 25b 93 d 

'21 c 156 e‘ 164 e 

65 d 172 f 171 g 

62,s d 109 d 144 f 

6 b 31 bc 40 b 

3 a 9a 18 a 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas 
significativement différentes (P = 0,05) (Test de Duncan 1955) 



pour atteindre 25 nmoles C2H4/h/plante au cycle S7).L'analyse des 

activités mesurées en Avril-Mai et Juin met en kvidence un 

effet très net des variations de température sur I'ARA caulinaire 

(cf. en particulier les variations d'ARA caulinaire à 7 semaines 

au niveau du semis S2 et S3) (fig.28 ,tableau 26). 



4.D ISCUSS ION ET CONCLUSIONS - 

L'analyse des résultats obtenus, montre que les paramètres 

de croissance de S. rostrata et l’activité réductrice d’acétylene - 

de nodules caulinaires sont etroitement dépendants des candi-’ 

rions climatiques. La floraison peut intervenir rapidement, (4 à 

5 semaines après le semis) si la durée de l’insolation est infe- 

rieure à 12h/j. Des résultats comparables 'ont eté par la suite 

obtenus à I’IRRI ( Los Bahos) dans des conditions d’ensoleille- 

ment proches de celles de Dakar (IRRI Annual Report, 1985). 

La fixation caulinaire d’azote est particulièrement sensible 

aux variations de température . La température optimale etant de 

3P c, c'est au cours de cette période que l'on observe un déve- 

loppement optimum de S. rostrata ;les semis étant initiés entre - 

fin Mai et début Septembre (fig. 26 ,tableau 24) 

Si une relation a pu être etablie entre la baisse de l’ac- 

tivité caulinaire à 7 semaines et celle de la température au mois 

de Mai (cycle végétatif S2 ,fig. 28) il est par contre difficile 

d’apprécier l’importance relative de la temperature et de la 

durée de l’insolation sur la symbiose Rhizobium- S. rostrata. Il - -- 

faudrait pour celà operer en conditions parfaitement controlées 

(phytotron). 

Les mesures effectuées a la fois sur les tiges et les ra- 

cines ont montre que dans les conditions d’hydromorphie permanen- 

te la fixation d’azote par S. rostrata est due essentiellement - 
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aux nodules caulinaires ( environ 96% de l’activité totale; fig. 

23-A). 

Des observations analogues ont et6 faites par Saint Macary 

?T; al., 1985 : la culture de S. -- - rostrata sous différents régimes 

hydriques avait montré que 1'ARA racinaire était fortement 

inhibee, lorsque le sol était inonde. 

Il apparaît donc que le 'développement de S. rostrata est - 

fortement dépendant des conditions climatiques. C'est pourquoi 

son utilisation comme engrais vert dans un lieu donné nécessite 

une étude prbalable afin de dkfinir les conditions qui permettent 

l’expression optimale de ses potentialités. 

./. 

,,” 
r’, 





CHAPITRE IV - 

EVALUATION DE L'AZOTE FIXE PAR SESBANIA ROSTRATA 

. 





l.INTROOUCTION 

L’azote est un élément essentiel pour la croissance des 

vegétaux.Cependant son utilisation sous forme d'engrais chimiques 

en agriculture tropicale reste très limitee car son prix est 

souvent incompatible avec les disponibilités financières des 

agriculteurs. 

La fixation d'azote par les legumineuses peut constituer une 

source d'azote à moindre frais dans un système de rotation cultu- 

ra1 ou de cultures associées. Les recherches effectuées dans ce 

domaine visent à améliorer la fixation biologique de l’azote par 

les légumineuses afin de limiter l’utilisation des engrais azotés. 

La quantification de l'azote,fixe par la plante au cours de 

SOll cycle végétatif permet d'estimer les potentialités de la 

symbiose Rhizobium - legumi neuse. Parmi les methodes les plus 

‘utilisées, on p'eut citer la méthode des bilans d’azote,la méthode 

dite ” par différence “, la méthode de réduction de l’acétylène, 

la méthode de l’équivalent’engrais et les methodes isotopiques. 

L'ktude que nous presentons ici a consisté a évaluer la 

quantité d'azote fixé par Sesbania rostrata en 53 jours en 

utilisant la methode ” par difference ' et la methode de dilution 

isotopique N-15. 
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2.MATERIEL ET METHODES - 

2.l.Méthodes d'évaluation de la fixation d'azote -- 

11 existe plusieurs méthodes pour estimer la fixation 

d"azote dans les conditions reelles de culture au champ (LaRue et 

Paters-on, 1981). Nous avons utilisé la m6thode de dilution 

ité isotopique et la methode par difference pour est 

d'azote fixée par S. rostrata. - 

imer la quant 

2.l.l.Methode par différence 

On estime selon cette methode que la quantite d’azote fixée 

est égale à la différence entre la quantité totale d’azote 

con.tenue dans la biomasse d’une plante fixatrice d’azote et la 

quantité totale d'azote. contenue. dans la biomasse’de la plante 

.non fixatrice (plante dont l’azote provient uniquement du sol 

(W’ifIiams et al., 1977). -- 

Trois versions de cette methode sont souvent utilisées selon 

que l’on compare : 

- une legumineuse et une non legumineuse 

- une légumineuse et la même légumineuse non nodulante 

- une légumineuse inoculée et la même legumineuse non 

inoculée. 

C’est cette dernière version que nous avons utilisé. 



2.1.2.Methode de dilution isotopique N-15 - 

Cette méthode permet d'estimer avec precision la fixation 

d'azote chez les legumineuses (Bremner, 1975 ; Rennie et al., -- 

1978 ; Rennie,1979 ; Vose et al., 1981) et les non legumineuses -- 

(Rennie,l980). 

Le principe de la methode est que la plante non fixatrice et 

la plante fixatrice d'azote utilisent dans les memes proportions 

l'azote du sol et l'azote marque provenant de l'engrais (Fried et 

Broeshart, 1975 ; Fried et Middleboe, 1977). Les plantes 

cette source fixatrices utilisent en plus l'azote 

d.'azote supplémentaire entraînant une,d 

au sein du système f.ixateur d'azote. 

de l'air, 

ilution de l'azote marque 

2.1.3.Disposïtif expérimental 
" 

Les plantes ont éte cultivées en cylindre P.V.C. de 0,07m2 

(dispositif décrit au paragraphe 2.3.3. du Chapitre II) a raison, 

de 4 plantes par cylindre. Elles reçoivent Ilequivalent 'de 40 

uni'tés d'azote sous forme d'urée N-15 d'excès isotopique 5,02%. 

Le sol est inondé puis maintenu sous lame d'eau lorsque les 

p.1 antes atteignent 15 cm de hauteur.(Dans ces conditions de 

culture, la nodulation racinaire est très limitée et 1'ARA cor- 

respondant négligeable. cf. fig. 23-B, chapitre III). 

L'essai comporte deux traitements,avec 5 repétitions. 

(1) plantes fixatrices d'azote inoculees 21 et 31 jours 

après le semis. 

(2) plantes non fixatrices ( non inoculées). 



Les analyses ont été effectuees au 53eme jour sur les 

parties aériennes (tiges, feuilles). 

2.2.Détermination de la teneur isotopique en N-15 -- -- 

par la spectrométrie optique -- 

2.2.1.Principe 

La présence d'un atome de masse 15 dans une molécule 

d'azote gazeux excitée par un champ électrique haute frequence se 

traduit par un deplacement des bandes du spectre d'emission ; la 

longueur de la bande principale Bmise dans l'ultraviolet se situe 

à, 297,7 nm pour les molecules14N I*N, a 298,3 nm pour les 

molécules 14N 15N et à 298,9 nm pour les molecules 
15N 15N 

. 

