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Résumé

Dans le genre Sesbania, la présence de sites préfor més et le phénomène
de nodulation caulinaire n'ètaient jusque là connus que chez l'espèce S.
rostrata. Les premières observations n'ont pas permis de dèceler une
nod ulation ca ulinaire spontanée chez S. pubescens. Cette plan te présente
toutefois des sites caulinaires préformés nettement visibles surtout à l'aisselle
des feuilles. Dans les conditions d'inondation (naturelles ou expèrimentales),
la formation de nodules caulinaires a été obtenue. De même, l'inoculation
a près gr a ttage su perficie l de l'é pider me des ma me Ions ca ulinaires ou
l'injection sous épidermique a conduit à la formation de nodules en chambre
de culture.

Nous avons isolé et étudié l'infectivité et l'effectivité de souches de
Rhizobium issues de nodules de racines et de tiges.

Une étude cytologique par des techniques de microscopie photonique et
électronique à balayage a permis de préciser la structure et la nature des
sites de S. pubescens. Cette structure est caractérisée par la présence
systématique de cellules épidermiques recouvrant l'ébauche de la racine alors
que chez S. rostrata et chez.4. afraspera, ces sites de nodulation présentent
une racine qui fait extrusion des tissus épidermiques de la tige. Cette étude
nou saper mis de suggérer que les si tes de nodula tion ob servé s chez S.

pubescens ne sont pas des "sites compétents pour l'infection externe" par les
Rhizobium.

Mots-clés: Fixation symbiotique de l'azote - Rhizobium, S. pubescens 
Ma me Ions ca ulin aires - Structu re cytologiq ue - Nod ula tion ca utin aire
expérimentale.



- 4 -

Sommaire

LISTE DES GRAPHIQUES 7

LISTE DES TABLEAUX D'ILLUSTRATION DU TEXTE 8

INDEX DES SIGLES ET ABREVIATIONS DU TEXTE 10

INTRODUCTION GENERALE Il

CHAPITRE l

ETUDE DE LA NODULA TION RACINA IRE
ET COMPARAISON DE LA FIXATION D'AZOTE

CHEZ S. ROSTRA TA (SA UV AGE ET DEUX MUT ANTS)
ET CHEZ s. PUBESCENS

1- INTRODUCTION 15
II- MATERIEL & METHODES 16

2. 1. Matériel végétal 16
2.1.1. Germination des graines et mise en culture des plantes 16
2.1 .2. Culture en pots 16
2.1.3. Culture hydroponique=culture en tubes 17

2.2. Matériel bactérien 17
2.2.1. Les milieux de culture pour les bactéries 17

2.2.1.1. Le milieu de culture pour Azorhizobiul11 17
2.2.1.2. Le milieu de culture pour Rhizobium 18

2.2.2. Isolement et culture des souches bactériennes 18
2.2.2.1. Isolement des souches de Rhizobium à

partir des nodules 18
2.2.2.2. l sole ment à partir du sol 19

2.2.2.2.1. Isolement direct 19
2.2.2.2.2. Isolement indirect par piégeage 19

2.2.3. Evaluation de la fixation de l'azote par la mesure
de l'Activité de la nitrogénase (ARA) 20

2.3. Comparaison de la nodulation et la fixation de l'azote chez S.
rostrata, S. pubescens et deux mutants de S. rostrata 22

2.3.1. Protocole expérimental de l'étude comparative 22
Plantes 23
Inoculation 23
Régime hydrique 23

2.3.2 Evaluation de la fixation d·azote 24



- 5 -

II 1- RES ULTATS 25
3.1. Infectivité des souches sur les racines 26

3.1.1. Nombre de nodules racinaires 26
3.1.2. Infectivité relative des souches 28

3.2. Effectivité des souches (fixation symbiotique de l'azote) 28
3.3. DISCUSSION 30
3.4. Comparaison de la nodulation et de la fixation d'azote chez S.

rostrata, S. pubescens et deux mutants de S. rostrata 31
3.4.1. Nombre moyen de nodules racinaires 31
3.4.2. Poids secs moyens des nodules racinaires 33
3.4.3. Poids secs moyens des parties aériennes (biomasse

aérienne) 34
3.4.4. Hauteurs des plantes 35

3.5. DISCUSSION 36

CHAPITRE II

ETUDE DES S lIES DE NODULAT ION CA ULIN A IRE
ET NODULAT ION EXPERI MENT ALE CHEZ S. pubescens

1- INTRODUCTION 39
11- MATERIEL & METHODES 41

2.1. Etudes cytologiq ues : techniq ues de microscopie photonique 41
2.1.1. Matériel biologique 41
2.1.2. Fixation des échantillons 41
2.1.3. Déshydratation 42
2.1.4. 1mprégnation progressive 43
2.1.5. Inclusion proprement dite 43
2.1.6. Préparation et coloration des coupes 43
2.1.7. Montage 45

2.2. Techniques de microscopie électronique à balayage 45
2.2.1. Observations directes aprés congélation 45
2.2.2. Préparation et observations après déshydratation 45

2.3. Techniques d'inoculation de plantes entiéres en chambre
de culture 46

2.4. Méthodes de bouturage et d'inoculation des boutures 47
2.4.1. Bouturage en serre 47
2.4.2. Bouturage en chambre de culture 48
2.4.3. Inoculation des boutures 48

i) - l'inoculation en immersion 49
ii)- l'inoculation en émersion 49

2.5. Méthodes d'analyse statistiq ue utilisées 49
2.6. Techni q ues de greff age 51

II 1- RES UL TATS 51



- 6 -

3.1. Etude morphologique des mamelons caulinaires de S.
pubescens 51

3.1.1. Répartition spatiale des mamelons caulinaires
(observa tions mor phologiques) 51

3.1.2. Structure anatomique de mamelon cau1inaire bien développé 51
3.2. Etude de l'ontogenése des mamelons caulinaires 52

3.2.1. Aspects morphologiques 52
3.2.2. Aspects histologiques 52

3.3. Etude de l'évolution des ébauches racinaires en racines adventives:
For mation de l'aérenchyme et élongation de la racine
adventive 52

3.4. Etude de l'évolution des mamelons caulinaires en nodules 54
3.4.1. Potentialités de nodulation sur les plantes entières 54
3.4.2. Potentialités de nodulation sur boutures de tiges

im mergées 55
i - description morphologique 55
ii - cinétique de la nodulation 55

3.4.3. Influence de la date d'inoculation sur la formation
des nod ules 56

3.4.4. Influence du nombre de racines sur le
nom bre de nodules for més 56

3.5. Résultats des greffes 57
3.6. DISCUSSION & CONLUSION 57

BIBLIOGRAPHIE 62

Annexes



- 7 -

LISTE DES GRAPHIQUES

1 - Expression de l 'infectiv ité relative des souches testées chez S. pubescens.

2 - Expression de l'effectivité relative des souches testées chez S. pubescens_

3a : Croissance des plantes de S. rostrata "IV, "SSY", et sauv. en conditions
de submersion du sol.

3b - Croissance des plantes de S. rostrata "IP", "SST" et sauv. en conditions de
drainage du sol.

4a - Courbe de croissance des plantes de S. rostrata et de S. pubescens
inoculées (racines) en conditions de submersion du sol.

4b - Cou rbe de croissance de s plan tes de S. rostrata et de S. pubescens
inoculées (racines) en conditions de drainage du soL

5a - Courbe de croissance des plantes de S. rostrata "IP" et sauv. inoculées
(racines et tiges) en conditions de sub mersion du sol.

5b - Courbe de croissance des plantes de S. rostrata "IP et sauv. inoculées
(racines et tiges) en conditions de drainage du sol.

6 - Allongement de la racine adventive d'un mamelon caulinaire de l'aisselle
de la feuille.

7a . Nombre de mamelons caulinaires réactivés sur 12 boutures de S.
pubescens après 64 jours d'immersion.

7b : Nombre de mamelons caulinaires réactivés sur 12 boutures de S.
pubescens après 12 jours d'immersion.

8 - Nodulation caulinaire sur les racines adventives des boutures chez S.
pubescens.

9 - Influence de la date d'inoculation sur la 'nodulation caulinaire
de s bout ures chez S. pubescens

10 - Relation entre le nombre de racines adventives et la nod ulation
caulinaire sur les boutures de S. pubescens,



- 8 -

LISTE DES TABLEAUX D"ILLUSTRATION DU TEXTE

1 Composition et caractéristiques physico-chimiques du sol de Bel
Air.

II Liste des souches dont l'aptitude à la nodulation a été testée chez S.
pubescens.

III Nombre de nodules racinaires.

1 V Infectivité des souches testées chez S. rostrata et chez S. pubescens.

V Résultats de la mesure de l'ARA spécifique.

VI Nodulation et effectivité des souches d'Azorhizobium et de
Rhizobium testées chez S. pubescens et S. rostrata.

VII Nombre de nodules racinaires (en nodules/plante) des 4 types de
plantes sous les deux régimes hydriques.

VIII Nombre de nodules de tige chez S. rostrata sauvage et le type "IF'.

1X Poids secs moyens de nod ules racinaires (en g/ plante) selon le
régime hydrique pour les 4 types de plantes.

X Poids secs moyens des parties aériennes (biomasse aérienne en
g/plante ).

XI Hauteurs moyennes des plantes (en cm/plantes).

XII Composition des solutions de fixation (AFA, Nawashine).

XIII Corn posi tion des sol utions de bains d'éthanol de déshydr atation.

XIV Composition des mélanges alcool-toluène d'imprégnation.

X V Co mposition de s mél anges toi uène -Paraplast.

XVI Passages dans les bains d'alcool, de toluène et d'eau distillée pour la
réhydratation.



Tableau 1 Caracteristiques physico-chimiques du sol de Bel-Air.

Composants Teneur

Argile 4,40 %

Limon fin 0.90 \
Sable fin 92,70 \

Carbone 0,30 %

Azote 0,,027 \
P assimilable lOS ppm
P total 276 ppm

pH 7,0

NB: - le sol de Bel-Air est un sol peu evolue issu dune roche mere
constituee de sable quaternaire;

- [azote total a etè dose apres mineralisation a l'acide sulfurique concentre:
- le P assimilable a ete dose apres extraction a NaHC03 a,5M selon la

methode de Olsen (Jackson. 1958 i :

- le P total a ete dose apres mineralisation a NHO:. :
- le pH a ete mesure dans un melange sol-solution de KCI 1N t 1/2.5 ;

VIV).

Toutes ces analyses ont ete effectuees au laboratoire de chimie de l üRSTüM de
Dakar (Senégal).
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cellules corticales
cylindre central
cavité annulaire ou cavité circulaire
coupe longitudinale
cortex de la tige
dôme (épidermique)
eau distillée
épiderme
ébauche racinaire
mUlant insensible ala photopériode
International Rice Research Institute
meristeme nodulaire
mamelon caulinaire
méristème de l'ébauche racinaire
}./epIUf)Ù

nodule
Institut Francais de Recherche Scientifique pour le
Developpement en Coopération
sigle de dénom mination des souches isolees au
laboratoire de lOR5rOM Bel- Air de Dakar
pèriderme
poche d infection
phloeme
Planche
racine adventi\'e
racine secondaire
Sesbania
type sauvage
espéce pluriel

ORS:

P:
Pi:

Ph:
Pl.

Rad. 1 ou Ra) :
Rs :
s.:

sauv. :
.~pp

INDEX DES,SIGLES ET ABREVIATIONS DU TEXTE
A, :
A:

ARA:
Aé :

bact. :
c:

Cc. :
Cc. :

Ca (ou C) :
Cl. :
Ct. :
D:

ED :
Ep.(ou ép) :
ER ouŒr) :

IP :
IRRI :

~vINd tou mn) :
Mc (ou mc) :

\lR (ou !vlER) :
.\l:

\dlou \1
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V
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vascularisation ou systè me vasculaire
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Souches
orhizobium
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ORS~71

hizobium sp.
ORS 52
ORS 53

ORS 611
ORS 616
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ORS P2
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ORS P-4
ORS P8

ORS PlO
ORS P6

ORS Pl2
ORS P14
ORS P 3
ORS P9

ORS P 13
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ORS Pl7
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S rostrata nod. racines

S. grandiflora rose
S. grandiflora blanche

?

S pubescens nodtige
S rostrata nod. tige

S pubescens nod. racines

Rhizosphere(soll

S. pubescens nod. racines

Rh izosphere(sol)

S. pubescens nod. tige

Origines géographiques
Région du Fleuve

(Nord Sénégall

Sénégal

PhJ1ippines
Inde

?

Sénégal
Région du Fleuve

(Nord Sénégal)

Senegal( Cap- Vert)

Gambie (fleuve Gambie)

Reférences
B.DREYFUS

INDOYE

B.DREYfUS et al.

Tableau n' 2 : Liste des souches utilisees
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INTRODUCTION GENERALE

Plu s d' une cinq uantaine d'espèces b actér ienne s, de nombreuses
espèces de cyanobactéries et d'actinomycètes et que lq ues archceb actéries
méthanogènes sont connues pour leur propriété de fixer l'azote de l'air.
Aucun eucaryote ne possède cette propriété. Deux catégories de fixateurs
d'azote peuvent être distinguées:

- les fixateurs libres qui ne sont associés à aucun organisme (par
exe mple une plan te hôte). Ils appartiennent aux genre s AzospiriJJium,
Azotobacter. Beijerinckia, Clostridium, Klebsl'ella, Pseudomonas, aux
bactéries photosynthétiques et aux cyanobactéries.

- les fixateurs symbiotiques qui sont associées à une plante. Dans cette
association, la plante fournit à la bactérie les hydrates de carbone issus de
la photosynthèse en échange de l'azote qui lui est .nécessaire pour sa
croissance. Ce sont les systèmes les plus efficaces pour la fixation de l'azote.

Parmi les associations symbiotiques les plus connues on peut citer les
symbioses

- Rhizobium -légumineuses
- Frankia -plantes actinorhiziennes (Casuarina et Alnus)
- Anab;;ena-AzoJJa
- Rhizobiu m -Parasponia (non légu mineuse).

Trois genres de bactéries (appartenant aux Rhizobiacées) sont
capables de s'associer aux légumineuses:

- les Rhizobium qui fixent l'azote en association avec la plupart des
légumineuses tempérées et certaines légumineuses tropicales telles que les
Acacia

les Bradyrhizobium qUi sont généralement associés aux
légu mineuses tropicales

- le s Azorhizobium as sociés aux nod ules ca ulinaire s de Sesbania
rostrata.

L'établissement de la symbiose Rl2izobium -Légumineuse est un
processus complexe qui comprend plusieurs étapes. Les bactéries ou
microsymbiotes s'attachent d'abord à la zone pilifère de la racine puis
pénètrent par l'extrémité recourbée d'un poil absorbant. Il se forme ensuite,
dans chaque poil, un ou deux cordons d'infection qui contiennent les
bactéries. Ces cordons s'allongent ensuite jusqu'aux cellules corticales, puis
libèrent les bactéries à l'intérieur des cellules qui se dédifférencient pour
former un méristéme nodulaire. A ce stade, les bactéries se multiplient,
s'entourent d'une me mbrane 1 elles sont alors appellés b actéroïdes. C'est
sous cette forme qu'elles ont la capacité de fixer l'azote atmosphérique en
le transformant en azote ammoniacal.
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Un a utre mode d'infection : la pénétration intercellulaire ou "crack - entry"
est souvent observé chez les légumineuses tropicales et subtropicales
(comme A rachis, Aeschynomene. Dreyfus et al., 1980 ; Alazard, 1990). Ce
mode d'infection se caractérise par une pénétration des bactéries entre les
cellules corticales des racines et par l'absence de cordons d'infection.

Les nodules se forment généralement sur les racines; mais quelques
espèces forment également des nodules sur les tiges.

Observés pour la première fois sur Aeschynomene aspera j. Léon.
(Hagerup, 1928), les nodules caulinaires ont été découverts par la suite chez
de nombreuses autres espèces d'Aeschynomene (Arora. 1954 ; Eaglesham,
1983 ; Alazard, 1985) et chez une léguminèuse herbacée rampante:

Neptunia oleracea L. (Schaede, 1940) ; chez cette dernière, les nodules se
forment à l'aisselle des racines adventives qui se développent sur les
noeuds de la tige lorsque la plante est cultivée sur des sols inondés.

Des nodules ont par ailleurs été découverts tout le long des tiges et
des branches de S. rostrata, une légumineuse annuelle à croissance rapide
que l'on rencontre sur certains sols inondés des régions sahéliennes et
particulièrement au nord du Sénégal (Dreyfus et Dommergues, 1980, 1981).
Comme chez la plupart des Aeschynomene ces nodules cau linaires sont
induits à partir de sites d'infection prédéterminés situés tout le long des
tiges et des branches (Tsien et al.. 1983 ; Alazard et Duhoux, 1987, Duhoux
et Dreyfus, 1982).

Des nodules ont également été trouvés sur les racines adventives des
tiges de certaines de légumineuses: c'est le cas de Vicia {aba L. (Fyson et
Sprent, 1980), d'Arachis hypogea L. (Niambar et al., 1982), de Pentachletra
macroloba (Walter et Bien, 1989) , de Cassia et de Parkinsonia (Yatazawa et
aJ.. 1987). Enfin, la découverte la plus récente est celle de nodules aériens
sur les troncs de deux espèces de Casuarina: C. cunninghamiana Forst. et C.
glauca (Prin et al., 1991). Ces nodules aériens se forment selon les auteurs,
sur les racines induites sous l'écorce par les eaux de ruissellement des
pluies le long du tronc.

Récemment des mamelons caulinaires ont été observés chez S.
pubescens De., une espèce qui pousse spontanément sur les sols inondés et
dont l'aire de répartition est voisine de celle de S. rostrata. Cependant, ces
mamelons caulinaires sont moins nombreux et moins proéminents. Ils ne
s'infectent pratiquement que dans les conditions d'im mersion, alors que les
sites de nodulation de S. rostrata sont infectés par les Rhizobium aussi bien
en cond itions d 'i m mersion qu'en conditions sèches.
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Contrairement à N. oJeracea qui ne forme des nodules uniquement que sur
les noeuds caulinaires, S. pubescens est capable de former de nombreux
nodules à la base des racines adventives induites à partir de ses mamelons
caulinaires tout le long de la tige.

L'objet de ce travail est d'étudier d'une part la nodulation racinaire et
la fixation d'azote, d'autre part la structure des mamelons caulinaires et la
nod ulation de tige chez S. pubescens.

Nous présenterons dans un premier chapitre une étude de la
nodula tion racina ire chez S. pubescens ainsi qu'une évaluation com parée de
la fixation d'azote avec S. rostrata et deux mutants de S. rostrata.

Le deuxième chapitre sera consacré au phénomène de la nodulation
de tiges et p,articulièrement à l'étude de la structure des mamelons
caulinaires et au processus d'induction des nodules. Comme dans la
première partie, une comparaison entre les deux types de nodulations
ca ulinaires sera présentée.
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CHAPITRE 1

lITUDE DE LA NODULATION RACINAIRE ET COMPARAISON DE
LA FIXATION D"AZOTE CBt2 S_ RDSTRATA ( SAUV AGE.

DEUX DE SES MUTANTS) &. CHEZ S_ PUBESCENS_
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1. INTRODUCTION

Deux genres de microsymbiotes, Azorhizobium et Rhizobium sont
capables d'induire la formation de nodules sur les espèces du genre
Sesbania.

Les Azorhizobium dont la souche type est ORS 571 forment des
nodules effectifs (fixateurs d'azote) sur les racines et les tiges de S. rostrata ;
gènéra1ement, elles n'induisent que des nodules ineffectifs chez les autres
espèces de Sesbania.

Les souches de Rhizobium qui for ment des nod ules racinaires sur les
Sesbania ne sont pas encore classées en espèces. Elles sont infectives
(induisent des nodules) sur toutes les espèces de Sesbania et quelques unes
pe uven t for mer des nod u1es sur d'autres espèces de 1ég u mineu ses
tropicales. Elles sont généralement effectives à des degrés divers sur les
espèces de Sesbania testèes.

L'objet de ce premier chapitre est d'une part d'étudier l'infectivité et
l'effectivi té des souches d 'A.zorhizobiu m et de Rhizobium sur S. pubescens
d'autre part de faire une comparaison de la nodulation et de la fixation de
l'azote chez S. rostrata,s. pubescens (types sauvages) et deux mutants de S.
rostrata.
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IL MATERIEL & MIITHODECi

2_L Matériel Végétal

S. rostrata et S. pubescens sont des légumineuses annuelles qui
poussent sponta~ément dans les bas-fonds, les bords des rivières et les
mares temporaires ou permanentes des régions sahéliennes (Berhaut,
1976). On les trouve également dans les zones humides des régions inter
tropicales et tropicales d'Afrique (Greenway, 1961 ; Irvine, 1961 cités par
Evans, 1988).

Les graines utilisées dans cette étude proviennent des régions de la
Casamance et du Cap- Vert au Sénégal et des sols inondés en bordure du
Fleuve Garn bie.

2_1_1_ Germination des graines et mise en culture des
plantes

Les graines sont scarifiées dans de l'acide sulfurique concentré pour
stériliser et ra molir les tégu ments. (pendant 45 min utes pour S. rostrata et
60 minutes pour S. pubescens) . Après plusieurs rinçages à l'eau stérile, les
graines sont plongées pendant 30 secondes à 1 minute dans une solution de
chlorure mercurique à 0,1 %. Elles sont ensuite abondamment rincées,
imbibées pendant 6 à 7 heures dans de l'eau distillée stérilisée, puis
dé posées dans u ne boîte de Pétri con tenan t de l'ea u gélosée à 0,5 %. Les
boîtes sont ensuite incubées 24 à 48 heures à l'obscurité à la température
de 30°C et sous atmosphère humide. A l'issue de cette incubation les graines
donnent des germinations de 2 à 3 cm de long.

Les plantes ainsi obtenues peuvent étre repiquées en serre ou en
tubes de culture dans un milieu gélosé pour la croissance.

2_1_2_ Culture en pots ou en vases de végétation

Dans la serre, les plantes sont repiquées stérilement dans des pots
contenan t 2.5 kg de sol de Bel- Air dont la composition est donnée au
tableau J. Ce sol est préalablement stérilisé à 120°C pendant 1 heure et
suffisamment humidifié; les plantes placées dans ces pots sont aussitôt
in oc u 1é espa r dép ô t deS ml d' une cult ure sa t urée (1 0 9 bac t./ fi 1) d u
microsy mb iote b actér ie n.

Elles sont arrosées deux fois par jour avec de l'eau stérile pour
maintenir l'hu midité et assurer leur croissance.
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2.1.3. Culture hydroponique (ou culture en tubes)

Les plantes de 2 à 3 cm sont repiquées soigneusement sous la hotte à
flux laminaire, en tubes contenant du milieu nutritif gélosé incliné (milieu
Jensen (V incent, 1970) se Ion la techniq ue de Gibson (1963) dont la
composition est la suivante

K2HP04'
MgS0 4 (7H20),

NaCl,

CaP04 ,

FeC13 (6H 20),

H3Bo3 ,

MnS0 4 (4H 20),
ZnS04 (7H 20),

CuS04 (5H 20),

Na2 Mo04 (H 20),

0,2 g
0,2 g

0,2 g

1,0 g

0,14 g

2,86 mg

2,03 mg
,0,22 mg
0,08 mg

0,09 mg.

le pH est ajusté à 6,7 avant l'addition de la gélose et la stérilisation à
110

0

C pendant 30 mn.
Chaque tube est muni d'un capuchon de feuille d'aluminium. La

racine est introduite dans le tube par un trou pratiqué dans le capuchon de
telle sorte qu'elle plonge dans le milieu nutritif, le reste du tube est rempli

d'eau distillée à hauteur suffisante pour éviter la déssication de la plante,
l'ensemble est maintenu dans une atmosphère sursaturée.

L'inoculation est effectuée 2 à 3 jours après le repiq u age pér iode qui

corres pond à l'apparition des pre miè res racines secondaires. En cha mbre de

culture, les plantes sont installées, sous un éclairage continu (2500 lux) et à

25°C.

2_2_ MATERIEL BACTERIEN

Le tableau II indique la liste des souches utilisèes dans cette étude.
Ce son t tou tes des souches de la collection du Laboratoire de Microbiologie

de l'ORSrOM ou isolées dans le cadre de cette ètude.

2.2.1. Les milieuI de culture pour les bactéries
2.2_1.1. Le milieu pour Azorhizobium

Le milieu complet appelé YL est utilisé pour la croissance et la fixation

d'azote des souches d'Azorhizobium (Dreyfus et al., 1983).
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Il contient en g/ litre d 'eau :

D, L-sodium lactate:

K2HP04:
KH 2P04 :

MgS04 (7H 20):
NaCl:
CaCl2 (2H 20):
FeCl3 (6H 20):
Na 2 Mo04 (2H 20):

MnS04 (H 20):
ZnS04 (7H 20):
CoS04 (7H 20):
CuSO,! (5H 20):
H3B03:

extrait de lévure (Difco):
(NH)2S04:

10,00 g
1,67 g
0,87 g
0,10 g
0,05 g

40,00 mg
10,00 mg

5,00 mg
2,50 mg
0,70 mg
0,14 mg
0,12 mg
0,03 mg
1,00 g
1,00 g

Le pH est ajusté à 6,8 avant l'addition de la gélose et la stérilisation à
120° C pendant 20 minutes. Le milieu YLA correspond donc au milieu YL
additionné de 15 g d 'agar/litre.

2.2.1_2. Le milieu pour Rhizobium

La composition du milieu YM (Vincent, 1970) utilisé pour l'isolement
et la culture des Rhizobium est la suivante (pour 1 litre d'eau) :

Mannitol,
K2HP0 4 ,

MgS04 (7H 20 ),
CaC1 2 (2H 20),
FeCl 3 (6H 2°),
extrait de levure(Difco)

10,0 g
0,5 g
0,1 g

40,0 mg
4,0 mg
1,0 g

Le pH est ajusté à 6,8 avant la stérilisation à 120°C pendant 20
minutes. Le milieu YMA est le milieu YM additonné de15 g d'agar.

2.2.2. Isolement et culture des souches bactériennes
2.2.2.1. Isolement des souches de Rhizobium à partir des

nodules

Cet isolement s'effectue à partir de nodules de racines qui sont
prélevés, lavés et désinfectés à l'éthanol(95 %) pendant 5 mn, puis avec du
chlorure mercurique (HgC1 2 à 0, 1%) pendant 30 secondes.



Souches
orhizobium

caulinodans
ORS~71

hizobium sp

ORS 52

ORS 53

ORS 611

ORS 616

ORS Pl

ORS P2

ORS SI

ORS Pb 50

ORS P 4

ORS P 8

ORS PlO

ORS P6
ORS P12
ORS P14

ORS P 3
ORS P9

ORS P 13
ORS P7

ORS P 11

ORS P 15

ORS P16

ORS P17

Origine d'isolement
S rostrata nodtige

S rostrala nod. rac i n es

Sgrandiflora rose

Sgrandiflora blanche

?

Spubescens nodtige

S.rostrata. nod. lige

Spubescens nod. racines

Rhizosphère(soll

Spubescens nod. racines

Rhizosphere(sol)

Spubescens nod. tige

Origines géographiques

Région du Fleuve
(Nord Sénegall

Sen égal

Philippines

Inde

?

Sénégal

Région du Fleuve

(Nord Sénégal)

SenégaHCap- Vert)

Gambie (fleuve Gambie)

Reférences
B.DREYfUS

l NDOYE

B.DREYFUS et al

Tableau n· 2 : Liste des souches utilisées
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Après plusieurs rinçages à l'eau distillée stérile pendant la mn, ils
sont coupès et une suspension du tissu central est étalée en stries sur du
milieu YMA en boîte de Pétri. Les boîtes sont ensuite incubées à l'étuve à la
température de 37°C pendant 24 à 48 heures. Chaque colonie est repiquée
plusieurs fois sur de nouvelles boîtes jusqu'à l'obtention de souches pures.

2.2.2.2. Isolement à partir du sol
2.2_2.2.1_ Isolement direct

Dans le cas des échantillons de sol de la 'rhizosphère des plantes de
Sesbania, 1 g de chacun de ces sols est ajouté à 1sa ml d'eau distillée stérile.

Aprè s homogéné isation par agitation régulière,on laisse décanter le
mélange. Quelques gouttes du surnageant sont ensuite déposées sur le
milieu solide YM ou YL. Les opérations de purification et de contrôle sont les
mê mes que décrites précédemment.

Dans certains cas les échantillons de sol prélevés corn me indiqué
précédemment dans des sachets ou des pots stériles, servent de support de
culture à la plante hôte. Cette culture s'effectue dans les conditions de la
serre (ou en plein air) et 3 semaines à un mois après (pourS. roslrala etS.
pubescens , chacun des nodules sur les racines de ces plantes est ouvert et
les bactéries sont isolées et purifiées suivant la technique décrite
précéde mment.

Après purification toutes les souches isolées sont testées à nouveau
pour leur aptitude à la nodulation et à la fixation de l'azote sur des plantes
en chambre de culture.