La séparation des differentes.longueurs d'onde,peut se faire 

à l'aide d'un réseau de miroirs ou d'un prisme. A la fente est 

'associée un photomultiplicateur. Le signal est amplifié puis 

transmis à un enregistreur ce qui permet de mesurer l'intensité 

de ces différentes bandes, et de calculer la teneur en azote-15. 

La spectrométrie optique. permet d'observer des spectres de 

b.andes caractéristiques des molécules et non un spectre de raies 

caractéristiques des atomes. Les longueurs d'onde etudiées etant 

rapprochées, ces bandes se chevauchent. Du fait d'une résolution 

insuffisante des pics 28, 29 et 30, les spectromètres ne 

fournissent pas les mesures absolues des teneurs isotopiques. Un 

étalonnage est donc nécessaire ;' celui ci peut être obtenu en 

comparant les résultats obtenus a ceux fournis par un spectromet- 

re de masse. (Fiedler et Proksch, 1972 ; Guiraud et Buscarlet, 

1975). 



2.2.2.Méthodes de calcul - 

Les signaux émis en spectrométrie optique sont 

proportionnels 
28 29 

aux molécules N , N, 3oN . L'abondance 

isotopique ,peut être calculee à partir de la hauteur des trois 

oies Dar la formule : 
29 

15N '= h 3o N2 
t 1/2 h N2 

9 0 
h 3oN 

2 
+ h 2gN i- ; 26N x 

100 

2 2 

(h étant la hauteur du pic correspond à la masse m). 

Cette formule est valable dans tous les cas et permet de 

calculer la teneur isotopique. Il suffit pour cela de mesurer la 

hauteur des pics. 

La limite de cette méthode est que pour des échan'tillons 

faiblement marqués, le nombre de molecules de type ' Iv N l5 N est 
: 

très faible, et le pic correspondant. non mesurable. 
. 

Pour palli'er cet inconvénient on se refè,re à la propriété 

des isotopes qui peuvent s'echanger au sein de differentes 

molécules 'pour atteindre l'equilibre isotopique.(Thibault,"' 1972). 

UN 14 15N 15 )------------m-m 
N f N --------------+ 214N 15N 

On suppose que les atomes 14N et 15N sont combines au 

hasard suivant le terme de l'équation. 

2 
(P f q) = P2t 2 P4 +q2 

avec P : nombre d'atomes de mase 14 

9 : nombre d'atomes de masse 15 

P ': probab ilité d'obtenir des mo lécules de masse 28 
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2Pq : probabilite d'obtenir des molécules masse 29. 

q2 : probabilité d'obtenir des molécules de masse 30. 

Soit R le rapport du nombre de molecules d’azote 29 sur le 

nombre de molécules d'azote 28 

R 
lSN lSN 

= = 29 = 2pq = 2q 
14 14 

N N 
28 

P2 P 

par définition: 

$5 15N 
= 9 x 100 

Pf9 

et en divisant le numérateur et le dénominateur par p il vient 

~ lSN = q'p x 100 0 
1 + q/P 

de (1) on en déduit q/P = R/2 et 

15 R/2 100 R * 
% N = x100 = - 

1 t R/2 2 +R 

De la même façon, si on a un compo"sé fortement enrichi on 

pourra mesurer le pic 30 et’calculer le rapport (R' 
30 

= 29 ) . 

Un calcul semblable permet de trouver que 9 "N = 200R' 
0 1+ 2.R 

2.2.3.Calcul du pourcentage de l’azote fixé en - - -- 

fonction des teneurs isotopiques en N-15 

Dilution isotopique 

Si l’on apporte la même quantité d'azote au systeme fixateur 

fixé découle des 

in et al., 1977 ; -- 

et au système non fixateur, le calcul de N 

1976 ; Bard relations suivantes (Rennie et al. -- 

Fried et Middleboe, 1977). 
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-Système non fixateur (temoin) - 

avec: 

SO = pourcentage de l'azote total de la plante 

dérivé du sol 

Fo = pourcentage de l'azote total de la plante 

provenant de l'engrais 

SO + FO = 1 (1) 

-Système fixateur (inocule) 

avec: 

Sn = pourcentage de l'azote total de la plante 

dérive du sol . 

Fn = pourcentage de l'azote total de la plante 

provenant de l'engrais 

Y = pourcentage de l'azote total de la plante 

,: ' 
dérivé de l'atmosphere. 

Snt Fn+Y=l (2) 

L'azote du sol et de l'engrais étant absorbés dans les mêmes 

proportio'ns par les plantes fixatrices et non fixatrices, on peut 

écrire : 

Fo Fn 
SO = Sn 

(3) 

A part ir de transformations décou lant des equations (l), (2) 

et (3) il vient 

y = 1' - Sn - Fn or Sn = Fn 5 

y  = 1 - Fn SO - Fn or SO = 1 - Fo 
Fo 



On obtient: 

y= l- Fn 
Fo 

Comme les quantités d'azote marque apportées aux plantes temoins 

et aux plantes inoculées est la même dans les deux cas, on a la 

reIation suivante 

Fn = En 
Fo Eo 

avec: 

En = excès atomique des plantes fixatrices 

E o = excès atomique des plantes témoins 

on obtient : y = l- En 
Eo 

2.2.4.Analyse des échantillions et préparation -- - - 

des tubes de décharge . 
- 

La méthode utilisée est inspirée de celle proposee par 

Martin et al. (1981). -- 

L'azote des échantillons à analyser est successivement miné- 

ralisé, déplace par la soude, fixé sous forme de chlorure dlammo- 

nium en, presence d'acide chlorhydriqtie,puis transformé en NZ dans 

dans des tubes de décharge. >' 

-Préparation du materiel végetal - -- 

Les échantillons sont séchés à l'etuve à 7o" c 

obtention d'un poids constant, puis reduits en poudre. 

-Mineralisation 

jusqu'à 

20mg environ de l'echantillon en poudre sont introduits dans 

Ufl tube de mineralisation en Pyrex avec lml de la solution de 

minéralisation decrite au paragraphe 2.4. du chapitre II. 
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Les tubes de minéralisation sont placés dans un thermostat à sec. 

La digestion s'effectue pendant 2 h à 33O'C. 

-Obtention de NH 3 par diffusion . -- - 

Le digestat est laissé a refroidir, puis un petit tube 

contenant 1 ml de HC1 0,4 N est introduit dans la partie supé- 

rieure du tube à minéralisation de manière à reposer sur l'inden- 

tation prévue à cet effet. Après addition de 2 ml d'eau distillée 

au digestat le tube de mineralisation est fermé à l’aide d'un 

bouchon à jupe en caoutchouc. Le digestat est rendu alcalin par 

l’injection de 4ml de NaOH 10N a travers le bouchon à l'aide 

d'une seringue. La diffusion de l’ammoniac est accéléree en 

plaçant les tubes dans un thermostat a sec à 1OO'C pendant 24 .i 

heures. l'azote ainsi dép.lace est. fixé sous forme-de NHJC1 dans 

le tube de 1 ml.contenant HCI. Un aliquote de cette solu-E’.ion est 

utilisé pour doser colorimetriquement l'azote à 1 'ai,de du réac- 

tif de Nessler : on prélève 0,l ml que l’on dissout dans,.10 ml '. 

d’eau distillée on ajoute 0,25 ml du réactif de Nessler et on lit 

au spectromètre à 410 mu. La concentration d'azote est éva'duee en 

se référant à, une courbe etalon. 

-Préparation des tubes de décharge - 

Pour déterminer la teneur en N-15, l’azote doit être trans- 

formé en azote gazeux par la méthode de Dumas (Fiedler et 

Proksch, 1975). 

L'analyse isotopi.que est faite en prenant soin de pieger les 

gaz résidue1.s (CO .,; 
L 

H _P) issus de la transformation de l'azote 
L 

ammoniacal en azote molécu laire qu i entraînent soit une 
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surestimation de la teneur en N-15, soit gênent ou empêchent 

l'émission (Fiedler et Proksch, 1975 ; Leikman et al., 1968). -- 

Pour pallier ces inconvénients, la majorité des auteurs utilisent 

du Ca0 activé à 1000'C ( Goleb et Middelboe, 1968 ; Martin et - 

al., 1981). 

Une aliquote de 10 ,ul environ de la solution de chlorure 

d'ammonium obtenue précedemment est prélev& à l'aide d'un 

capillaire ce qui correspond à une.quantité d'azote comprise 

entre 1 et 5 ,ug. Cette quantite d'azote est necéssaire à l'éta- 

blissement d'une pression partielle voisine de 3mm Hg dans le 

rub,e de décharge (Fiedler et Proksch,l975). 

Après séchage à létuve (50'(Z), on dispose le capillaire,une 

tige de CU 0 et un morceau de Ca G activé dans un tube en Pyrex . 

(160 mm x 4 mm) scellé-à son extrémité a l'aide d'un chalumeau. 

'Les tubes sont connectés à une rampe à vide par des tuyaux 

de caoutchouc " Ultravidhelium ' (Verneret). 

Lorsqu'un vide de 10 mbar est atteint, on procède à la 

desorption des molécules contaminantes en chauffant les tubes 

pendant 3 à 5 minutes à l'aide d'un chalumeau, puis en appliquant 

une décharge de 10 secondes à l'aide d'un testeur ..à haute 

fréquence. 

l'évacuation est terminée lorsqu'un vide de 10 mbar est 

atteint. A ce stade les tubes sont scellés sous un vide dynamique 

à l'aide d'un chalumeau. Ils sont alors placés dans un four à 

mouffle, à la température de 57O'C pendant une nuit afin de 

transformer l'azote ammoniacal en N2 ( réaction de Dumas). 

Les tubes de décharge, sont laissés 1 a 2 jours à la 



température ambiante avant d'effectuer les mesures ZI l'a ide du 

spectromètre optique (SOPRA GSI dont la precision relative est de 

1 à 2% lorsque l'excès isotopique atteint 0,5% (Guiraud et 

Fa,rdeau, 1980 ; Lemasson. et al., 1982). -- 
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3.RESULTATS 

3.l.Effet de l’inoculation sur la hauteur, le poids -- -- -- 

sec et le taux moyen d'azote total des plantes - ---- 

Les mesures effectuées sur les plantes inoculées avec la 

souche Rhizobium ORS571 d'une part et les plantes non inoculées - 

d"autre part, montrent que l’inoculation a un effet positif sur 

,I',ensemble des paramètres mesurés (tableau 27). 

Les augmentations dues a l’inoculation sont de 13% pour la 

hauteur des plantes, 23% pour le poids sec, et 78% pour l’azote 

total des plantes. 

3.2.Estimation de l’azote fixé par différence - -- . 
La fixation d'azote a et6 estimée en comparant les 

traitements (1) plantes inoculées au’ traitement (2) plantes non 

inoculées. Si on désigne par n : azote total moyen du traitement 

(1) et p = azo-te total moyen du traitement (2). Avec: n = 5,439 N 

/ cylind‘re et p = 3,059 N/ cylindre. 

On peut écrire: D = n - p 

= 5,43 - 3,05 = 2,38 g N/cylindre. 

Chaque cylindre a une superficie de 0,07 m 2 la quantite 

d'azote fixé rapportée au mZéquivaut a 3,4g/m* soit environ 340 

kg Njha en extrapolant. L’azote provenant de la fixation d’azote 

représente 43% de l'azote total des plantes. 

3.3.Teneur isotopique et pourcentage d’azote fixé - 

Une courbe d'étalonnage du spectrometre a et& obtenue par 



, 

Tableau:27. Effet de l'inoculation sur le développement et la teneur 
en azote de S. rostrata 
(plantes de 33 jours; 4 plantes/cylindre) 

Hauteur Poids-sec N total 
1 Plantes. (ml (g/cylindre) N% (g/cylindre) 1 
I I 
!Non fïxatrïce.s 1,56 2 0,lO 193 2 14 1,58 + 0,11 3,o.s + 0,25 1 

I 
]Fixatrices 1,76 - + 0,07 238 + 19 ~28 - + 0,~ 543 2 (~41 I 

I 
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1' intermédiaire d'une solution ‘cemoin de sulfate d'ammonium, dont 

Ies teneurs en N-15 ont ete dosées au spectromètre de masse 

(Varian GD150) au Centre d'!tude Nucleaire de Cadarache (France). 

La relation entre % N-15 réel (mesure au spectromètre 

masse) et le % N-15 détermin6 par spectromètrie optique 

définie par la droite d’équation : 

y = 1,31x - 0,127. 

L’excès isotopique est déterm iné à partir de cette équat Oil. 

E % = 1,31X - 0,493. 

Les valeurs Eo et En 0btenue.s sont les suivantes 

EO = 0,187 (plantes non fixatrices) 

En = 0, 115 (P lantes f ix.atrices). 

Rappels 

1 , -La valeur X est déterminee à partir de la mesure 

rapport des pics 29 et 28 (R = s ) 

de 

est 

du 

au moyen de la formule 100 
X=2+R 

2. Ef représente l'excès isotopique de Iurée marqué = 5,02. 

Calcul du pourcentage d'azote fixé en fonction de la teneur 

isotopique : 

Plantes non fixatrices 

% N engrais Fo = Eo = 
‘Ef 

0,187 = 0,037 (3,7%) 
5,02 

% N sol s. = 1 - Fo = 1 - 0,037 = 0,963 (96,3%) 



Plantes fixatricés 

2 N fixation N2 Y=l- En= l-O,615 = 0,385 (38,5%) 
Eo 

8 N engrais Fn =En _ 0,115 = 0,023 
Ef -5.02 

(2,3 w  

% N sol Sn = 1 - y  - Fn = 0,592 (59,2%) 

Azote fixé -- 

Y = y x N total = 0,385 x 5,43 = 2,099 N/cylindre. 

La quantité d'azote fixé rapportee au m2 est @gale à 29,4g. Par 

extrapolation, on obtient 300 kg N/ha. Cette valeur se rapproche 

de celle obtenue par la méthode par différence (tableau 28,). 



. 

Tableau: 28. Estimation de la fixation d'azote par S. rostrata 
Méthode par différence et méthode de daution isotopique. 

\ 1 

I 
Fixation de N2 i 

1 Méthodes (g/cylindre) 1 

IDfi. 
I 

IL erence 2,38 + o 20~ 
\ 

- 
.' 

1 

1 Dilution isotopique 2,15 0, 5zb 
I 

I + I I 

Soit en g/m2 : (a) 33,s f 2,8 

(b) 30,3 2 7,3 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

La quantité d’azote fixéipar S. rostrata cultivé en micro- - 

parcelle de 1 mL a éte evaluee a 267kg N/ha par la méthode de 

bilan par Rinaudo et al. (1983). Nous l'avons estimée à environ -- 

300 kgN/ha aussi bien par la méthode par différence que par la 

mithode de dilution isotopique. 