La liste de toutes les souches isolées est identique à celle donnée au
tableau IL
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2_2_3_ Evaluation de la fiIation
IOactivité de la nitrogénase par la
Réductrice d'Acétylène (ARA)

de !"azote
méthode

mesure de
de "Activité

La mes u re de l'Activité Réd uctr ice d .Acétylène est une mesu re
indirecte de l'activité réductrice de la nitrogénase, complexe enzymatique
responsable de la fixation de l'azote (Dilworth, 1966).

-Principe de la méthode
Le principe repose sur l'exploitation d'une des nombreuses réactions

réductrices potentielles de la nitrogénase et qui 'réside dans la formation d'
éthylène à patir d'acétylène (Hardy et al., 1968).

d'autre part la nitrogénase réduit la triple liaison de la molécule
d'azote en ammoniaque avec utilisation de 6 électrons.

Nz + 6H+ + 6e- -----t•• 2NH 3 .

La réduction de 3 moles d'azote (N z) correspond à celle d'une mole de
CzH z ; d'où le coefficient de conversion théorique de 3: 1 (en d'autres termes,
une mole d'éthylène formé est équivalente à 1/3 mole d'azote réduit).

Les protons entrent généralement en compétition avec l'acétylène,
mais comme la quantité de CzH z utilisée est habituellement faible,
l'hydrogéne produit peut être alors considérée com me négligeable (Hanus et
al., 1961 cité par Ndoye, 1990).

La mesure de l'ARA ne peut cependant constituer qu'une approche
se mi-quantitative de l'azote fixé. C'est une méthode indirecte et
instantannée de mesure. En effet le coefficient de conversion théorique
var ie considérab le men t en fonction des conditions environne men tale s(
variations journalières par exemple) et en fonction des facteurs
intrinséques. Actuellement il n'existe pas de méthode adéquate pour
calibrer l'éthylène formé avec l'azote fixé, mais il semble que le rapport de
conve rsion soit ap proxim ativement de 4: 1 pou r le s légu mine uses (Larue et
Patterson, 1981, cités par Ndoye, 1990)

- Les conditions expérimentales
La mesure de l'ARA est effectuée par la chromatographie en phase

gazeuse Hardy et al., 1968, sur un Chromatographe Varian Aerograph série
1400 équipé d'une colonne de 120 cm remplie de sphérosil. Les
te m pér atu res sont res pective ment: injecteur 120 oC ; colonne7 yc ; détecteur
à ionisation de flamme 150°C. Le débit du gaz vecteur (NJ est de 40 ml/mn.
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Cette technique autorise la détection facile du su.bstrat et de son produit,
l'éthyléne. De plus, elle présente une trés grande sensibilité,

-La technique du dosage
Elle consiste à transférer les racines ou les tiges des plantes portant

les nodules dans des flacons de 250 ml ou de 500 ml ou dans des fioles de
15 ml fermés hermétiquement. L'acétyléne est injecté à la concentration de
10 %, Les flacons sont incubés à la température de 30 oc.

L'Activité Réductrice d'Acétylène est linéaire pendant 1 heure; des
échantillons gazeux de 0,5 ml sont prélevés après 30 mn et 60 mn et
injectés d ans le chro ma tographe, La qu antité d'éthylène présente dans
l'échan tillon est mesurée par la suite,

-Le calcul de la quantité de ~l4. produite
La quantité d'éthylène formée dans ces conditions, pendant un temps

donné correspond au flot d'électrons tranférés par la nitrogénase. La
conversion des hauteurs de pic d'éthylène en nanomoles de ~H4 se fait par
reférence à un étalon standard. Une dilution étalon d' éthyléne est préparée
par l'introduction de 0,57 ml d'éthylène dans un flacon hermétiquement
fermé de 570 ml (dilution 1/1000). La concentration de cette dilution étalon
est donc de

106nmoles
____ C

2
H

4
1 ml

22.400

L'injection au Chromatographe de 0,5 ml de cette dilution donne un pic
de hau teur: h x A

(avec A= facteur d'atténuation; h= hauteur du piC mesuré en cm ).

Ainsi nous avons

106 x 0,5

22.400

avec:
hl = hauteur du pic C2 H4 en cm
h = hauteur du pic standard en cm
Al = atténuation due à l'échantillon
A = atténuation due au témoin standard
V = volume du flacon d'incubation en ml
v = volume injecté dans le chromatographe = 0,5 ml.
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2.3. Comparaison de la nodulation et de la fi.Iation de "azote
chez S. roslrala. S. pubescens et deu.I mutants de S. roslrala..

2.3.1. Protocole e.Ipérimental de l"étude comparative

Les objectifs de cette expérience sont:
- une étude comparative de la nodulation et de la fixation de l'azote
- et une étude de l'influence des diverses conditions physiques sur la

capacité de la fixation de l'azote par les types de plantes. 1

Cette étude a été effectuée en serre sur quatre types de plantes de
Sesbania cultivées dans les conditions contrôlées selon le protocole suivant:

Les quatres types de plantes suivantes ont été étudiées:
- 5. roslrala (type sauvage)
- S. pubescens (type sauvage)
-5. roslrala "IP" (mutant insensible à la photopériode)
- S. roslrala "ssr (mutant sans sites sur la tige).

Ces mutants ont été obtenus par mutagenése à l'éthyl méthyl
sulfona te (EMS) au Laboratoire de Microbiologie de l'ORSrOM.

Le mutant "IF' se caractérise par une floraison trés précoce tandis que
le mutant "55T" se caractérise par l'absence de sites de nodulation ou
primordia racinaires sur la tige tels qu'ils se présentent chez le type
sauvage. Le dernier mutant "ssr" présente en plus une racine pivotante
plus développée et moins de racines secondaires que chez le type sauvage.

Ces plantes ont subi les traitements suivants:
i)- Inoculation des plantes

Pour l'inoculation des racines, une serte de 6 plantes de chaque type
sont inoculées soigneusement au moment du se mis par dépôt de 5 ml d'une
culture saturée 109 bact./ml de la souche d'Azorhizobiul11 ORS 571 pour 5.
roslrala et la souche de Rhizobium ORS PI pour S. pubescens,

L'inoculation des tiges est effectuée au bout de la sixiéme semaine et
répétée à la hui tié me se maine aprés le repiq u age, Elle concerne le type
sauvage de 5. roslrala et le mutant "IP" et consiste à vaporiser le long de la
tige, une solution de la culture bactérienne liquide (dilution 115 environ).
Outre la pulvérisation on a procédé dans une seconde phase à l'inoculation
par le badigeonnage. L'inoculum liquide est prélevé à l'aide de coton
hydrophile ou cardé mais stérile, et appliqué sur toute la tige.

ii)- Culture en conditions de submersion du sol
Elle est appliquée trois semaines aprés le repiquage. Pour chaque

type, six plantes vont se développer sur sol submergé et six autres sur sol
drainé.
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iii)- Culture en lumière continue
Enfin, à partir de cette même date Dè semaine) toutes les plantes sont

soumises à un éclairage continu grâce à un dispositif prévu à cet effet
j u sq u 'à la fin de l'ex pér ience afin d'assurer une bonne croissance des
plantes, car S. rostrata notamment est reconnue comme étant très sensible à
la photopériode (Ndoye, 1988).

Les détails du protocole expérimental sont présentés ci -après

PLAlfTIS
- sauvage

S. rostrata - mutant insensible à la photopériode "IP"
- mutant sans sites de nodulation sur la tige "ssr

5 . pubescens - sauvage

INOCULATION
- Sou ches - Azorhizobium (oRS 571) pour 5 rostrata.

- Rhizobium (oRS Pl) pour 5 pubescens

- Traitements
o témoins non inoculés
+ traitement 1 inoculation des racines ( au semis)
++ traitemrnt 2 inoculation des racines + les tiges (6è et 8è semaines après les

semis pour 5 rostrata. sauvage et le type" IP")

IŒGIIŒ HYDRIQUE

- inondation du sol (ou submersion du sol)
- non inondation du sol (ou drainage)

5 rostrata. sauvage 6 pots inoculés
6 pots non inoculés

6pots inoculés (racines + tiges)
(6 répétitions) = 36 pots

5 rostrata "IP" Ide m
(6 répétitions) = 36 pots

Inondés (13 pots)
No n inon dés (13 pots)

5 rostrata "ssr 6pots inoculés racines Inondés OZ pots)
(4 répétitions)= Z. pots 6 pots non inoculés Non inondés (12 pots)

5 pubescens Idem
(4 répétitions) = Z. pots

TOTAL = 120 POTS
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2.3.2. Evaluation de la fiIation d"azote

Dix semaines après le repiquage, les paramètres suivants ont été
mesurés pour chacun des quatres types de plantes et pour les différents
traite ments

- le nombre et le poids sec moyens des nodules de racines et de tiges
par plante (pour le type sauvage et le type" IF' de S. rostrata )

- les poids secs moyens des parties aériennes ou biomasse aérienne
par plante

- les hauteurs moyennes des plantes.
Une analyse statistique de comparaison des résultats a été effectuée

selon le Test statistique de Newm an et Keuls (P = 5%) (Snecdecor et Cochran,
1957).
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III. RESULT Ars
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Dans cette rubrique ser.ont présentés successivement les résultats des
mesures de la capacité des souches à noduler (infectivité), leur capacité à
fixer l'azote (effectivté) et ceux de l'étude comparée de la fixation d'azote
chez S. rostrata et S. pubescens.

3.1. Infectivité des souches sur les racines

Lïnfectivité est l'aptitude d'une souche à noduler une espèce
végétale donnée. Pour quantifier l'infectivité des souches, nous avons
dénombré les nodules formés.

RappelIons que le tableau II cité ci -aprèS donne la liste des souches
dont l'aptitude à la nodulation des racines de S. pubescens et de S. rostrata a
étè testée.

3.1.1. Nombre de nodules racinaires
Les résultats du dénombrement des nodules sont présentés dans le

tableau III ci -dessou s.
Tableau n° III : Nombre moyen de nodules racinaires par plante de

S. pubescens.

SOUCHES

ORS 6 Il
ORS 616
ORS 53
ORS Pl
ORS P2
ORS Pb50
ORS SI
ORS P4
ORS P6
ORS P3
ORS P3
ORS 571
TEMOIN

NOMBRE MOYEN DE
NODULES ./PLANTE

4,08
3,66
6,08
6,66
2,5
1,00
1,5
4,5
4,5
1,6
1,6
5,7
o

Les résultats du tableau III indiquent une grande variabilité du
nombre de nodules: certaines souches telles que ORS 571, ORS 616, ORS PI
donnent un nombre moyen de nodules par plante compris entre 4 et 7 alors
que ce chiffre varie de 1 à 2 pour de nombreuses autres souches.
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Quant au tableau IV ci-dessous, il donne l'infectivité des souches
testées (leur aptitude à la nodulation chez S. rostrata et chez S. pubescens).

Tableau n° IV : Infectivité des souches testées chez S. pubescens et
chez S. rostrata.

PLANTES HOTES

SOUCHES

ORS 571

" 52

" 53

" 611

" 616

" Pl

" P2

" P3

.. P4

" P5

" P6

" S1

" Pb 50

+ souches infectives

S. roslrala

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

- souches non infect ives.

S. pubescens

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

De ux catégories de b actér ie s peuvent être distinguées d'une maniére
globale:

- les bactéries qui for ment des nad u1es de racines à la fois chez S.
pubescens et chez S. r05trata

- et celles qui ne forment des nodules que sur les racines chez S.

pubescens.
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Graphique 1: Expression de l'infectivitèdes souches testeeschez S. pubescens
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3.1.2_ Infectivité relative des souches

L'infectivité relative d'une souche est déterminée par rapport à la
souche la plus infective c'est-à-dire celle qui induit des nodules sur le
nombre maximum de plantes. C'est donc le rapport du nombre de plantes
nodulées par cette souche sur le nombre de plantes nodulées par la souche
la plus infective.

La détermination de ce paramètre a permis de distinguer six
catégories de souches chez S. pubescens (graphique 1).

- les souches très infectives
- les souches infectives
- les souches moyennement infectives
- les souches peu infectives
- les souches très peu infectives
- les souches non infectives

3_2. Effectivité des souches (fiIation symbiotique de razote)

L'effectivité des souches (capacité à fixer l'azote atmosphérique en
éta t de symb iose) a été évaluée par la méthode de l' Activi té Réd uctrice
d'Acétylène.

Le tableau V donne les résultats de la mesure de l'activité de la
nitrogénase (en micromoles C2H4/h/g de nodules secs ou ARA spécifique) ;
ce He me sure de l'activité réd uctr ice de la nitrogénase per met d 'ap précier
l'effectivité de chaque souche chez les deux espèces d'expérience.
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Tableau n° V : ARA spécifique chez S. pubescens (exprimée en
nanomoles C2H4 /h/g de poids de nodules secs).

SOUCHES NODULES ARA spécifique
PDS SEC MOY. (en nanomoles C2H4/h/ g

(en mg) de poids de nod. secs)

ORS 611 II,33 2,06

ORS 616 3,66 0.17

ORS 53 16,02 5

ORS Pl 2,86 2,23

ORS P2 1.32 3,23

ORS Pb50 2,0 1 0,13

ORS SI 2,00 0,08

ORS P4 16,23 6,34

ORS P6 2,43 0,07

ORS P3 1.25 0,32

ORS PS 3,02 0,1

ORS 571 0,000 1 a

TEMOIN a

Trois catégories de souches peuvent être distinguées:
- les souche sORS P l, ORS P2, ORS P3 trés effectives
- les souches ORS P5 et ORS Pb50 moyennement effectives
- les autres souches qui sont peu effectives.

La détermination de l'ARA spécifique permet d'exprimer l'effectivité
des souches (tableau VI): celle-ci a aussi été exprimée en pourcentage du
poids sec des parties aériennes par rapport à la souche la plus
ef[ective( 100%). Pour une souche effective (E), ce rapport est de 75 à 100% ;
pour une souche ineffective(I) il correspond au même pourcentage que le
témoin non inoculé c'est à dire de 0 à 30% du poids sec de la plante inoculée
par la souche effective ; une souche peu effective (e) présente alors à un
pourcentage intermédiaire.
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Tableau nOV 1 : Nodulation et effectivité des souches testées
sur les racines de 5. pubescens et de 5. rostnlt•.

Souches
oas

571 Pb~O SI 52 53611616

oas p

1 2 4 6 8 10 1214 3 5 7 9 Il 13 15

Plante-hôte

S. rostrata E e e E E E EEOEOOOOeOOOOOO

S. pubescens E E E E E E E e E E

E nodulation effective

1 nod ulation ineffective
e nodulation peu effective

o absence de nodulation

Le graphique 2 illustre parfaitement cette variabilité de l'effectivité
relative des souches.