La différence entre les dispositifs expérimentaux utilisés 

et la précision des méthodes d’évaluation peuvent, du moins en 

partie, expliquer l’écart entre les valeurs obtenues. 

Nos résultats montrent que lorsque S. rostrata est cultivé - 

sur SOI submergé, l’activité réductrice d’acétylène des nodules 

racinaires est très faible par rapport a l’activite des nodules 

caulinaires, elles reeresentent respectivement 4% et 96% d,e 1'ARA 

total (cf. Chapitre III). Ainsi donc la nodulation caulinaire 

apparaît comme une nécessité pour la croissance de S. rostrata - 

cultive sur sol submerge. 

Les résultats que nous avons obtenus ont permis de mettre en 

évidence l'effet positif de l'inocu 

développement de S. rostrata. - 

L’évaluation de l'azote fixé par 

lation des tiges sur le 

les Iegumineuses par les 

méthodes isotopiques et par difference nécessite l’utilisation de 

plantes témoins, qui peuvent être des graminés ou des isoli- 

gnées non nodulantes de la même légumineuse. Dans le cas de S. - 

rostrata nous avons utilise des plantes non inoculées. 

NOUS avons constate que lorsque S. rostrata était cultive a - 



l’extérieur, une nodulation spontanée pouvait être observée 

après les pluies. Les nodules ainsi formes sont détaches des leur 

apparition. Ces contaminations pourraient être limitées en ino- 

culant les tiges des plantes témoins avec une souche de Rhizobium 

inefficiente. La souche Neml que nous avons isoléspar la suite 

icf’. Chapitre l), forme des nodules inefficients sur les tiges et 

les racines de S. rostrata, son utilisation dans l’évaluation de - 

l'azote fixé par les méthodes isotopiques N-15 pourrait contri- 

buer à affiner les resultats déja obtenus. 



CHAPITRE V. - 

UTILISATION DE SESBANIA ROSTRATA COMME ENGRAIS VERT 

. 
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l.INTKODUCTION 

Le coût éleve des engrais azotes est l'un des principaux 

facteurs qui en limitent l’utilisation dans les pays en develop- 

pement. 

L’utilisation de systèmes fixateurs d'azote est une des 

solutions permettant le maintien et l’amélioration de la fertili- 

té des sols. 

Les engrais verts sont traditionnellement utilisés de longue 

date en Asie du Sud Est et en Inde pour la culture du riz, qu’il 

s’agisse d'azolla où de légumineuses (Dao et Thuyet,1979; Patnaik 

et Rao, 1979 ; Lumpkin et Pluknett, 1982 ; Watanabe,l982 ; Kana- 

zawa, 1984 ; Singh,1984 ). . 

De très nombreuses Iegumineuses ont été utilisées comme 

engrais vert, en particulier diverses especes du genre Sesbania. 

Parmi celles-ci, S. rostrata est - probablement la plus perfor- 

m'ante(Rinaudo et a1.,1982 ; Roger et Watanabe,l986). Des essais -- 

préliminaires réalisés en microparcelles de lm 
-I, 

ont montré que 

S. - rostrata peut fixer environ 267 Kg-N/ ha en 50 à 60 jours, et 

que son utilisation comme engrais vert permet de doubler les 

rendements en grains du riz (Rinaudo et al., 1982 ; 1983). -- 

Les travaux que nous présentons dans ce chapitre ont pour 

objet d'illustrer les possibilites d'utilisation de S. rostrata - 

comme engrais vert en riziculture irriguée et en cultures exon- 

dées: riz pluvial et sorgho.- 

Ces experiences ont ét@ réalisées en station (ORSTOM Bel- 

Air) et en milieu paysan (Casamance,sud du Sénegal). 
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2.MATERIEL ET METHODES - 

2.1.Recherche de differents types d'inoculum - 

Cette expérience a consiste à rechercher un inoculum facile 

à préparer pour une utilisation au champ. 

Quatre types d'inoculum ont été testes. 

-Nodules frais : broyage de 5 g de nodules cauli- 

'naires frais dans un peu d'eau, puis passage sur tamis fin, le 

fïltrat étant amene à 500 ml avec de l'eau (fig. 29). 

-Nodules sec : même préparation à partir de 10 g 

de nodules caulinaires secs réduits en poudre. 

-Poudre d'alginate : ce procéde permet 'd'inclur des 

Rhizobium dans des billes d'alginate qui sont séchées puis fine- 

ment broyées (Mugnier,l980) 

A partir de lg de poudre d'alginate on réal,ise une 

suspension coloïdale dans 11 de tampon Pho#sphate O.O6M, pH:8 

(K2HP04,4.3g; KH2P04,4.9g ). 

-Culture de Rhizobium de 48 h diluée 10 fois. - 

Le titre de chaque inoculum est déterminé par comptage sur 

boite sur milieu YLA. 
w  

Afin de tester l'efficience de ces inoculums, des plantes de 

S. rostrata âgées de 1 mois ont été inoculées sur des portions - 

de tiges de 25 cm avec les inoculums ainsi obtenus. Les mesures 

dIARi sont effectuées 3 semaines après l'inoculation, ce qui 
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Fig. 29 : Préparation sur le terrain d'un inoculum de 
Rhizobium A partir de nodules caulinaires frais 

3 



correspond à 

rostrata. 

1 ‘opt imum de l’activité réductrice d’acéty lène de S. - 

2.2.Utilisation de l’engrais vert S. rostrata pour - -- 

la culture du riz en rizière de plateau - --- - 

L’essai a été mis en place à Affiniam ( Casamance) en 

rizière de plateau et réalise en collaboration avec le groupement 

de jeunes paysans du village (les caracteristiques physico-chimi- 

ques du sol figurent en annexe). 

Le dispositif experimental comprend 12 parcelles de 2m*cha- 

curie avec trois traitements : azote minera1 (apport d'urée 

correspondant à 60 kg N/ha), engrais vert S. rostrata, et le - 

tém’oin sans azote (l’essai comporte 4 repétitions par traitement). 

Les graines de S. rostrata sont scarifiées par abrasion - 

mécanique (cf procédé décrit au paragraphe 2.1 du chapitre II), 

puis’mélangées avec I’inoculum dlalginate. Elles sont semées en 

poquets (densité du semis 3 g/m* soit 6 g/parcelle) 

L'inoculation des tiges est effectuée à 30 jours avec l'ino- 

culum d’alginate suspendu en tampon phosphate, a l’aide d’un 

pulvérisateur. A 50 jours, les plantes sont fauchées, découpees 

en fragments de 10 à 15 cm puis enfouies dans le sol à environ 

2Ocm de profondeur. 

Des échantillons de S. rostrata sont prelevés dans chaque - 

parcelle pour la détermination de la biomasse produite(poids 

frais poids sec) et les teneurs en azote correspondantes. 

L'ensemble des parce1 1 es reçoit une fumure de fond 

équivalent à 40kg/ha de P (phosphate tricalcique). et 60 kg/ha de 

K (KCl). 



lantules de riz d'une variéte Des p loca le agées de deux 

semaines ont éte repiquées une semaine aprés l’enfouissement.’ 
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2.3.Utilisation de l’engrais vert Sesbania rostrata - 

pour la culture du sorgho en microparcelles -- - - 

Cette expérience a été réalisée à la station ORSTOM Bel-Air 

de Dakar, sur un sol de texture très sabIeuse (cf caractéri sti - 

ques physico-chimiques en annexe). 

L’engrais vert S. rostrata a eté cultivé à proximite du - 

dispositif expérimental dans des parcelles de 10m’. 

Les graines traitees a l'acide sulfurique concentré et rin- 

cées à l'eau, ont été semées à la volée (densite équivalente a 30 

kg/ha). Les tiges sont inoculees par pulverisation d’une culture 

Liquide diluée de la souche de Rhizobium ORS571, qu'atre semaines - I. 
après le semis. Les plantes sont fauchées à 8 semaines, pesees 

N 
et découpées en. fragments de 10 à 15 cm, et enfouies dans les 

parce1 les destinées à recevoir l’engrais vert, à une profondeur 

de 20cm environ. Un échantillonnage est préalablement effectué 

pour la détermination du 

biomasse enfouie. 

poids 

Le dispositif expér 
0 

imenta 

sec et de la teneur en azote de la 

est constitué de 16 parcelles de 

4medisposées en carré latin (soit 4 répétitions par traitement) 

Deux doses d’engrais vert sont utilisées : 

Sl = 3,75 kg/m 
2 

soit 37,5 T/ha (poids frais) 

s2 = 7,5 kg/m 
2 

soit 75 T/ha (poids frais). 

Ces doses correspondent respectivement a 200 et 400 Kg-N/ha. 

L'ensemble des traitements reçoit une fumure de fond: 

I  
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40 kg/ha de, P (phosphate tricalcique) et 60 kg/ha de K (KCl). Le 

traitement azote minéral reçoit l'équivalent de 150 kg/ha d'azote 

sous forme d'urée. 

Le sorg,ho (variété CV 151-252) est seme sur l'ensemble des 

'p.arcelles suivant un écartement de (20 x 20 cm). La recolte est 

ef'fectuée 90 jours environ après le semis. Les rendements en 

grains et en pailles sont évalues après sechage et battage. 

L'azote total est déterminé suivant la méthode de Kjeldhal a 

l'aide du système'de dosage Büchi (principe décrit au paragraphe 

2-4 du Chapitre III). 

2.4.Utilisation de l'engrais vert Sesbania rostrata - 

pour la culture du sorgho en milieu -- - paysan - 

Cette expérience a été realisée a Balandine (Casamance) avec 

Ia collaboration du groupement de jeunes paysans. du village.(cf. 

-caractéristiques physico- chimiques du sol en annexe) 

2.4.1.CuIture de S. rostrata -- 

Après scarification par abrasion, les graines sont 

melangées à de I'inoculum d'alginate en poudre puis semées à la 

volée a une densité équivalente a 30 kg/ha. 

Les tiges sont inoculées a 30 jours avec un inoculum prepare 

à partir d'un broyat de nodules frais prélevés au collet des 

plantes (technique décrite au paragraphe 2.1. de ce chapitre).. 

L'enfouissement a lieu à 50 jours. Afin d'opérer dans des condi- 

tions aussi proches que possible de la jachère, nous n'avons 

effectué ni désherbage ni traitement phytosanitaire. 
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2.4.2.Technique d'enfouissement de l'engrais vert et - -- 

culture du sorgho - 

-Technique d’enfouissement de S. rostrata -- 

Le billonnage est une technique de travail du sol très 

répandue en Casamance (Sud du Sénegal). Elle consiste a enfouir 

i’herbe en place sous le billon au moment de sa mise en place. Le 

billonnage est effectué à l'aide d'un outil spécifique appelé 

Kayendo (fig. 30). 

Cette technique a été utilisee pour le travail du sol et 

l’enfouissement de l’engrais vert (fig. 31). 

-Culture du sorgho - 

Le sorgho est cultivé dans des parcelles de (2 'x 5 ml 

comportant deux billons de (0,4 x 5 m) chacun,. soit une surface 

totaIe de 4m 2. c 

Le dispositif expérimental comporte quatre traitements (1) 

azote minéral (apport d'urée correspondant à 60 kg/ha); 

(2) fumure organique ( dejections d’animaux cf. caractéristiques 

physico-chimiques en annexe) ;(3) S. rostrata engrais vert ; - 

(4) témoin sans azote. L’ensemble des parcelles reçoit l’équiva- 

lent de 60kg/ha de P (phosphate tricalcique) et 40kg de K (KCl). 

Une semaine après l’enfouisement de l’engrais vert,le sorgho 

(variété CV3), est semé sur billon en poquets avec un écartement 

de 20 cm. Le sorgho est récolté 90 jours après le semis.L’èvalua- 

tion des rendements et la teneur en azote de la paille et des 

grains sont effectués après séchage. 



Fig. 30 : "Kayendo ' (d'après Pe.lissier 1966) 
OutilÜtilisé pour le travail du sol en Casamance 

(Sud du Sénégal) 



Fig. 31 A et B Enfouissement de l'engrais vert 
S. rosrata en billon à l'aide du Kayendo en 
milieu paysan 
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2.5.Utilisation de l'engrais vert S. rostrata en - -- - 

culture irriguée 'du riz -- 

Une première. expérience effectuée en microparcelles de lm2 

avait montré qulutilisé comme engrais vert, S. rostrata permet- - 

tait de multiplier les rendements en riz par un facteur compris 

entre 2 et 3 (Rinaudo et al., 1982, 1983). II s'agissait alors -- 

d'un essai réalisé sur sol de Bel-Air dont la texture est très 

sableuse. 

Nous avons effectué une experimentation de même type en 

microparcelles de lm2mais cette fois sur sol de texture très 

lourde, le sol de Tilène est un sol alluvial hydromorphe r.epre- 

sentatif des cuvettes de decantation du Delta du fleuve Senegal 

(cf. caracteristiques physico-chimiques en annexe),. De plus nous 

avons effectué deux cultures de riz consécutives. 

Cette expérimentation a comporté trois traitements avec 6 

répétitions (1) aucun apport d'azote, (2) 100 unites d'azote 

minéral apporté sous forme d'urée (20 g d'urée par parcelle) (3) 

culture et enfouissement de S. rostrata en engrais vert. Pour - 

chaque culture de riz les microparcelles ont reçu en deux fois 

33 unités de K et 60 unités de P (25,6g K2HP04 + 639 KH2P04 im 2). 

Le semis de S. - rostrata est effectué en lignes espacées de 

20 cm, (environ 100 plantes/m2). Les plantes sont inoculées a 3 

et 5 semaines par pulvérisation des tiges avec une culture de 

Rhizobium ORS.571, puis coupées et enfouies à 2 mois. 

Le repiquage du riz (variete cv.IKP) a ete effectué 1 se- 

semaines. 

i une variété 

maine après enfouissement avec des plantules de 2 

Pour la seconde culture de riz nous avons cho is 



de r iz plus tolérante au froid, CV KM 998. Le rep 

@té effectué avec des plantules de 3 semaines. 

Pour les deux récoltes ont été determinks : 

matière sèche des grains, de la paille, et l’azote 

li 99 

iquage du riz a 

le poids de 

total. 
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3.RESULTATS 

3.1. Efficience de différents types d’inoculum - 

Les résultats obtenus ont été reportes dans le tableau 29. 

Les activités les plus fortes sont obtenues avec l’inoculum 

liquide classique (culture bactérienne) et avec l’inoculum prepa- 

ré à partir de nodules frais. Il en est de même pour le titre, 

et le nombre de nodules. 

L'inoculum obtenu à partir de nodules frais présente l’avan- 

tage de pouvoir être préparé aisément sur le terrain : à partir 

de 5g de nodules on obtient 10 litres d’une suspension dont le 

titre est d’environ 10 8 bacteries/ml. L’inoculum prépare a partir 

de nodules secs ou l’inoculum d’alginate sont moins efficients, 

mais ils. doivent être considérés comme un moyen de’conservation 

des Rhizobium . 