3.3. DISCUSSION

La plupart des souches de Rhizobium ne sont pas effectives chez S.
rostrata. La souche d'Azorhizobium, ORS 571, même si elle apparaît trés
infective chez S. pubescens n'est pas effective chez cette derniére espéce. Il
faut remarquer que toutes les plantes inoculées avec les souches (ORS 571,
ORS SI' ORS Pb50) présentent les mêmes caractéristiques: celles de la
souche ORS 571. Ces plantes présentent le même aspect que les plantes
té moins non inocu lée s. Le s souche s effectives chez S. pubescens se
caractérisent par la formation de nodules en grappes, po1ylobés
relative ment peu nombreux comme l'indique la FIG. 1

Les souches trés infectives ne se révèlent pas étre toujours les plus
effectives; c'est le cas particulier de la souche d AzorlJizobium chez S.
pubescens. D'une manière globale trois catégories de souches se dégagent de
cette étude de l'effectivité relative des souches chez S. pubescens et chezS.

rostrata
- des souches effectives (E),

- des souches moyenne ment effectives (e),
- enfin des ineffectives (1),
Contrairement à S. rostrata chez laquelle seule une symbiote très

spécifique (ORS 571) forme de nombreux nodules très effectifs, chez S.
pubescens, plusieurs souches de Rhizobium présentent des performances
semblables et aucune d'elle ne peut être considérer seule comme trés
spécifique de S. pubescens.
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PLANCHE 1

FIG. 1 : Vue generale : morphologie des nodules de racines sur une plante de •..,:
pubesœns de 35 jours cultivee en condition hydroponique:

--, nodules de racines en grappes. polylobes au nlveau du coUel.
--) nodules de racmes en grappes polylobes locahses au mveau des racmes

secondaires (grandeur nature).
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On remarque que les souches les plus précoces à la nodulation des racines
sont trés souvent aussi les plus effectives.

Com me l'a montré N'Doye (1990), la plupart des souches de Rhizobium
isolées à partir d'une espèce de Sesbania sont très infectives et effectives
sur les autres espèces de Sesbania alors que la souche d'.4zorhizobium isolée
à partir de S. rostrata peut former des nodules sur ces espèces mais n'est
capable de fixer l'azote que sur son hôte spécifique S. rostrata.

3.4. Comparaison de la nodulation et de la fiIation d"uote
entre Sesbania rosIr.,., S. pubescens et deux mutants de S. rostrata.

Les bases de cette comparaison seront essentiellement:
- les résultats des mesures des poids secs des parties aériennes (ou

biomasse aérienne en g/plante)
- les hauteurs des pla,ntes à l'issue de la période d'expérience; elles

son t trad ui tes par des courbes de croissance

3.4.1. Nombre de nodules racinaires

Le nombre de nodules des racines ou des tiges ne constitue pas en lui
seul un paramètre d'appréciation de la capacité de fixation de l'azote chez
une plante d'expérience. Il s'agit donc d'une donnée à intégrer à d'autres
mesures comme l'ARA global pour calculer l'ARA spécifique.

Le tableau VII suivant donne le nombre moyen de nodules
racinaires par plante.

Tableau n° VII : Nombre moyen de nodules racinaires (en nodules/
plante) des 4 types de plantes sous les deux régimes hydriques.

REG IME HYDR IQUE

TYPE DE
PLANTE

S. rostrata (sauvage) +

S. rostrata (IF') +

S. rostrata ("SST") +

S. pubescens +

DRAINAGE

103 a

191 a

67 c

102 a

SUBMERSION

183 a

140 a

53,66 c

90,66 b
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- En conditions de drainage il n'existe pas de différence significative
entre les types sauvages de S. rostrata et de S. pubescens. Le mutant "IP"
produit plus de nodules que les types sauvages, alors que le mutant "SST"
est nettement moins performant.

- En conditions de sub mersion du sol, la production de nodules du
type sauvage de S. rostrata double pratiquement. alors que celle de S.
pubescens ne varie que très peu. La production moyenne de nodules du
mutant "IP" augmente sensiblement. Entre S. pubescens et le mutant "SST",
le nombre moyen de nodules ne varie que légèrement.

Les résultats du
nodules de tige chez S.
subi le traitement 2.

tableau VIII donnent les valeurs du nombre de
rostrata sauvage et chez son mutant "IP" qui ont

93.16 a"

Tableau n° VIII: Nombre de nodules de tige chez S. rostrata (type
sauvage et mutant "IF').

----------------------+---
S. rostrata (sauvage) ++ 65,16 b

S. rostrata "IF' ++ 85,5 a 96,8 a"

+ traitement 1 = inoculation des racines
++ traitement 2 = inoculation des racines et des tiges
... (en italique, le nombre de nodules de tige chez 5 rostrata sauvage et mutant

"IP" qui ont subi le traitement 2)

Ici ne sont pas mentionnés les chiffres relatifs aux nombres des
nodules de racines des plantes témoins par suite de contaminations
survenues au cours de l'expérience par des souches bactériennes autres que
celles utilisées au repiquage.
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3-4.2. Poids secs des nodules racinaires

Les valeurs de ce paramètre sont consignèes dans le tableau IX.

Tableau n° IX : Poids secs moyens des nodules racinaires (en
g/plante) selon le régime hydrique pour les .f types de plantes

REGIME HYDRIQUE

TYPE DE
PLANTE

S. rostrata (sauvage) +

S. rostrata "IP" +

S. rostrata "SST" +

S. pubescens +

S. rostrata (sauvage) ++

S. rostrala "IP" ++

DRAINAGE

0,56 b

0,39 b

0,78 ab

1,00 a

0,69 b

0,57 b

SUBMERSION

0,68 b

0,29 b

1,82 a

1,16 a

0,81 a'"

1,13 a'"

+ traitement 1 (inoculation des racines)
+ + traitement 2 (inoculation des racines et des tiges)
'" ( en italique) chiffres relatifs aux poids secs de nodules de tige.

Ces valeurs montrent qu'aussi bien en conditions de drainage que
dans les conditions de sub mersion du sol, le poids moyen des nod u les de S.
pubescens est nettement supèrieur à celui des nodules du type "sauvage" de
S. rostrala. Il est presque 2 à 3 fois supèrieur à celui du mutant "IF' de S.
roslrala, mais ne diffère pas significativement de celui du mutant "SST". Il
est remarquable que le mutant "SST" forme moins de nodules racinaires,
mais prèsente un poids moyen des nodules qui est plus èlevè que celui
obtenu chez les autres types de plantes.

A l'exception du mutant "SST" de S. roslrala chez lequel la submersion
du sol tend à augmenter le poids sec des nodules, aucune diffèrence
significative n'a été relevée entre le poids sec moyen des nod ules obtenu
dans les conditions de drainage par rapport à celui déterminé dans les
conditions de sub mersion du sol chez les a utres types de plantes.
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3--4-3. Poids secs moyens des parties aériennes (biomasse
aérienne)

Les poids secs moyens des parties aenennes ou biomasse aérienne
exprimés en g/plante sont donnés dans le tableau I_

Tableau N° l : Poids secs moyens des parties aériennes ou
biomasse aérienne (en g/plantel-

REGIME HYDRIQUE

TYPE DE
PLANTE

DRAINAGE SUBMERSION

S. rostrata (sauvage) + 16,03 b 21,06 a

S. rostrata "1 PO' + 17,77 b 20,15 a

S. rostrata "55 T" + 27.13 a 14,2 b

S. pubescens + 17,89 ab 19,13 a

S. rostrata (sauvage) ++ 20.94 a 19.02 a

S. rostrata "IP" ++ 20.49 a 17.85 ab

Les données de ce tableau montrent que S. pubescens ne présente
aucune différence significative avec le type "sauvage" de S. rostrata aussi
bien en cond itions de drainage qu'en conditions de s ub mers ion des sols. On
peut noter une fois de plus que le comportement du mutant "55T" diffère
complètement de celui des autres plantes; en conditions de drainage, il
produit la plus forte biomasse (27,13 g/plante avec seulement 14,20
g/plante dans les conditions de submersion du sol), contre 16,03 g/plante
chez le type "sauvage" de S. rostrata.

Quand les sols sont sub mergés, sa biomasse est réduite de moitié alors
que les autres types de plantes enrègistrent un léger surcroît de biomasse.
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3-4-4_ Hauteur~ des plantes

Les graphiques 3(a et b), 4(a et b), 5(a et b) présentées ci-après et
le tableau XI donnent les courbes de la croissance et les hauteurs moyennes
des plantes à lO semaines après le repiquage au moment de la récolte.

Tableau n° XI : Hauteurs moyennes des plantes (en cm/plante)
mesurées à l'issue de 10 semaines pour les 4 types de plantes dans les
régimes hydriques de drainage et de submersion du sol.

REGIME HYDRIQUE

TYPE DE
PLANTE

DRAINAGE SUBMERSION

S. rostrata (sauvage) +

S. rostrata "IP" +

S. rostrata "SST" +

S. pubescens +

S. rostrata "sauvage ++

S. rostrata "IP" ++

188,5 a 193.3a

176,3 b 203,5 a

181,6 a 167,8 b

l49,6b 154,66 b

187,00 a 192.5 a*

172,8 b 188 a*

+ traitement l inoculation des racines
+ + traite men t 2 inoculation des racines et des tiges
* chiffres relatifs aux hauteu rs moyennes des plan tes des types (sauvage et "IP"

ayant subi le traitement 2)
Dans l'ensemble de tous ces tableaux ci-dessus mentionnés, les chiffres d'une

même colonne affectés par une même lettre ne diffèrent pas significativement selon
le test de Newman et Keuls ( p= 5"lo)

L'analyse statistique de comparaison des hauteurs montre que les
plantes de S. rostrata type "sauvage" et du type "IV sont significativement
plus hautes que celles de S. pubescens. D'une manière globale, aucune
différence significative n'existe entre les plantes cultivées sur sol drainé et
celles cultivées sur sol submergé.

En ce qui concerne le ryth me de la croissance, nous notons ce pendant
qu'il existe une différence entre les plantes suivant le régime hydrique:
ainsi, en conditions de drainage du sol, le mutant "IP" présente une
croissance accélérée à partir de la 8è semaine (graphique Sb).
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3.5. DISCUSSION

Les conditions environnementales ont une influence considérable sur
la croissance des plantes. Dans le cas précis des légumineuses fixatrices
d'azote, les plantes peuvent présenter diverses réponses au stress hydrique
ou à un excés d'eau.

Ainsi, Sau et al, (1990) démontrent une remarquable influence du
stress hydrique sur la fixation d'azote dans les nodules du Vicia Jaba ; elle
se traduit par forte une réduction de la fixation d'azote dans le nodule et
cette réduction se manifeste par une chute de la biomasse de la plante. De
la mê me m aniére Sasakawa, (1990) mentionne' une influence de facteurs
environne mentaux corn me la tem pérature et l'éclaire ment sur la nod ulation
des tiges chez .4. indica. Cette influence est identique à celle signalée chez
Vicia Jaba (Sau et al, 1990).

Des résultats de la présente étude, il ressort que les 4 types de
plantes présentent des réponses variables selon le régime hydrique:

- D'un poit de vue de la nodulation, le mutant "SST" présente dans les
conditions de submersion du sol, peu de nodules racinaires ; cette réduction
de la nodulation résulterait du faible nombre de racines secondaires
observé chez ce mutant alors que les nodules se forment généralement à la
base des racines secondaires (Dreyfus, Communication personnelle) ;
cependant ses nodules présentent un poids sec moyen nettement plus
important que celui des autres types. Ce type mutant produirait par
conséquent de plus gros nodules que ceux du type "sauvage" de S. rostrata
qui forme de nombreux petits nodules.

Les différences de nodulation observée chez le type sauvage de S.
rostrata et chez S. pubescens pourraient être dues à un effet du
microsymbiote utilisé. La souche d'.4zorhizobium ORS 571 utilisée pour
l'inoculation des types de S. rostrata est trés infective et forme
gé nér ale ment de tré s nombreux nod ules. Nou s savon s par ailleurs que les
souches de Rhizobium forment de gros nodules sur S. rostrata (Ndoye,
1990). La souche ORS Pl' utilisée pour l'inoculation de S. pubescens étant un
Rhizobium, un "effet souche" ne peut donc être exclu. En fait, les différences
observées seraient le résultat de l'action conjuguée de l'effet de la souche
bactérienne et de la plante hôte.
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- En ce qui concerne la biomasse aérienne, e~ception faite du mutant
"SST"dont la croissance est inhibée par la submersion du sol, toutes les
autres plantes répondent favorablement à cette condition. Les deux types
sauvage et le mutant "IP" de S. rostrata apparaissent corn me les mieux
adaptés aux conditions de la submersion du sol. Leur capacité de fixation de
l'azote est élevée ce qui accroit leur biomasse.

Quant à l'espèce S. pubescens, les observations de son comportement
vis à vis des conditions de cette expérience montrent qu'elle est plutôt
indifférente aux deux régimes hydriques avec toutefois une capacité
fixatrice assez élevée même si elle n'atteind pas celle de S. rostrata (type
sauvage) à cause sans doute de la nodulation caulinaire.

Les résultats de cette expérience sont en accord avec ceux de travaux
effectués antérieurement qui aboutissent à la conclusion selon laquelle le
type sauvage de S. rostrata, de part son système de double nodulation
racinaire et caulinaire, présente une parfaite adaptation à la sub mersion du
sol. Cette propriété chez S. rostrata est d'a utant plus connue qu'il fait l'objet
de nombreuses applications en riziculture (Rinaudo et al.,. 1982 ; IRRI, 1988
; Ladha et al., 1988 ; Ndoye et Dreyfus, 1988).

Concernant le comportement du mutant "SST", nous ne pouvons
cependant pas dire que sa croissance soit affectée par les conditions de
drainage du sol (sauf si les résultats obtenus se trouvent être
reproductibles). Par contre il semble mal adapté aux conditions de
submersion, ce qui réduit considérablement sa capacité de fixation de
l'azote.

Dans notre expérience les interprétations des résultats sont limités
par les contaminations qui ne permettent pas une très bonne appréciation
de l'inoculation avec les souches utilisées, De nombreux travaux réalisés sur
des arbres fixateurs mettent en évidence l'importance de l'inoculation en
vue de l'évaluation de la capacité de fixation des plantes inoculées par
rapport aux témoins (Cornet et al., 1985 ; Ndoye et Dreyfus, 1988 ; Sanginga,
et al., 1989 ; Sougoufara et al., 1990). Ces travaux signalent les déconvenues
et les inconvénients liés à cette méthode (la reférence aux plantes témoins
non inoculées) ; elle ne donne pas toujours une entiére satisfaction
(Sanginga et al., 1989, 1990). Gauthier et al., (1985) montrent par ailleurs
tous les dangers liés à l'application d'une telle méthode toutefois très
pratique ils déplorent cependant les conséquences liées aux
conta minations des té moins.

Dans cette expérience, nous n'avons pas échappé à ces inconvénients
de la méthode.
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CHAPITRE II:

ETUDE DES SITES DE NODULATION CAULINAlRE ET
NODULATION EXPERIMENTALE CHEZ Sesbania pubescens
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1- INTRODUCTION

La nodulation caulinaire
Actue lle ment, la présence de sites de nodulation et le phénoméne de

la nodulation caulinaires sont bien connus et décrits dans les détails chez un
certain nombre de Légumineuses.

Les nodules caulinaires se forment généralement à partir de
structures prédéterminées de la tige.

Mais la nature de ces sites de nodulation caulinaire est trés variable;
ce sont:

- soit des mamelons caulinaires formés par une ébauche racinaire qui
a déjà percé l'épider me de la tige chez S. rostrata et chez A. afraspera
(Duhoux et Dreyfus, 1982 ; Alazard, 1985 ; Alazard et Duhoux, 1988),

- soit des poils épidermiques sur l'épicotyle du Vicia faba ,
- soit une zone corticale de la tige localisée prés de la zone

d'émergence des radicelles chez A. indica L., (selon Arora, 1954 cité par
Duhoux et Dreyfus, 1982),

- soit enfin des racines adventives sensu stricto chez Neptunia
oleracea.

Les potentialités organogénes des mamelons cau linaires de S. rostrata
et de Aeschynomene sp ont aussi été déterminées expérimentalement
(Duhoux et Dreyfus, 1982 ; Duhoux, 1984). Ainsi chez ces espèces, les

mamelons en immersion donnent des racines adventives qui se ramifient. Il
a aussi été établi expèrimentalement que l'infection des mamelons par les
Rhizobi u 111 s pécifiq ues cond uit à la for mation de nod ules ca ulinaires. Cette
for ma tion des nod ule s s'effectue indiffère m ment avec ou sans intervention
de l'eau par divers vecteurs de l'infection com me le vent, la poussière, les
fourmis ou l'homme (Du houx et Dreyfus, 1982 ; Duhoux, 1984).

Il convient de signaler qu'un certain nombre d'autres plantes dont
Citrus, Cotoneas ter, Hydrangea, Jas 111 inu m, Pop ulus, Ribes, Salix ... possèdent
sur leurs tiges des structures latentes susceptibles de donner
ultérieure ment des racines adventives (Duhoux et Dreyfus, 1982).

La tige de S. pubescens présente à l'observation macroscopique rapide
des ma melons caulinaires comparables à ceux décrits chez S. rostrata.

Toutefois, en conditions naturelles ou de serre aucun nodule de tige
n'est ob servé.

Notre travail a donc pour objectif de préciser la structure de ces
mamelons et d~établir si oui ou non ce sont des sites potentiels de
nod ulation.
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Cette é tu de ser a menée dans un pre mier te m ps par une ob servation en
microscopie photonique en microscopie électronique à balayage; elle est
cond uite à la fois chez S. rostrata et S. pubescel1s afin de faciliter la
com par aison,

Dans une seconde étape une étude expérimentale de la nodulation est
conduite sur des plantes entières et sur des boutures de S. pubescens afin
d 'ét u dier les potentialité s organogènes des m a me lons et nota fi ment
l"obtention de nod ules.

Enfin, des greffes sont envisagèes entre S. rostrata et S. pubescens afin
éventuellement d'améliorer les potentialités de nodulation cau linaire chez S.
pubescel1s,

L'ensemble de ces résultats sera comparé à ceux déjà obtenus chez S.
rostrata et chez Aeschynomene spp, ,
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IL MATERIEL & METHODES

2_1- Etudes cytologiques : techniques de la
photonique

2_ L L Matériel biologique

- -mIcroscopIe

Le matériel biologiq ue, prélevé sur S. pubescens et S. rostrata, consiste
en des entrenoeuds (1 à 2 cm de longueur) de tiges prélevés sur des plantes
cultivées en conditions hydroponiques (conditions décrites au chapitre 1).

Ces prélèvements sont effectués sur des plantes âgèes de 12 jours à 3 mois.
Avant le prélèvement, le choix des èchantillons est réalisé au

photomacroscope "WILD M 400" .

2_1_2_ Fixation des échantillons

Les fragments sont fixès pendant 12 heures par le mélange de
Navashine ou par l'AFA (Alcool-Formol- Acide acètique) dont les
compositions sont donnèes dans le tableau XII. puis transférés dans des
microplines et soumis à un rinçage continu pendant 24 heures.

Tableau n° XII : Composition des solutions pour la fixation des
èchantillons.

- L' AFA (Fix at eu rai coo1ique)

Alcool 95%
For mol neutre
Acide acétique

- Le Na\\·-ashlne ( Fixateur acide)

SOLUTION A

16 volumes
2 volumes
l volume

SOLUTION B

Acide acètlq ue
Acide chromique cristallisé
Ea u distillèe

70 ml
10 ml

920 ml

Formol neutre 300 ml
Eau distilllée 700 ml

Les deux solutions sont additionnées volume à volu me au moment de
la fixation.
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2.1.3. La déshydratation

Afin de faciliter la pénétration ultérieure du milieu d'inclusion
hydrophobe que constitue le Paraplast, les échantillons sont déshydratés
dans des bains successifs d'éthanol de degrés croissants et pour des durées
indiquées au tableau XIII suivant:

Tableau n° XIII: Composition des bains d'éthanol de déshydratation.

Alcool à 25%
Alcool à 50%
Alcool à75 %
Alcool à 95%
Alcool à 100 % (éthanol absolu)
Alcool à 100 %

30 mn
30 mn
30 mn*
45 mn
2 fois 45 mn
14 heures (toute une nuit).

A cette étape les échantillons peuvent être conservés pendant
longtemps avant de passer aux étapes suivantes.

2.1.4. Imprégnation au Paraplast

Au cours de cette étape, l'alcool non miscible au Para pIast, doit être
re mplacé par l'un de ses solvants : le toluéne. A cet effet, on réalise
différents mélange's alcool-toluène en diminuant progressivement les
proportions d'alcool pendant que celles du toI uène sont aug mentées selon
des proportions présentées au tableau XIV ci-après. Les pièces sont ensuite
transférées dans du Paraplast pur (Brunswick Laboratory).

Tableau nOXIV Composition des solutions d'alcool et de toluène
d ï mprégnation.

SOLUTIONS v/v

Solution l
Solution II
Solution III
Toluène pur

ALCOOL

3/4
1/2
1/4

TOLUENE

1/4
1/2
3/4

TEMPS

30mn
30mn
30mn

(3 fois 30 mn)
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Puis les bains suivants cités au tableau XV sont effectués.
Tableau nOXV : Composition des bains de toluéne et de Paraplast pour

l'imprégna tion.

SOL UTIONS v Iv

Solution 1
Solution II
Solution III

TOLUENE PARAPLAST

3/4 1/4
1/2 1/2
1/4 3/4

TEMPS

30 mn
30 mn
30 mn

Les échantillons sont ensuite passés dans 3 bains de Paraplast pur.
l er bain ,45 mn
2e bain 45 mn
36 bain 14 heures(toute une nuit)

2.1.5. Inclusion proprement dite

Le Paraplast liquide est coulé dans des moules constitués par deux
barres de LEUCKART. Les piéces à inclure y sont plongées délicatement,
soigneusement orientées selon le plan de coupe souhaité ultérieurement et
étiquetées.

2.1.6. Préparation et coloration des coupes

Les échantillons inclus dans les blocs de Para pIast sont débités en
coupes sériées de 4 à 7 micromètres d'épaisseur à l'aide d'un microtome
type "1165 1 ROTOCUT - REICHERT-JUNG" et collées sur des lames
histologiq ues à l'ea u alb u minée.

L'extraction du Paraplast et la réhydratation des coupes sont réalisées
par des passages successifs dans des bains de toluéne et d'alcool de degrés
décroissants selon le protocole du tableau XVI.

Tableau XVI: Composition des solutions de réhydratation.

TE MPS 10 mn 10 mn 10 mn 10 m n 10 mn 10 mn

TEMPS 10 mn

A 4 (95%)

10 mn 10 mn 10 mn 10 mn
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Avant la co!ora tion, un mordançage de 30 mi nu tes est effectué par
une solution d'alun de fer dont la composition est donnée au tableau XVII.
Après rinçage à l'eau courante, une goutte de colorant est déposée sur la
lame pendant 1 à 2 mn, qui sera ensuite rincée à l'eau distillée.

Tableau nOXVII : Composition de la solution de mordant.
Sol ution d'alun de fer:

Eau 500 ml
Acide acétique 5 ml
H2S04 concentré 0,6 ml
Sulfate d'ammonium ferrique 15 g

Le paragon, le bleu de toluidine et l'hématoxyline ferrique de Régaud
(tableau XVI II) (Gabe, 1960 ; Lison, 1960 ; Langeron, 1949) sont les
principaux colorants qui ont été utilisés. Ces colorations mettent en évidence
de façon très nette les cellules méristématiques.

Tableau nOXVIII : Composition des principaux colorants utilisés.

( 1 ) Le paragon

Bleu de Toluidine 1,460 g
Fushine basique O,540 g
Alcool à30% 200 ml

( 2 ) Le Bleu de Toluidine

Eau distillée 75 ml
Carbonate de lithium 0,5 gr
Bleu de toluidine 1 gr
Aprés dissolution compléte ajouter
Glycérine 20 gr
Alcool à 95° , , 5 ml

( 3 ) L'Hématoxyline Ferrique de Régaud

Solution alcoolique d'hématoxyline
cristallisé (Geigy) à 10 p 100 10 ml
Glycérine , , , , 10 ml
Eau distillée 80 ml
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2_1.7. Montage

Avant le montage une déshydratation rapide est effectuée en
plongeant la lame dans des tubes Borrel contenant de l'alcool à 75%. 95% et
100% (2 fois). Afin de faciliter l'étalement du Baume du Canada, la lame est
passée dans trois tubes contenant du toluène. Sur la préparation est
déposée une goutte du Baume du Canada, puis elle est recouverte par une
lamelle qui est, elle-même, passée dans du toluène.

2.2. Techniques de microscopie électronique à balayage

Nous avons eu recours aux techniques de la MEB pour les observations
de surface; elles viennent en appui pour confirmer celles effectuées par les
autres méthodes d'étude utilisées telle que la microscopie photonique.

,

2_2_1. Observations directes après congélation

Les échantillons sont des fragments de tiges provenant
- soit de plantes entières de S. pubescens cultivées en condition

hydroponique et en pépinières de plein air
- soit de boutures de 24 heures, 48 heures et 72 heures de ces mêmes

plantes âgées de 3 mois.
Ces fragments de 0,5 cm comportent des mamelons caulinaires aux

deux états de différenciation suivants: mamelons cau linaires proéminents et
mamelons caulinaires peu proéminents. Sur les boutures sont également
pré levés des frag men ts co mportant des ma melons caulinaires induits par
l'eau (émission de racines de 0,2 cm à 0,5 cm de longueur).

Les échantillons sont congelés dans l'azote liquide (-196°C) et les
observations de surface sont réalisées sur un microscope à balayage jEOL
JMS 35 CF sous une tension d'accélération de 8 Kv.

2_2_2_ Préparation et observations après déshydratation

Sur certains échantillons, nous avons effectué des coupes
longitudinales de mamelons caulinaires en vue d'observer leur structure
interne. Ces échantillons sont placés dans des tubes à hémolyse dans une
goutte d'eau distillée, Ces tubes sont placés dans un dessicateur rempli
d'acétone pure et relié à une pompe à vide. Une dépression est provoquée
jusqu'à l'entrée en ébullition de l'acétone. Le dessicateur est fermé jusqu'à
ce que le liq ui de re mon te d ans les tubes à hé molyse, résu ltat obten u au
bout de 72 heures. Le dessicateur est alors ouvert et les échantillons sont
récu pérés et transvasés dans de l'acétone pure pour le passage au point
critique.
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A près le passage au point Crlt1q ue (Tou s mis R, Sa mdri, 790), les
échantillons sont disposés dans un portoir métallique pourvu d'une pellicule
d'adhésif (vernis). Ils ensuite sont orientés et soumis à la métallisation
(jEOLR, Fine coat ion sputter, JFC 110 0). Les observations de surface sont
réalisées co m me précéde m ment au microscope JEOU JMS 35 CF sous une
tension d'accélération de la Kv.

2.3. Techniques d'inoculation de plantes entières en chambre
de culture

Cette inoculation concerne deux lots de plantes entières que l'on a
qualifié de "var ian ts phénotypiques" du type sauvage c1assiq ue ment
observé, les plantes du lot "variant 1" présentent de nombreux mamelons
très proéminents; celles du lot "variant 2" ne présentent pas de mamelons
caulinaires visibles. Toutes ces plantes sont âgées de 2 mois et 1/2 et ont
été cultivées en condition hydroponique.

Il convient de signaler également que dans la population des plantes
de S. pubescens étudiée, les proportions des plantes des différents lots
étaient de 25 % , 5 a % et de 25 % pour respective ment le lot "variant 1", le lot
"variant 2" et pour le type sauvage classique.

Les plantes des deux lots variants 1 et 2 sont inoculées avec une
suspension bactérienne en phase de croissance exponentielle (109 bact./ml)
des 6 souches (ORS 53 ; ORS Pl; ORS P2 ; ORS P4 ; ORS 611 ; ORS 616 ) à
raison de 3 plantes par souche selon les procédés suivants:

badigeonnage simple sous la hotte à flux laminaire
- badigeonnage après un légere grattage de l'épiderme des mamelons

caulinaires à l'aide d'une lame de scalpel stérile
injection sous épidermique de l'inoculum à l'aide d'une micro

séringue munie d'une fine aiguille stérile. L'inoculation a été effectuée sur
toute portion de la tige présentant des mamelons caulinaires. Cette
opération a été repétée 3 fois à 15 jours d'intervalle et sur les mêmes
plantes.

Le tableau XIX, présenté ci-dessous, résume les opérations
d'inoculation qui ont été effectuées.