3.2.Effet de l’engrais vert S. rostrata sur les -- -- -- 

rendements de differentes cultures - 

3.2.1.Rendement du riz cultive en rizière -- - 

de plateau - 

La quantité de biomasse produite par S. rostrata a été - 

estimée à environ 1,7kg/m2poids frais et la quantite d'azote à 

8Okg-N/ha en 50 jours. 

On constate (fig. 32 et tableau 30) qu'un apport de 

l'équivalent de 50 Kg d'azote minera1 n'a que très peu d'effet 

sur le poids sec des pailles et des grains et sur leur teneur en 

azote. 

En revanche l’engrais vert S. - rostrata permet des augmenta- 
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Tableau :29.Effet de divers types d'inoculum sur la nodulation et 1'ARA 
caulinaire de S. rostrata (inoculation à 4 semaines j mesures 
à 7 semaines sur des portions de tige de 25 cm) 

Inoculum Nodulation .ARA I 

I Nature 
Titre Nbre Poids sec 

(Nbre bactéries/ml) nodules mg 
(wles G2”4/h) 1 

I io9 7 I Nod. frais 3,8 x 424 661 
LNod. secs 1,4 x 107 315 338 

154 l 
6o I ,Alginate 1,6 x ,06 89 205 33 I 

ICulture 8,5 x ,08 350 586 141 / 

N.B. Chaque valeur est la moyenne de 4 répétitions 



Fig. 32: Effet de l'engrais rrert de S. rostrata sur les rendements 
- -' du riz en rizière de plateaÜ(Affiniam Casqmance) 

POIDS SECS (k&) 

GRAINS PAILLES 

q tbmoin 
-lzil 

H minera1 (50 unitfh) 

j- 

AZOTE TOTAL (g/m2) 

GRAINS PAILLES 

engrais vert 2. rostrata 



Tableau :JO.Effet de l'engrais vert sur les rendements du riz cultivé 
en rizière de plateau (Affieiam - Casamance) 

Traitements Paille Grain Paille + 

Wg/m2 N (g/m2) PS(g/m2) N(g/m2) N(g/m2) 

I I 
i Témoin 399,3 a 
I ,50 unités N-k-ée 436,5 a 3,9 a 

211,5 a 

212,6 a 

.5,7a i 

6,9a 1 

54k.5 b 6,s b 359,3 b 5,6 b 12,l b 
I 

I I 

Dans chaque col'onne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas 
significativement différentes (P = 0,05) (Test de Duncan 1955). 
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tions des rendements en grain et en paille ainsi que des teneurs 

en azote . On observe notamment un doublement de l’azote total 

des parties aériennes des parcelles ayant reçu l’engrais vert par 
2 

rapport aux parcelles témoins.( 12,17 et 5,78 gN/m respective- 

ment). 

3.2.2.Rendements du sorgho cultivé en microparcelles - - 

Les résulats obtenus (fig. 33-34 et tableau 31) mettent en 

évidence l'effet benéfique de l’engrais vert de S. rostrata sur - 

les rendements du sorgho. 

Afin d'étudier l’influence de la quantité de bi ornasse en- 

fouie sur le developpement du sorgho, nous avons utilisé deux 

doses d'engrais vert, correspondant respectivement à 9,35 et 18,7 

T/ha de matière-sèche. On observe que l'incorporation au sol de 

S. rostrata aux deux doses utilisées a un effet comparable a un - 

apport de 150 unités d'azote minera1 su-r la productivité du 

sorgho : les rendements en pailles et grains et leurs teneurs en 

azote, sont environ le double de ceux des parcelles témoins. 

Les quantités d'azote incorporées sous forme d'engrais vert 

etaient très importantes : de l'ordre de 200 et 400 Kg /ha d'a- 

zote. L’utilisation d'une dose double est dans ce cas superflue. 

3.2.3.Rendements du sorgho en milieu paysan - - 

Dans la figure 35 nous avons représenté la pluviométrie par 

docade durant la culture de S. rostrata (entre le 13 Juin et le 1 - 

Août 1985). La quantité de biomasse produite a été estimée à 

., environ 1 kg (poids frais) par m 2 ce qui correspond à environ 60 

kg-N/ha. L’irregularité des pluies pendant la culture de S. - 

rostrata pourrait expliquer la faiblesse de ces résultats. 



Fig.. 33 : Effet de l'engrais vert de c rostrata sur les rendements'du sorjho 
cultivé en microparcelles (Station -ORST@l Bel Air) 

Sorgho CV 151~252 

POIDS SECS (kgfm’) 

GRAINS PAILLES 

cl tbmoin N minéral (150 unites) 

10 

5 

AZOTE TOTAL (g/m’) 

T 
PAILLES . 100 GRAINS + PAILLES 

engrais vert S. rostrata 



Fiq. 34' 
2~6 : 

: Effet de l'engrais vert sur la culture du sorgho 

Sorgho à 45 jours 

Rendements en grains 



Tableau : 31. ------- Effet de l'engrais vert sur les rendements du sorgho 
cultivé en microparcelles (Station ORSTOM Bel-Air) 

I Traitements 
I 

Paille Grain Paille + Grain 1 

PS (g/rn2) N (dm2) PS (dm2) N (g/m2) N (g/m2) 

i 
! Témoin 900 a 7,3 a 260 a 4,O a lx,3 a 
I I 150 unités N.urée 

I s- rostrata It* 

rostrata II+a:- 

1685 b 

1610 b 

1660 b 

15,9 b 522 b 9,5 b b 25,4 

15,s b 525 b 9,s b 25,O b I 
17,O b 569 b 9,O b 26,0 b 

I I 

3: S. rostrata 1 : -9,35 t/ha (poids sec) > 

w- S. rostrata II: 18,7 t/ha (poids sec) - 
Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement 
différentes (P = 0,05) (Test de Duncan 1955). 
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200 

150 

100 

50 

Precipitat ions decadaires 

(mm) 

‘M’ J J ’ 0 - S -O- 

Fiq. 35 : Niveau des précipitations à Balandine 
durant la croissance.de S. rostrata 
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GRAINS PAILLES 

00 
T N FO S 

PAILLE + GRAINS 

20 

15 

10 

5 

20 

7 

Fig. 36 : Effet de l'engrais vert sur les rendements du sorgho 
en milieu paysan (Balandine Casamance) (sorgho C.V.31 



Tableau 32. Effet de l'engrais vert sur les rendements du sorgho _--m--m 
cultivé en milieu paysan (Balandine - Casamance) 

I I 

' Traitements I Paille Grain Paille + Grain 

I PS(g/m2 N(g/m2) PS(g/A2 N( g/m2) N (g/m2) 

IT 
émoin 318,0 a 1,75 a 52,s a o,73 a 2;48 a 

I 
100unités N.urée 478,o b 2,6 b 76,O b 0,85 ab 3,45 ab 

1 Fumure organique 5o7,o b 3,0 b 87,s cb 1,42 bc 4,42 bc 
I 
I s. rostrata 662,0 c 3,7 c 105 c 1,95 c 5,65 c 
1 engrais vert 
I 1 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas 
significativement différentes (P = O,Os) (Test de Duncan 1955). 
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L'engrais vert S. rostrata a un effet plus marqué sur les - 

rendements du sorgho, que l'azote minéral apporté à une dose 

équivalante à 100 unités d'azote et la fumure organique 

(déjections d'animaux). Par rapport aux parcelles témoins, on 

observe, un. doublement du poids sec des grains et des pailles 

ainsi que de la teneur en azote (fig. 36 et tableau 32). 