Les inoculations ont été effectuées à raison de
- 3 plantes par souches et par méthode d'inoculation
- 1 plante témoin par lot et par méthode d'inoculation
- 3 plantes du type sauvage ont aussi été inoculées dans les mêmes

conditions que les plantes des lots variants.
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Opéra tions d'inoculation de plantes entières de

Sauvage Variant 1 Variant 2 Témoins

Souches

ORS 53 9 9 9 3
ORS 611 9 9 9 3
ORS 616 9 9 9 3
ORS Pl 9 9 9 3
ORS P2 9 9 9 3
ORS P4 9 9 9 3

NB • lot "variant l" (plantes à mamelons cau linaires très nettement visibles)
lot "variant 2" ( plantes sans mamelons caulinaires visibles)

type "sauvage classique" de S. pubescens ; il présente très peu de mamelons
caulinaires visibles

les témoins proviennent à la fois des plantes de chacun des variants
phénotypiques et des plantes du type sauvage classique.

A l'issue de l'inoculation les plantes sont maintenues en chambre de
culture à la température de 25°C et sous éclairement continu (2500 lux).
Deux mois et 1/2 après l'inoculation, la formation de nodules a été
r eche rchée.

2A. Méthodes de bouturage et d'inoculation des boutures

Afin de définir les potentialités organogènes (rhizogènes et
nodulaires) des mamelons caulinaires. le bouturage a été envisagé ici car
comme lont montré les travaux antérieurs sur S. rostrata, il met en
évidence les potentialités organogènes de ceux-ci (Duhoux et Dreyfus, 1982,
Spencer-Barreto, et al., 1989). Des travaux analogues ont été réalisés sur
boutures de 3 espéces d'Eucalyptus (Clémens, 1978) et sur les hypocotyles
dHelian111us annuus (Liu et al., 1990).

2A.I. Bouturage en serre

Les plantes utilisées pour la production de boutures sont cultivees en
pépinières de plein air.

Les boutures sont obtenues par sectionnement des plantes au niveau
du collet. Ce sont des plantes âgées de 2 mois à 3 mois et 1/2. Elles
mesurent de 30 à 35 cm de long et présentent 5 à 7 noeuds. Elles sont
effeuillées à l'exclusion des 2 ou 3 feuilles de l'extrémité apicale.
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Les boutures sont immergées dans des récipients selon les dispositifs
expérimentaux suivants:

- Dispositif 1: bouteilles de 1500 ml; hauteur 33 cm qualité du
récipient: relativement opaque;

- Dispositif 2: tubes de verre 220 ml ; hauteur 25 cm qualité du
récipient: translucide; diamètre intérieur: 3,2 cm.

Dans ces dispositifs, les récipients sont remplis jusqu'à ras-bords d'eau
courante pour le dispositif 1 qui a servi à étudier uniquem'ent les aspects de
la rhizogenèse et d'eau stérile pour le dispositif 2 utilisé pour étudier la
nod ulation à partir des racines adventive. Ces récipients sont recouverts par
un capuchon de parafilm ou un capuchon d'aluminium afin de conserver
l'humidité. L'immersion s'effectue sur les 4è /5 de la longueur de la bouture.

2-4_2_ Bouturage en chambre de culture

Nous avons utilisé le dispositif 3 présenté ci-après
- Dispositif 3: tubes de verre 110 ml ; hauteur 16,5 cm ; qualité

translucide; diamètre intérieur: 3 cm.
Dans ce dernier cas les boutures proviennent de plantes plus jeunes (2

à 2 mois 112 d 'àge), cultivées en condition hydroponique.

2-4-3_ Inoculation des boutures

L'inoculu m utilisé est une suspension bactérienne en phase de
croissance exponentielle (109bact. lm!) des souches: ORS 52; ORS 53; ORS
611 ; ORS 616 ; ORS Pl ; ORS P2 et ORS P4. Ce sont celles qui ont été
reconnues très performantes pour la nodulation des racines au cours de la
détermination du spectre d 'hôte (Chapitre 1 § 2.1,).

La quantité d'inoculum utilisée est de 10 ml pour les boutures du
dispositif 2 et de 5 ml pour celles du dispositif 3.

Deux méthodes d'inoculation ont été adoptées
i) - l'inoculation en im mersion

Dans chaque tube, 5 ou 10 ml d'inoculum liquide sont déposés
aseptiquement sur les racines adventives quand elles commencent à
émerger. La bouture est replacée dans l'eau aprés cette opération.
L'inoculum peut aussi être ajouté au liquide contenu dans le tube par un
trou pratiqué à travers le capuchon.
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ii) - l'inoculation en émersion
Les boutures sont ici inoculées par pulvérisation de la suspension

bactérienne. Le tube de culture est ensuite vidé aux 2/3 de son eau de sorte
qu'une partie de la bouture portant les racines adventives en cours
d 'é mission, reste à l'air libre dans une atmosphére hu mide. Toutes ces
opérations s'effectuent avec un grand soin afin d'éviter de détruire les
racines adventives qui seraient formées. L'émersion-inoculation n'a été
appliquée qu'aux boutures en serre.

Dans l'optique de provoquer la nodulation, il s'est avéré essentiel de
déter miner la période propice d'inoculation (période de compétence) qui
per mettrait l'induction du plus grand nombre de nodules sur les racines.

Pour ce faire, nous avons procédé à l'inoculation depuis le premier
jour de l'immersion jusqu'aulOijour après celle-ci. L'émission de racines
adventives par les mamelons caulinaires jeunes faiblement différenciés
intervenant tardivement, nous avons également procèdé à des
réinoculations au lOi jour après l'immersion afin de provoquer l'infection de
ce s racines adventives émises tard ive ment. Dans ces cas de réinoculations,
le s conditions d'inoculation sont les mé mes que lor s des pre mières
opérations.

Le relevé du nombre de nodules a été effectué 36 jours après la date
de chaque inoculation. L'expérience a porté sur un nombre total de 132
boutures réparties en lots de 12 boutures par échantillon et par date
d'inoculation (dispositif 2 en serre).

2_5_ Méthodes d"analyse statistique utilisées

Les résultats ont été analysés selon les tests statistiques de Newman
et Keuls (P = 5%). Des comparaisons multiples de moyennes (Lamotte,
1971 ; Lison, 1969 ; Dagnélie, 1975) ont également été effectuées.

2.6. Techniques du greffage

En vue d'observer les influences physiologiques réciproques
éventuelles entre des plantes cultivées en pots (pépinières de plein air) et
âgées de 2 mois, nous avons testé les procédés de greffes ci-dessous où S.
rostrata et S. pubescens ont eté alternativement porte-greffe et greffon
(FIG. 2):

- la greffe de ra meaux de mé me dia mètre, ou greffe anglaise, dont le
principe consiste à appliquer l'une contre l'autre deux sections obliques du
ra meau porte -greffe et du greffon puis à les ligaturer solide ment (schéma
A)

- la greffe en fente: le greffon taillé en biseau à la base est appliqué
dans la fente du porte-greffe et ligaturé solidement (schéma B)

- la greffe par approche qui consiste à appliq uer en les rapprochant,



BÂ

c

~.2: Schémas des principaux procédés de greffes utilisés

A greffe anglaise
B greffe en fente
C greffe par approche

(Selon Champagnat et Ozenda, 1960).
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les deux individus entiers par une s~rface de contact qui consiste en une
entaille sur chaque rameau; l'ensemble est ligaturé solidement (schéma C).

Dans tous ces procédés de greffe, à l'issue de l'opération, du mastic est
appliqué sur la greffe pour assurer de bonnes conditions d'asepsie et une
bonne cicatrisation (Champagnat et al., 1960).
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IlL ~ULTATS

Etude morphologique des mamelons caulinaires3_1.
pubescens

3.LL
(ob servations

Répartition spatiale
morphologiques)

des mamelons caulinaires

L'observation macroscopique montre que les mamelons de S.
pubescens se répartissent suivant des génératrices verticales.
Généralement, les mamelons de chaque génératrice sont émis en partant de
l'aisselle d'une feuille et prennent fin au 2é /3' supérieur de l'entrenoeud
avant la feuille suivante (que ce soient les feuilles cotylédonnaires ou les
feuilles vraies), à l'exception des trois premiers entrenoeuds suivant les
feuilles cotylédonnaires (des cotylédons à la 3é feuille vraie). Très souvent,
ces portions de la tige sont relativem~nt plus courtes; les génératrices de
ma melons de ces portions peuvent alors atteindre la feuille su ivante. Ainsi
deux génératrices de mamelons peuvent être observées au niveau de la
paire de feuilles cotylédonnaires (FIG. 3); une seule se développe à l'aisselle
des feuilles vraies. La répartition des génératrices suit alors celle des
feuilles et est alterne (FIG. 4).

D'une manière générale. sur la génératrice, le nombre des mamelons
visibles varie de 7 à 12 pour les plantes cultivées en plein air ; cette
proportion est de 2 à 7 pour les plantes cultivées en condition
hydroponique Ces chiffres paraissent donc liés aux conditions du milieu. Ils
sont également largement influencés par la vigueur de la plante.

3_1_2. Structure anatomique d"un mamelon caulinaire bien
développé

Les coupes longitudinales des mamelons les plus proéminents (FIG.
5a) et les plus âgés situés à l'aisselle des feuilles, présentent une ébauche
racinaire bien individualisée qui émerge de la zone corticale de la tige. Cette
ébauche racinaire présente un ensemble de cellules méristématiques
recouvertes par une coiffe, un cylindre central dans lequel la
vascularisation est très nette. Cette vascularisation se raccorde à la
vascularisation de la tige. L'apex racinaire est protégé par une fine assise de
ce Il u1es épi der miquesaplat ies et une par fa ite co n tin ui té t issul air e est
observée entre cette assise de l'épiderme de la tige et celle du dôme). La
FIG. 5b montre une coupe longitudinale de mamelon caulinaire bien
développé chez S. rostrata.



PLANCHE II

(Etude morphologique des mamelons caulinaires de 5.
pubescens et de 5_ rostr;ft~)

- répartition spatiale (observations morphologiques)

FIG_ 3 : Vue générale: morphologie de la tige et des mamelons
caulinaires de l'aisselle des feuilles cotylédonnaires sur une jeune
plante de S. pubescens (25 jours) de culture hydroponique (vue grossie
5 fois).
FIG_ 4.: Vue générale de tige s de S. pubescens et de S. rostrata. Les
trois premiers entrenoeuds de la tige sont plus courts: les génératrices
de ma me Ions caulinaires sont alternes (voir la flêche) (grandeur nature).

FIG. .5a: Observation en Microscopie Photonique (MPh) après fixation
au Navashine et coloration au Bleu de toluidine d'une coupe
longitudinale de mamelon caulinaire de l'aisselle des cotylédons.
Barre: 12,5 pm

FIG_ .5b - CL de mamelon caulinaire type de 5_ rostr~tL
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3_2. Etude de l'ontogenèse des mamelons caulinaircs
3_2.L Aspects morphologiques

Sur une même gênêratrice, le mamelon le plus développé est toujours
localisé à l'aisselle des feuilles. Il se caractérise par un dôme épidermique
trés proéminent (FIG. 6). Cette proéminence du dôme est de moins en
moins accentuée au fur et à mesure que l'on s'éloigne de l'aisselle de la
feuille pour disparaitre complétement dans la partie apicale de la
génératrice considérée.

Les observations macroscopiques des mamelons cau linaires révélent
à une date donnée, différents états de différenciation de ceux-ci sur une
même génératrice.

3.2.2. Aspects histologiques

Le long de la génér atr ice, en re montant progressive me nt (F IG. 7),
les sites apparaissent de moins en moins différenciés (FIG. 7 • 8 et 9).
L'ébauche racinaire est de plus en plus incluse dans les tissus corticaux de
la tige et l'apex est protégé par plusieurs assises de cellules. La
vascularisation est égale ment de moins en moins bien différenciée.

3-3- Etude expérimentale de révolution des ébauches
racinaires en racines adventives

Evolution
formation

adventive

des mamelons caulinaires dans l'eau :
de l'aérenchyme et élongation de la

Les expériences d 'im mersion de boutures de tiges de S. pubescens ont
conduit a l'observation de trois phénomenes qui se présentent dans l'ordre
suivant:

i)- une rupture de l'épiderme qui survient des les 24 heures suivants
l'immersion (FIG. 10) : pour une génératrice donnée, cette déchirure de
l'épider me part le plus souvent du mamelon de l'aisselle de la feuille dont le
som met du dôme constitue une zone de moindre résistance.

ii)- l'émergence de la racine à partir du mamelon
iii)- et la formation d'un aérenchyme. tissu spongieux d'aspect

blanchâtre provenant de la turgescence des cellules et qui apparait au
niveau des assises de cellules corticales de la tige.



PLANCHE III
(Etude de l'ontogenèse des mamelons cauHnaires chez S. pobe$~o$)

- aspects morphologiques

FIG. 6: Morphologie de tiges de S pubescens et de S rostrata ; mamelon
cau linaire très proémment de..s: pubescens (double flèche).
Aspects des mamelons cau linaires bien visibles sur la tige de S. rostrata
uniquement (fleche 1 pour cette portion de la tige lx 2i.



PLANCHE IV

- aspects histologiq'ues

FIG. 7a : Cl du mamelon caulinaire type de S. pubescens.
Observa tion en MPh de la coupe longitudinale d'un marne Ion caulinaire
de l'aisselle de la feuille chez S pubescens. Le dôme épidermique (D Ep)
est assez proéminent sur ce mamelon; une assise de cellules corticales
(Cc) à ne pas confndre avec le cylindre central (Cc) ; l'astérisque (*)

indique la vascularisation de l'ébauche racinaire (Er).

FIG.7b : Coupe transversale detige de S. rostrata présentant 3
génératrices de mamelons caulinaires.

FIG. 8 : Coupe longitudinale de mamelon type de S. pubescens
localisé après celui de l'aisselle de la feuille. L'astérisque montre les
cellules du méristème de la racine.

FIG. 9 : Cl de mamelon caulinaire de S pubescens situé sur la
génératrice suivante.
Barre: 50 pm .

. Les coupes longitudinales successives presentées dans cette planche
illustrent les stades successifs de l'ontogenèse des mamelons caulinaires
chezS pubescens en culture hydroponique (plante âgée de 25 jours),
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Lorsqu'une bouture est immergée dans l'eau, la réactivation des
ce llu les mér isté ma tiq ues des ébauches racinaires des m ame Ions cau linaires
et leur élongation sont fonction de la localisation du mamelon sur la
génératrice et sur la tige. Ainsi les 2 premiers jours suivants l'immersion,
seuls les mamelons cau linaires de la base peuvent émettre une racine
adventive et qui peut atteindre de 0,2 cm à 2,5 cm de long (Fig. Il et 12).
De telles longueurs ne seront atteintes que plus tardivement (entre les 5é et
7è jours) pour les racines des mamelons les moins proéminents.