Les rendements en grains obtenus en milieu paysan sont plus 

faibles que ceux que nous avons obtenus en microparcelles en 

station.(figure 34 et tableau 30). La difference des rendements 

observée pourrait s'expliquer d'une part, par la différence des 

écartements des semis (40 x 20 cm) en milieu paysan contre (20 x 

20) en microparcelles ainsi que par la faiblesse de la biomasse . 

de l'engrais vert enfouie ; d'autre part des attaques de saute- 

relles ont été observees au moment de l'epiaison du sorgho. 

Cependant l'analyse des resultats obtenus sont significatifs 

et confirment l'effet bénéfique de l'engrais vert S. rostrata sur - 

la culture du sorgho (fig. 36 et tableau 32). 

3.2.4.Rendements de deux cultures successives de -- - 
. 

riz irrigué 

Les résultats obtenus sur sol de Tilene (texture argileuse) 

sont comparables à ceux obtenus par Rinaudo et al., (1982) sur -- 

801 de Bel-Air de texture sableuse. On observe des différence 

importantes entre Les parcelles ayant reçu l'engrais vert,et les 

parcelles temoins les rendements en grains sont 2,5 fois supé- 

rieur : à ceux des parcelles temoins après la première culture de 

riz ; pour un seconde culture de riz, les rendements sont 1,S 

Fois supérieurs.(fig 37 et 38 ; tableau 33). 

50 
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E- Fiq. Effet de l'engrais vert sur les rendements du riz 
irrigué cultivk en microparcelles (Statïon 
ORSTOM BEL-AIR) 

- Comparaison des rendements sur sol argileux 
(Tiléne) et sableaux (BEL-AIR) 

- Effet sur deux cultures successives de riz 
. 

(1). : CVLKP .,,: (2) : .KM 998 

1.0 
LY 
l-l 
u 

w 
2 

RENDEMENTS EN GRAINS 

Wm2) 

(1) (2) 

30 

(1+2) 

(1) (2) 

cl t érnoill 

AZOTE TOTAL DES PARTIES AERIENNES 

(G&AINS +,PAILLES) 

(172) 

•a 
N ml.nOral (Bel-Air: 60 unices; Tilbne: 100 unitbs) 

engrais vert s. roscraça -- 



Tableau 33. Effet de l'engrais vert sur la productivité du riz irrigué --_--_- 
(Deux cultures successives de riz sur sol de Tilène en microparcelles de Irn') 

(Station ORSTOM Bel-Air) 

I 
1 Traitements Rendements en grains (g/m2) Teneur en azote (g/m2) I 

I 

I 
Grains Pailles Grains + Pailles 1 

(1) (2) (1 + 2) (1) (2) IZ-II ( 1) 2) 1) (2 
I 

L( 1 + 2,1 
I 

i T émoin 415 a 391 a 806 a 3,34 a 3,66 a 2,02 a 1,95 a 5,37a 5,61a io,g8a.i 
100 unité 

I 
N-urée 

I 
784 b 405 a 1189 b 6,49 b 3,6 a 5,47 b 2,16 a 11,99b 5,76a 17,75b-1 

I 
I 
i -~!%at,!;;t 1081 c 

i 

569 b 1650 c 10,84 c 6,07 b 6,4 b 2,85 b 17,24c 8,92b26,16c( 
I 

(1) Première culture de riz (CV IKP) 

(2) Deuxième culture de riz (CV KM 998) 

Dans chaque colonne les moyennes suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes 

(P = 0,05) (Test de Duncan 1955). 
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Fig. 38 : Effet de l'engrais vert S. rostrata sur les 
rendements du riz irrigué cultivé en microparcelles 

(Station ORSTOM BEL-AIR) 



4.DISCUSSION ET CONCLUSIONS - 

Une nodulation spontanée des tiges peut être observée lors- 

que le sol renferme le Rhizobium spécifique. Cette nodulation est 

souvent limitée à la base des tiges et ne permet pas l’expression 

optimale des potentialités fixatrices de la plante. 11 convient 

donc le plus souvent d'inoculer. Parmi les différents types 

d’inoculum testés, l’inoculum réalisé à partir d'un broyat de 

nodules frais est particulierement interessant : il peut être 

facilement préparé et utilisé au champ (fig. 29). 

Les résultats obtenus avec le riz pluvial et le sorgho 

montrent que S. rostrata utilisé comme engrais vert peut être - 

bénéfique non seulement dans le cas de cultures irriguées, mais ., 

aussi dans le cas de cultures exondées. On observe géneralement 

u 11 doublement du rendement en grain par rapport au témi!i n. Ces 

résultats ont été confirmes lors d’expérimentations réalisées par 

Camara et Diarra (1985); Mateugue(1985); I.R.R.I. (1986):$., 

Compte-tenu de l’effet résiduel sur la deuxiéme culture 
,1 SL 

(auçmentation des rendements de l’ordre de 30%), l’effet global 

de l'engrais vert sur deux cultures de riz est de doubler les 

rendements en grains aussi bien sur sol argileux que sur sol 

sableux (fig. 39) (Rinaudo et Moudiongui, 1986). 

Les expériences réalisées en milieu paysan, donnent lieu à 

des rendements en grains (riz et sorgho) inférieurs aux 

rendements obtenus en microparcelles. Cette faiblesse des 

rendements pourrait s’expliquer non seulement par la différence 

des conditions de culture, mais aussi par la quantité d'engrais 



vert produite et enfouie, (elle est en moyenne de Ikg/m * poids 

frais en milieu paysan contre 3,5 kg/m * poids frais en 

microparcelles). L’irrégularite des pluies pendant la première 

péri ode de l’expérience réalisée à Balandine (fig. 35) semble 

&oir limité la production de biomasse de S. rostrata. Ainsi donc - 

!a disponibilite en eau peut constituer un facteur limitant pour 

le développement de S. rostrata. - 

L’utilisation du Kayendo en mi 1 ieu paysan a. permis dl en- 

fouir l’engrais vert sur billon, cette pratique présente l'avan- 

tage de s'intégrer au travail habituel du sol, qui consiste à 

enfouir l’herbe en place sous les bilions au moment de la prepa- 

ration du sol. 

Cependant dans des conditions optimales de croissance la 

quantité de biomasse produite par S. - rostrata peut atteindre 

,40 T/ha (poids frais). C’est pourquoi l’utilisation de cet en- 

grais vert à grande echelle devra faire appel à des moyens plus 

lourds tels que la culture attelée ou mécanisée. 
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CONCLUSION GENERALE 

Des souches de Rhizobium isolees à partir de S. rostrata - 

provenant de.différentes localites du Sénégal, ont été caractéri- 

sées par diverses techniques, puis comparées à la souche ORS571 

Précédemment isolee de S. rostrata par Dreyfus et Dommergues - 

(1981). 

La f 

dépend de 

ixation symbiotique de l’azote par les légumineuses 

la plante , du microsymbiote et des conditions de 

l'environnement. Nous avons examiné l’effet de l'azote combiné 

sur la nodulation caulinaire et racinaire de S. rostrata, et sur - 

l’activité réductrice d'acétylene. Les observations faites, ont 

Pu être complétées par l'étude de la structure et de I'ultras- 

caulinaires développés en présence d'azote tructure de nodules 

combiné. 

Nous avons ensu ite étudié l’effet de certa i ns facteurs cli- 

matiques sur les differents paramètres de la symbiose entre 

Rhizobium etS. rostrata au cours de cycles végétatifs successifs - 

inities à différentes epoques de l’année. 

Afin d’évaluer les potentialités fixatrices de S. rostratra - 

in situ nous avons utilisé la methode de dilution isotopique N-15 -- 

pour évaluer la quantité d’azote fixé en 53 jours. 