D'un point de vue histologique, on observe
- l'aérenchyme et le méristéme de lébauche racinaire (Fig. 13)
- l'élongation racinaire et la rupture de l'épiderme (FIG. 14)
- la racine adventive bien allongée (FIG. 15).

Pour illustrer cette évolution, nous avons procédé à une mesure de
l'allongement de la racine.

Le graphique 6 représente de l'élongation racinaire observée au bout
de 12 jours sur une même racine adventive émise à partir d'un mamelon
cau linaire de l'aisselle de la feuille.

Les observations ont montré qu'à partir de cette date (12jours), il se
forme de très nombreuses racines secondaires sur la racine adventive
primitive (voir FIG. 16) ; cette apparition de racines secondaires, sans
arrêter l'allongement de la racine adventive, cependant le réduit
sensible ment.

Les graphiques 7a et 7b donnent une représentation du nombre de
mamelons caulinaires réactivés pour donner des racines adventives
respectivement à l'issue de 64 jours (pour des boutures en serre) et de 12
jours (pour des boutures en tubes en chambre de culture) sur des
échantillons de 12 boutures; nous pouvons remarquer une réactivation très
tardive de mamelons caulinaires plus jeunes; celle-ci peut survenir jusqu'à
2S jours après le premier jour de l'immersion (graphique 7a). Cette
réactivation tardive semble due au degré de différenciation de ces
mamelons caulinaires ; elle est surtout trés notable pour les boutures 5 et 7
pour cet échantillon. Ce sont généralement des mamelons caulinaires de la
partie apicale des génératrices et de la tige qui évoluent les derniers. Ici il
convient de signaler que le nombre de racines émises est beaucoup plus
elevé que celui des mamelons observés à l'immersion Cela suppose que de
nombreux mamelons caulinaires peu visibles au moment de l'immersion se
sont développés en racines plus tard.
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PLANCHE III
(Etude de "ontogenèse des mamelons caulinaices chez S_
pubescens)

- aspects morphologiques

1

FIG. 6: Morphologie de tiges de S pubescens et de S. rostralil ;
mamelon caulinaire très proéminent de S. pubescens (double flêche).
Aspects des mamelons caulinaires bien visibles sur la tige de S. roslrata
uniquement ([lêche) pour cette portion de la tige (x2).



Planche V

(Etude de révolution des mamelons caulinaires en racmes
adventives)
(séries de s inductions de ma melons caulinaires par l'im mersion dans
l'eau)
- formation de l'aérenchyme : observations en MEB

FIG. 10: Observations de relief des modifications anatomiques
ind uites par l'eau (24 heures) sur le mamelon caulinaire type de S.
pubescens. Au centre est visible l'extrusion de la racine; de part et
d'autre, la brèche ouverte dans l'épiderme de la tige (petite flêche; la
grande flêche indique la cavité annulaire).

FIG. 12: Vue en MEB d'une racine adventive obtenue à partir d'un
mamelon caulinaire de l'aisselle de la feuille. Noter la longueur atteinte
au bout de 72 heures d'immersion.
Barre: 100 pm.

FIG. II : Vue macroscopique d'une bouture de S. pubescens après 72
heures d'induction dans l'eau. Les différents niveaux de coupes
indiqués (1,2 et 3) correspondent aux vues en microscopie photonique
ci-dessous; (grandeur nature).

• f. .... Ob serva tion en microscopie photoniq ue de la Cl du mamelon
cau linaire. Le dôme épidermique (D . Ep) est assez proéminent sur ce
mamelon cau linaire ; assise de cellules corticales (Cc) à ne pas confondre
avec le Cc, cylindre central; l'astérisque (*) indique la vascularisation de
l'ébauche racinaire (Er).
Barre: 50 j.Jlll
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3_4. Etude de !"évolution des mamelons caulinaires en
nodules

3-4_ L Potentialités de nodulation sur plantes entières

Tous les nodules formés l'ont été que sur les plantes du seul lot
"variant 1".

Les observations ont permis de noter 2 mois et 1/2 à l'issue des
opérations d'inoculation aprés le grattage des couches superficielles de
l'épiderme et par l'injection sous-épidermique, la présence de nodules sur la
portion des tiges allant des cotylédons jusqu'à la première feuille vraie; les
résultats obtenus sont présentés au tableau XX. Aucun nodule n'a été
observé au-delà de la Y feuille vraie malgré la présence de nombreux
mamelons caulinaires très proéminents d'une part, et d'autre part malgré 3
opérations d'inoculations successives des mê mes plante s à 15 jours
d'intervalle. De mê me aucun nodule n'a été observé sur les plantes du lot
"variant 2" ni sur celles du type "sauvage classique".

Nous pensons que l'abscence de nodulation au niveau des mamelons
cau linaires qui se trouvent au-delà de la 3è feuille vraie serait liée au degré
de différenciation de ces mamelons situés plus haut. L'ébauche racinaire
est plus difficilement accessible par les Rhizobium.

Parmi les 3 plantes qui ont présenté des nodules, les proportions de 2
et de 4 nod ules (voir tab le au XX) ont été obtenues re spective ment pour
l'inoculation après le grattage de l'épiderme du mamelon, et celle effectuée
par l'injection sous-épidermique de l'inoculum.

Par mile s méthodes d'inoculation utilisée s, le s opérations par ces
deux procédés pourraient être considérées com me celles qui ont per mis
d'a tteindre la zone d'infection des mamelons caulinaires par les Rhizobium.

Tableau n- XX : Résultats des opérations d'inoculation des plantes
entières de culture hydroponique pour mettre en évidence les potentialités
de nodulation chez S. pubescens.

Les valeurs ci-dessous indiquèes ne concernent que les plantes du
\ lot"variant 1". (lot "variant 2" et sauvage classique = néant).

Sou ch es utilisées ORS S3 ORS 611 ORS 616 ORS Pl ORS P2 ORS P4

-----------------------------------------
No mbre de plantes A 0 0 0 0 0 0
presentant B 0 CI (1 0 1 0
des nodules C 1 0 0 0 0 1

Nombre de nod
formés par
méthodes d'inoc.

A
B
C

o
o
3

o
o
o

o
o
o

o
o
o

o
2
o

o
o
1

A - badigeonnage simple
B - inoculation après le grattage supediciel de l'épiderme du dôme
C - inoculat ion après l'injection de lïnoculum sous l'épiderme.



Planche VI
(Séries des coupes)

FIG. 13: La cou pe (d u niveau 3 ci-contre) revèle la structure du
méristème de l'ébauche racinaire en cours d'évolution (MER) ,Ph le
phloème (tissu de la tige) ; Aérenchyme (Aé ; *), se forme sous les
assises de cellules corticales et de l'épiderme; la flêche indique une
brèche ouverte dans l'épider me de la tige.

- élongation racinaire :

FIG. 14 : Cl des mamelons caulinaires (niveau 2 ci- dessus) après
l'induction dans l"eau ; les coupes ont été effectuées successivement de
la base vers le sommet; elles indiquent les différents stades de
différenciation des mamelons sur la tige.

FIG. 15: Cl du mamelon cau linaire le plus basal; la racine adventive
(R ad) est très bien développée (0,8 cm) ( voir niveau 1 ci-dessus).
Barre: 12,5 /lm.

FIG. 16 : Mor phologie d'une bout ure présentant un renfle men t
nodulaire à la base de la racine adventive (x 2,5). Ce renflement de la
base de la racine adventive d'un mamelon de l'aisselle de la tige est
observé après 12 jours d'immersion et l'inoculation par une souche
bactérienne très performante de S pubescens.

NB :
1- niveau de la coupe de la racine adventive du mamelon le plus basal:
2- niveau de la coupe du mamelon suivant développé en racine
adventive (0.3 mm)
3- niveau de la coupe d'un mamelon dont le méristème est toujours
inclus dans les tissus de la tige.
Barre 50/lm.
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PLANCHE VII
(Etude de l'évolution des mamelons caulinaires en nodules)

- nodulation eIpérimentale sur boutures chez 5. pubescens.

FIG. 17 : Cl des formations nodulaires présentées ci-dessus sur les
tiges immergées 12 jours; MNd. méristéme nod ulaire (astérisque) ; V.
vascular isation) ; (*) Restes de l'épi der me de la tige.

FIG. 18 : Nodule mature de 19 jours chez 5. pubescens.

FIG. 19 : Cl. et ob servation en MPh de nod ule de 19 jours sur une
bouture de S. pubescens. On peut distinguer: Z 1 : la zone bactéroîde
centrale; Z II : la zone méristématique composée des cellules envahies
par les bactéries.
La flêche courbe indique ce que certains auteurs appellent les "poches"
d 'infiltr ation des bactéries.

FIG. 20: Nodule sénescent de S. pubescens ; vue en Cl, le tissu
nodulaire a disparu, il ne reste plus qu'une cavité.
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Les résultats montrent qu'aucune des plantes du type sauvage
classiq ue ni des té moins n'a présenté de nodu les.

Les ob serva tions ont montré que d'un point de vue "morphologique",
les nodules formés ne sont identiques ni aux nodules caulinaires de S.
rostrata ni aux "verrues" de .4. afraspera (c'est ainsi que certains auteurs
qualifient les nodules caulinaires des o4eschynomene l Ce sont des nodules
plus allongés qui présentent une légère saillie au centre de la formation;
cette saillie pourrait être la pointe de la racine adventive ou être due aux
conditions d'obtention de ces nodules. Cependant d'un point de vue de leur
localisation sur la tige, ils sont tout à fait semblables aux nodules qui se
forment sur les parties basses des tiges des o4eschynomene du groupe 3 (A.
elaphroxylon G. & Perr J.

3-4_2_ Etude de révolution en nodules sur les boutures
de tiges immergées

0- description morphologique de la nodulation
Les observations de la structure des nodules caulinaires au

photomacroscope permettent de noter ègale ment que les nodules for més,
dès leurs premiers stades restent enfouis sous l'aérenchyme ; ils ne
deviennent très nettement visibles que 6 jours (voire au-délà) après les
premiers stades de leur formation et de leur émergence.

D'un point de vue morphologique, les observations montrent qu'à leur
apparition les nod ule s se présentent d'abord sous la for me d'un renfle men t
à la base des racines adventives (Fig. 16).

Les coupes longitudinales de nodules sur racines présentées aux FIG.
17. 18 et 19 montrent les stades d'évolution des nodules.

Ces coupes de nodules présentent à la microscopie photonique:
- un épiderme (ou périderme) chlorophyllien
- une zone qui entoure le tissu central composée de nombreuses

cellules méristématiques envahies par les bactéries: c'est la zone
bactérolde. Elle est formée de tissu nodulaire dans le cas de nodule mature;
celui-ci présente trois zones essentielles de tissu nodulaire Z 1, Z II et Z
III) (FIG. 19).

dans le cas des nodules sénescents, une cavité sans tissu (elle est
remplie de colorant FIG. 20).
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En ré su mé, les stades de l'évolution des nodule~ (ou ontogenèse des
nodules) sont caractérisés successivement par

- le renflement constitué par un tissu méristématique que nous avons
qualifié de nodulaire à la base de la racine adventive; il correspond à la
zone d'infection

- l'individualisation d'une zone bactéroïde totalement séparée de la
zone corticale se distingue

- l'extension progressive du méristème de type nodulaire qui s'étend
active ment au tour de la racine; il est traversé par la vascularisation de de
la racine; quelquefois ce tissu présente sa propre vascularisation qui se
détache de celle de la racine,

Cette for mation se précise et du 6è au l2è jour, selon les cas, un jeune
nodule apparaît et s'individualise (voir les nodules aux divers stades de
cette évolution).

Le nod ule mature est obtenu au bout de 12 à 2S jours.
Certains nodules deviennent sénescents au bout d'un mois après leur

formation (FIG. 20).

ii)- cinètique la nodulation caulinaire.
Le graphique 8 montre l'apparition des nodules sur les racines

adventives au cours du temps, Cette apparition est très rapide à partir du 9 é

jou r. Elle donne une idée de l'évolution du phénomène de la nod ulation.

3-''/1.-3- Influence de la date d'inoculatïon sur la
for mation des nodules

Au cours de l'émission des racines adventives à partir des mamelons
ca u lin air e s, qua nd ce lIes-ci sont précoce men t mises en présence du
Rhizobium spécifique par l'inoculation, certaines sont infectées et des
nodules sont induits à l'aisselle des racines sur la tige,

Les résultats expérimentaux rapportés dans le graphique 9 montrent
que le nombre de nodules formés varie en fonction de la date d'inoculation.
Il est significativement plus élevé pour les inoculations precoces effectuées
du jour d'inoculation jusqu'au 2 03 jour après cette date.

Par ailleurs nous avons quelquefois procédé à des réinoculations
au 1 Oé jour afin d'apporter des bactéries plus vigoureuses dans le milieu
compte tenu de l'émission tardive de certaines racInes

3-4-4_ Influence du nombre de racïnes sur le nombre
de nodules formés

Les observations ont montré qu'à chaque nodule correspond une
racine adventive_ Il existe une certaine relation entre le nombre de nodules
et le nombre des racines; la rhizogenèse semble conditionner la nodulation
qu'elle précède.



~ 1 0
,
i

! 3 ~
1
1

1
1

1

Q

~

~
..,

.
"

DLREI\Jour)
l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Graphique 8. NoduJation caulinaire 9Jf bouture chez S pubescens



4

0 0-;-:-:
','

r.;.

1
3

.:. ','

':'"":"

e 2
r-:-:-:Z

~

r;-:-;
...-;-:-: r;-;-:

0 r""71 DlJRŒ(jour)
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Graphique 8. Nodulation caulinaire 5Ur bouture chez. S. pubesœns



3

2

q

\
\

--0--

q
\
\

\
\
D-.. --D-..

-.'--o----G

o 1er 2è 3è 4è Sè 6è 7è 8è 9è lOè

ŒAPHIOOE 9. Influence de Iaœte cfinoculation sur la
nOOJlation cau l.in.aù'e surboutures chez
Spubesœns.



1(10

0

811 0

0

1
60

0 0

0 0

~
0

40 0

~
0

~ 20

NB.M.)f)CAU1..JOOUfURE
605040302010

O~--'-----'---'-------'---'---'-----'----'---~-----'---'-----'

o
ŒAPHIQUE 10: Nombre de ncdJJes caulinaire
formés sur .les racinesadvenlives
~r boutures chez S pubesœns
tete de relevé .36 joursaprès l'immersion.



- 57 -

Le graphique 10 donne une représentation du nombre de nodules
for més sur les racines adventives émises à l'issue de 36 jours d'observation.
L'analyse s ta tis tiq ue montre qu'il existe une corrélation positive (0.3 42)
entre les variables nombre de racines et le nombre des nodules qui sont
formés à partir desracines. Le coefficient de cette corrélation est de 0.714
(Dagnélie, 1975).

3-5- Les greffes:

Après les opérations de greffage, seul le procédé par approche a
permis d'obtenir du succès; pour la première série 5% de succès (5,

pubescens / S. rostrata) et 15 % de rèussite des greffes de S. rostrata / 5.
pubescens sont observès à l'issue de toute la période d'observation,

Dans une seconde série, nous avons ob tenu 95% de ré ussite (5.
pubescens / 5, rostrata) mais aucun effet notable pour l'amélioration de la
nodulation de tige n'a été acquis après diverses tentatives de badigeonnage
des sites observés sur les greffons par les souches de S. pubescens (ORS 52 ,
53 , ORS Pl, ORS P2 , et ORS P4) et même avec la souche d'Azorhizobium
(ORS 571).

3.6. DISCUSSION ET CONCLUSION

Les coupes cytologiques ont revélé que chez S. pubescens, les
mamelons jusqu'au terme de leur développement, ne sont pas encore des
sites qui peuvent être infectés pour donner des nodules (sites d'infection),
Ce sont des sites potentiels de nodulation. Ils ne deviennent des sites
d'infection qu'après l'im mersion. Ce potentiel des sites n'est revélé qu'après
le séjour dans l'eau qui aboutit, après 1 à 2 jours après l'immersion selon les
cas, au stade de site accessible à l'infection externe par les bactèries.

Si jusqu'alors, l'espèce S. pubescens pourtant si affine de S. rostrata,
n'avait pas encore retenue l'attention comme plante à nodules caulinaires, la
raison principale est sans doute la discrétion de ses sites latents préformés.

Si sur une tige de S. rostrata, on peut distinguer quatre génératrices
de sites en séries continues (Dreyfus et Duhoux, 1982), des sites en
profusion chez A. afraspera (Alazard, 1985 ; Alazard et Duhoux, 1988), chez
l'espèce S. pubescens, cette présentation diffère totalement non seulement
par le nombre plus réduit de sites mais aussi des génératrices.

En outre, chez ces plantes, ces sites de nodulation peuvent se
développer en nodules aériens sans intervention absolue de l'eau corn me
facteur externe pour assurer l'infection par les Rhizobium spécifiques, alors
que chezS. pubescens, la présence de l'eau est indispensable.
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En dehors de cette faible quantité des sites latents préformés. il faut
noter également la nature même de ces sites latents. Cette différence
essentielle liée à l'anatomie des sites a été revélée par l'étude cytologique
en microscopie photonique. L'étude cytologique montre que le méristème
racinaire des mamelons caulinaires de S. pubescens est beaucoup plus
profond et plus discret que dans les sites de S. rostrata ou dans ceux de A.
afraspera .

Rappelons que chez .4. afraspera et S. rostrata. le site de nodulation
est en fait constitué d'un dôme épidermique pèrcé en son centre par une
ébauche de racine (Alazard et Duhoux, 1988) ; (Duhoux, 1984 ; Spencer
Barreto et al., 1989).

Chez S. pubescens, le mamelon caulinaire type se caractérise par un
dôme épidermique provoqué par l'ébauche de la racine; mais nous n'avons
pas observé jusqu'à ce jour de percée de la barrière épidermique par l'apex
. Il subsiste toujours une couche de cellules épidermiques aplaties qui
recouvrent l'apex de l'ébauche racinaire,

Ce type de site peut être rapproché de celui décrit chez A.
eJaphroxyJon.

Nous pensons qu'il existe une similitude de structure entre la
structure des ma melons caulinaires types de S. pubescens et celle des sites
de nodulation des Aeschynomene du groupe 3 (.4. eJaphroxyJon) issu de la
classification des Aeschynomene en trois groupes définis à partir d'une
étude de la cytologie des sites (Alazard, 1985 ; Alazard et Duhoux, 1988).

Une autre caractéristique essentielle des sites de nodulation chez S.
rostrata et chez A. afraspera liée à la percée du dôme épider mique est la
formation d'un sillon au-dessus de l'apex et la présence d'une cavité
circulaire autour de la base de la racine.

Sillon et cavité circulaire autour de la base de la racine sont ab~ents

dans les structures des mamelons chez S. pubescens, alors que les études
antérieures établissent une assez étroite relation entre l'accès par les
Rhizobium (par la pénétration par cette cavité circulaire qui constitue le
premier siège de l'infection externe) et la première colonisation des cellules
du méristème de la racine par les bactéries (Duhoux, 1982 ; Tsien et al,

19831.
Ces caractéristiq ues réunies de sites de nodulation chez S. rostrata

permettent d'aboutir à la conclusion selon laquelle il existe un stade de
compétence du site (il est qualifié de stade de site mature par les auteurs)
au cours du dévelop pe men t pour per mettre l'infection externe. RappelIons
que l'infection chez S. rostrata peut être assurée par divers vecteurs qui ne
sont pas absolument l'eau (Duhoux, 19841.

Les mamelons caulinaires de S. pubescens seraient donc, au terme de
leur développement, inaptes à l'infection externe spontanée.
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L'intervention de facteurs externes serait donc nécessaire pour
conduire le site à un état accessible aux Rhizobium par la levée de la latence
de l'ébauche racinaire et la formation d'un aérenchyme.

Ainsi sur des boutures, dès les deux premiers jours après
l'immersion, certains sites donnent des racines adventives. Le stade de
développement atteint par les sites de S. pubescens correspond alors à celui
des sites compétents de S. rostrata , A. afraspera ou .4. indica selon la
localisation du site. L'émergence de la racine serait favorisée par la
destruction de la barrière des tissus épidermiques et corticaux par l'eau.

Nous avons essayé d'établir une certaine analogie entre les
évène men ts qui su rviennentau cours de l'i fi mer sion et le stade de
corn pétence des sites de S. rostrata :

- l'immersion dans l'eau des sites provoque une brèche (déchirure de
l'épiderme) qu'on peut assimiler au sillon observé sur le site compétent de
S. rostrata

- la formation de l'aérenchyme correspondrait à la cavité circulaire
autour de la racine. Elle joue le rôle d'un microenvironnement écologique
favorable à l'infection externe.

La ru ptu re consécu tive à la pou ssée exercée par le mér istè me
racinaire en évolution à laquelle on peut ajouter l'action de ramollissement
des cellules épidermiques par l'eau, peuvent étre considérées comme la
conjonction de mécanismes physique et chimique.

L'action de l'eau provoquerait une turgescence des cellules
é pider m iq ues des assises du phloè me nota m ment ; d ans la for ma tion de
l'aérenchyme et l'ensemble des processus conduisant à la for mation des
racines adventives sur les boutures, un gaz, l'éthylène est probablement
impliqué et jouerait un rôle très important.

Ainsi, CIe mens et al., 1978 notent outre la rupture de l'épiderme de la
tige sur les boutures. l'apparition de l'aérenchyme sur les 5- 10 cm de la
base des boutures d'Eucalyptus ; cette for mation précède de 2 à 3 jours
l'apparitioin des racines adventives dans les conditions d'immersion; il
s'agirait selon les auteurs, d'une réaction adaptative aux conditions de la
sub mersion du sol (Feld man. 1984 ; Liu. et al., 1990).

Les différentes méthodes utilisées pour mettre en évidence les
aspects de la rhizogènèse adventive ont abouti à l'observation suivante:
1évolution et le développement des ébauches pour donner des racines
adventives sont sous l'influence de facteurs bien définis (facteurs de
l'environnement) qui doivent jouer le rôle très important pour assurer
l'évolution des ébauches racinaires depuis les études de Harris et al., 1949,
cités par Allen et Allen,198l. Ces facteurs comme ils ont été signalés, sont
endogènes (cytologiq ues) et exogènes (physiques et/ou chi miq ues) (CIe mens
et al., 1978 ; Liu, et al., 1990).
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Il a été dé montré que dans des cas exce.ptionnels. une assez forte
humidité atmosphérique suffit à induire cette évolution chez S. rostrata
(Spencer-Barreto, 19871 Ce phénoméne est également observé chez les
plantes du genre Ficus et chez les Rhizophoracées (plantes des mangroves).

Un tel phénoméne n'a pas été observé chez S. pubescens pendant la
pér iode de cette étude.

Certains mamelons, en effet qu'ils soient les plus basaux ou les plus
apicaux. sont peu développés; à ce stade de l'évolution des mamelons,
ceux-ci sont trés peu perceptibles car le méristéme racinaire sous-jacent
est trés profond; c'est ce que l'étude cytologique nous a revélé.

Ainsi, plus la structure de la racine est profonde, plus le temps de
contact avec l'eau devra être long pour assurer la destruction de la barriére
histologiq ue .

Une étroite corrélation entre le facteur externe primordial de
l'induction qu'est l'eau et les structures histologiques de l'ébauche racinaire
peut être établie.

En effet, l'action d 'ind uction de l'ea u serait le déclenche ment d'une
activation des cellules méristématiques qui aboutit à la formation et
l'é mergence de la racine adventive. La racine, dans le processus de
l'induction de la nodulation, produirait des exudats qui favorisent l'infection
par les Rhizobium spécifiques. Cette induction est facilitée en milieu
aqueux,

Ains i, que lq ues 2 à 3 jour s apré s l 'i nocu la tion, chez A. afra spera un
signal chimique est émis par la plante (racine de la plante) qui diffuse dans
la rhizosphére et constitue l'interaction plante-Rhizobium qui induit la
formation des nodules chez les légumineuses tempérées (Truchet et al.,
1980 ; Vasse, el al., 1990).

Le mode d'infection des mamelons caulinaires et la formation des
nodules chez S. pubescen5 semblent impliquer le passage par le
développement de ceux-ci en racines adventives d'abord, puis en nodules
ensuite.

L'hypothése la plus vraisemblable semble qu'il y ait au moins un
début de l'évolution de l'ébauche racinaire pour faciliter l'infection dans
certaines conditions d'immersion,

Quant à l'induction des nodules sur les racines, même dans les
meilleures conditions d'inoculation et d'infection, il existe toujours plus de
racines que de nodules. Autrement dit, il ne peut pas y avoir une infection
de toutes les racines émises pour donner des nodules.

Il est donc impossible d'obtenir une stricte relation de
proportionnalité (rapport de 111) entre le nombre de nodules formés et
celui des racines émises, bien que les deux phénoménes soient intimement
liés, Une faible quantité de mamelons qui suppose un nombre tout aussi peu
élevé de racines adventives peut conduire, dans les cas d'une faible
induction, à un trés faible nombre de nodules caulinaires.
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Par contre nous pensons que l'intervention d'autres paramètres tels
que la date d'inoculation, l'effet de la souche inoculée et la qualité de
l'inoculu m, pou rraient modifier très sensible ment cette donnée.

Nous pensons que l'hypothèse de l'inclusion du méristème de racine
sous l'épiderme peut être retenue. Elle pourrait être une des explications de
la difficulté chez cette espèce, du mode de nodulation après infection
externe par les Rhizobium telle que celle qui est caractéristique de S.
rostrata ou de A. afraspera.

Il faut signaler qu'une véritable cinétique de la rhizogenèse adventive
ou de la nodulation cau linaire suppose des dispositifs spéciaux, un suivi sur
un même échantillon (ou des clones), à la limite sur une même racine en
émission ou un nod ule lors de sa formation.

Des études ultérieures de l'ultrastructure pourraient permettre de
préciser les détails des stades de la formation des nodules et de comprendre
l'organogenèse et la morphogenèse des nodules.

Ce sont deux phénomènes physiologiques très difficilement
saisissables dans le cadre de ce seul travail; toutes les illustrations qui sont
données ici ne sont que des clichés instantannés de processus qui évoluent
continuellement dans le temps.

Le travail que nous avons effectué ne constitue donc qu'une approche
et ouvre des voies pour l'étude de bien d'autres aspects sur cette plante.

Nous pensons que les résultats obtenus à partir des opérations de
greffage ne peuvent pas donner lieu à des interprétations immédiates; pour
des influences physiologiques il serait très prématuré d'attendre des
resultats aussi immédiats de ces greffes. Cependant beaucoup d'espoirs sont
placés dans les résultats ultérieurs qu'elles pourraient fournir.

A partir des graines issues des plantes des greffes, nous comptons
obtenir des plantes qui présentent les caractéristiques de nodulation de S.
roslrata chez S. pubescens.
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o4eschynomene afraspera J Léon.
A. elaphroxylon G.&Perr.
A. indica L.
o4rachis hypogea L.
Casuarina cunninghamiana
C. equisetifolia Forst.
C. glauca
Pentac1ethra macroloba
Neptunia oleracea L.
Sesbania grandifolia L.
S. pubescens De.
s. rostrata Bre m.
S. sesban L. Merrill.
Vicia faba L.
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Titre do lIé_oire de DEA : "Contribution à l'étude de la nodulation de tige par
RHIZOBIUM chez une Légumineuse aquatique: SESBA.NIA PUBESCENS DC.".

Réso_ê

Dans le genre Sesbania. la présence de sites préformés et le phénomène de
nodulation cau linaire n'étaient jusque là connus que chez l'espèce S. rostrata. Les
premières observations n'ont pas permis de déceler une nodulation caulinaire
spontanée chez S. pubescens. Cette plante présente toutefois des sites caulinaires
préformés nettement visibles surtout à l'aisselle des feuilles. Dans les conditions
d'inondation (naturelles ou expérimentales), la formation de nodules caulinaires
a été obtenue, De même, l'inoculation après grattage superficiel de l'épiderme des
mamelons caulinaires ou l'injection sous épidermique a conduit à la formation de
nodules en chambre de culture.

Nous avons isolé et étudié l'infectivité et l'effectivité de souches de
Rhizobium issues de nodules de racines et de tiges,

Une étude cytologique par des techniques de microscopie photonique et
électronique à balayage a permis de préciser la structure et la nature des sites de
S. pubescens, Cette structure est caractérisée par la présence systématique de
cellules épidermiques recouvrant l'ébauche de la racine alors que chez S. rostrata
et chez Aeschynomene a.fraspera. ces sites de nodulation présentent une racin.e
qui fait extl'usion des tissus épidermiques de la tige. Cette étude nous a permis de
suggérer que les sites de nodulation observés chez S. pubescens ne sont pas des
"sites compétents pour l'infection externe" par les Rhizobium.

lIots-clés : Fixation symbiotique de l'azote - Rhizobium, S. pubescens - Mamelons
cau linaires -- Structure cytologique .,. Nodulation caulinaire expérimentale,