S. rostrata a éte utilisé comme engrais vert pour la culture - 

irriguée du riz, et en culture exondée (riz et sorgho). Des , 
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'essais ont été mis en place en station (ORSTOM Bel-Air) puis en 

milieu paysan en (Casamance Sud du Senegal). 

PRINCIPAUX RESULTATS 

l.Caractérisation de souches de Rhizobium isolées de - - - 

Sesbania rostrata 

Les techniques d'analyse que nous avons utilisées ont permis 

de mettre en évidence des différences importantes entre 8 des 9 

souches que nous avons isolées et la souche de Rhizobium ORS571 

dejà décrite (Dreyfus, 1982) 0 La souche, Baml est la seule à 

présenter les mêmes caractères phénotypiques que Rhizobium 

ORS571. 
- Une seule souche (Baml) est sensible aux phages 

RSt et RS2, spécifiques de Rhizobium ORS571. 

- La souche GN15 est résistante au chloramph6nicol 

et sensible à la novobiocine, la souche GN17 est résistante a la 

furadantine. 

- Les souches GN15, GN17 et Baml ont le même conte- 

IlU plasmidique que ORS571 (5,5 10 Dalton),les souches GNll et 

Zig1 ont le même contenu plasmidique (12.106Dalton). Un plasmide 

de 8.106 Dalton a été mis en evidence chez la souche F9. les 

souches Neml, Bam2 et GN20 ne contiennent pas de plasmide. 

- L'étude des parentés immunologiques a permis de 

mettre en évidence trois groupes de Rhizobium. Les souches possk- 

dant des antigènes de surface reconnus par les anticorps anti 
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ORS571 (Neml, F9 , Baml, et GN15) ; les souches non reconnues par 

l'anticorps anti ORS571 (GNZO, Zigl, GNll) et la souche GN17 qui 

présente une fluorescence intermédiaire. 

- L'étude de l'activité nitrogénase en condition de 

dérépression a permis de mettre en évidence trois groupes de 

Rhizobium selon leur sensibilite à l'oxygène : quatre souches 

(GNii, GNI~, Baml et Bam2) présentent une activite nitrogenase 

maximale en presence de 3% d'oxygène comme ORS571. Par contre les 

souches GN 17, GN20 > F9 et Zig1 presentent une activité nitro- 

génase maximale en présence de 5% d'oxygène.La souche Neml est la 

seule à ne pas présenter d'activite réductrice d'acetylène aux 

deux tensi6ns d'oxygène. 

L'aptitude a fixer l'azote en culture-libre sembIe 

être une caractéristique commune aux souches de "Rhizobium de 

tiges 1'. 

2.Effet de I'azote combiné sur la symbiose entre - -- 

Rhizobium S. rostrata - 

L'effet de l'azote combiné sur la symbiose entre Rhizobium 

et S. - rostrata a é-t.6 étudié au moyen de plusieurs dispositifs de 

culture de plante. Les résultats obtenus ont montré que la pre- 

sente de l'azote combiné influe sur la nodulation de S. rostrata, - 

la nodulation caulinaire étant cependant moins affectée par 

l'azote combine que la nodulation racinaire. 

A l'aide de la microscopie photonique et de la microscopie 

électronique nous avons montré que la derniere etape du processus 

d'infection de la nodulation caulinaire (libération des 
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bactéries contenues dans le cordon d'infection dans le cytoplasme 

des cellules du meristème nodulaire) était bloquée par de fortes 

doses d'azote combiné (12 mM-N ) 

3.Fixation caulinaire d’azote par S. rostrata au -- - 

cours de cycles vegétatifs inities à differentes - 

époques de l’année - 

Des cycles végétatifs successifs de S. rostrata ont été - 

inities à différentes époques de l'annee. 

Cette étude a montré que la croissance et l’activité 

fixatrice dépendaient etroi tement des conditions climatiques 

(température et photopériode notamment). D’autre part, il est 

apparu qu’en condition d'hydromorphie permanente, la fixation 

d,'azote était due essentiell.ement aux nodules caulinaires (96% 

environ de l’activité totale). 

4.Evaluation de l’azote fixe par S. rostrata - --- 

Pour estimer l'azote fixé par S. rostrata nous avons utili- --- 

sé la méthode ' par difference " et la méthode de dilution isoto 

pique N-15. Les résultats obtenus ont montré que S. rostrata a - 

des potentialités fixatrices d’azote exceptionnelles : de l’ordre 

de 30gN/m2, soit 300kg N/ha par extrapolation. 

S.Utilisation de S. rostrata comme engrais vert -- 

Une nodulation spontanee des tiges peut être observée mais 

en général elle ne permet pas l’expression optimale des potentia- 

lités fixatrices de la plante, et il est donc souhaitable d’ino- 

culer. Parmi les types d’inoculum que nous avons testé, l’inocu- 

1 um realisé à partir de broyat de nodules frais possède 
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L’avantage d’être facile a préparer et utilise au champ. 

Les résultats obtenus avec le riz pluvial et le sorgho 

montré que S. - rostrata utilise comme engrais vert peut 

bénéfique non seulement dans le cas de culture irriguée du 

ont 

être 

riz, 

mais également dans le cas de cultures exondées (riz et sorgho). 

Les expériences réalisées en milieu paysan ont montre que 

la disponibilité en eau constituaient l'un des principaux fac- 

teurs limitant le développement de S. rostrata. Nous avons estime - 

la production de biomasse en milieu paysan (Casamance)à environ 

1 kglm’ alors que nous avons obtenue 3,5 kg/mîen microparcelles en 

station. Les quantités d’azote enfouies ont eté estimées à envi- 1 

ron 60 kg/ha en milieu paysan et 200 kg/ha en station. 

L'enfouissement de l'engrais vert en billon a l’aide de 

Kayendo reste pour l’instant la méthode la plus adaptee en 

Casamance. Cependant l’utilisation de l'engrais vert à grande 

échelle devrait faire appel a des outils de travail plus lourds 

comme la culture attelée, ou mécanisee. I$l,’ 

.-. . . 
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fixation d'aocte 
rostrata Le développement et la 

--------y-- sont très sensib2es aux condztzons c2imatiques en parti- , ’ culier t 

l 
1~ ~pnotopé~~iode et la température. Les potentialités fixatEi'ci.s 

de S. rosYrata ont éti égaluées par deux méthodes, la méthode par: di,ffé- ------m.--e_ 
'rente et la mathode de dilution isotopique N-15. La quantité d:ascte 

i e~~é~,~~~,',,Bo~~~~"" en 53 jours a été évaluée à environ 300 kg N/ha. Il 

i . rostrata utilisé comme engrais vert peut être bénéfique ----w------ 
; Von seu2ement pour Laculture irriguée du riz, mais éga2ement en culture 
f exondée 
i 

(riz et sorgho). Les essais correspondants ont ét& ej'fectués en 
i station (ORSTOM Dakan) et er; mitieu paysan (Casamance Sud du Sgnégal). 

' MOTS-CLES 

l 

: AzoQe-15 ; Azote comb<né ; Engrais vert ; Fixation d'azote ; 
NoduLes caulinaires ; Sesbania rostrata ; Rhizobium. _---------__--_-- ___--_--- 

I Laboratoire(sj de recherches : Microbiologie ORSTOM-DAKAR 

I ; Directeur de kecherches : G. RINAVDO 
i- 
1 I 

l Président du Jury : pp. R. BARDIN 

f 
Composition .du'Jury : J. EALANDREAU ; A. MOIROUD ; 

G. RINAUDO ; H. SAINT MACARY. 


