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Summary — In vitro nodulation and early rhizobial infection in Acacia albida. Infective and effec-
tive symbiosis between Acacia albida and Bradyrhizobium take place when seedlings are inocu-
lated during the first 13 d after germination. During this period (0-13 d), after the apparition of
young roots, infectivity (number of new nodules) is optimal; biomass and total nitrogen are signifi-
cantly higher than compared to inoculation at 23 d. Observation of newly infected roots shows that
as with many other leguminous species, infection occurs through a characteristic short and curling root
hair. Nodules of Acacia albida show two morphological types: spherical and determinated at a young
stage (3—4 weeks) and multishaped and undeterminated at adult stage (more than 6 weeks).

Acacia albida | Bradyrhizobium [ date of inoculation / infection / root hair

Résumé — Chez Acacia albida, 1a meilleure période d’inoculation des semis par Bradyrhizobium,
se situe dans les 13 premiers jours aprés la germination. En effet, ¢’est a la suite d’une inoculation au
cours de cette période coincidant avec I’apparition de nouvelles racines, que I’expression de I'infec-
tivité (nombre de nouveaux nodules formés) est maximale et les criteres de biomasse et d’azote total
sont significativement plus élevés comparés & une inoculation effectuée a 23 j. L’observation des racines
nouvellement infectées a montré que I'infection s’ effectue par I”intermédiaire d’un poil absorbant tres
court recourbé en crosse caractéristique. Les nodules formés sont a croissance « mixte » (de type déter-
miné entre 3 et 4 semaines et de type indéterminé a un dge supérieur a 6 semaines).

Acacia albida | Bradyrhizobium / période d’inoculation / infection / poil absorbant
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INTRODUCTION

La plupart des arbres fixateurs d’azote pos-
sede I’aptitude a croitre rapidement sur des
sols extrémement carencés (Duhoux et
Dommergues, 1986). Cette qualité intrin-
séque justifie I’intérét que leur portent de
nombreux chercheurs (Dreyfus et Dom-
mergues, 1981 ; Felker et al, 1981 ; San-
ginga et al, 1988 ; 1990 ; Danso et al, 1991,
Dupuy et Dreyfus, 1992 ; Diagne et Baker,
1994).

Acacia albida est une légumineuse tro-
picale souvent utilisée comme espéce de
reboisement (Cazet, 1987) en raison de son
potentiel fertilisant. Cependant ce potentiel
fertilisant lié en partie a la symbiose fixa-
trice d’azote atmosphérique, peut étre amé-
lioré au moment de I’inoculation (Gassama,
1996 ; N'Doye et al, 1996). Si, en pépiniere,
I’inoculation avec des souches de Brady-
rhizobium permet d’accroitre significative-
ment la biomasse produite, on ignore quelle
est la période la plus favorable a bonne
réponse a I’inoculation chez cette espece.

Par ailleurs, la formation des nodules a
été bien étudiée chez les légumineuses tem-
pérées (Dart, 1977; Sprent, 1980; Newcomb,
1980) ; trés peu de travaux ont été consa-
crés a I’étude du mode d’infection chez les
légumineuses tropicales arborées (Dupuy,
1993). Seules certaines especes tropicales
telles Leucaena leucocephala (Chen et
Rolfe, 1988), Sesbania rostrata (Duhoux,
1984), Aeschynomenae afraspera (Alazard
et Duhoux, 1990), Acacia mangium (Prin
et Reddell, 1993), et Acacia albida (Dupuy,
1995) ont été étudiées.

Cet article présente les résultats obtenus
concernant I’influence de la période d’ino-
culation sur I’expression optimale de la
nodulation et de la symbiose fixatrice
d’azote et rapporte les observations histo-
logiques sur les étapes précoces de I’inter-
action entre une souche de Bradyrhizobium
et les tissus de I’hdte, et I’évolution mor-
phologique des nodules chez Acacia albida.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Les graines d’Acacia albida (Provenance 3157N
CTFT) sont scarifiées a ’acide sulfurique 98 %
pendant 20 min puis sont désinfectées a I’eau de
javel pure (16° CI) pendant 10 min. Aprés plu-
sieurs ringages, les graines sont placées asepti-
quement dans des germoirs sur un support de
coton hydrophile imbibé d’eau distillée. La ger-
mination s’effectue dans les 48 h a la pénombre
sous une température de 27 °C.

Méthodes

Au total, 24 plantes dgées de 3 j sont transférées
en tube pour la phase ultérieure d’inoculation.
Le dispositif de culture in vitro est constitué d’un
tube en verre pyrex (22 mm % 150 mm) contenant
une motte Milcap (Milcap France, SA Trémen-
tines) engainant une baguette de verre creuse ;
a I’intérieur de la baguette, est introduit un ruban
de papier filtre qui plonge dans la solution nutri-
tive et le liquide, qui remonte par capillarité,
impregne la motte Milcap sans la saturer.

La plante est cultivée sur la motte et son sys-
teme racinaire est placé entre la paroi du tube et
la motte de fagon a assurer la visibilité de
I’ensemble du systeme racinaire au cours de sa
croissance. L obturation du tube est effectuée
par un bouchon en cellulose qui favorise les
échanges gazeux avec I’atmosphére ambiante.

Le milieu minéral liquide sur lequel est cul-
tivée la plante est celui de Broughton et Dilworth
(1971), dilué du quart, dépourvu d’azote, dont
le pH est ajusté a 6,7. Chaque tube de culture
recoit une quantité de 20 mL de milieu de culture
renouvelable au bout de 3 semaines. Le disposi-
tif est stérilisé a I’autoclave avant la mise en cul-
ture.

L’inoculation des plants est effectuée avec
une culture pure de rhizobium (souche 47.6.4
isolée sur A albida ) en phase exponentielle sur
YEM liquide (Vincent, 1970) contenant environ
107 bactéries par mL. La suspension bactérienne
(1 mL) est déposée aseptiquement au contact de
la racine ; la base du tube est recouverte d’un
capuchon noir pour simuler I’absence de lumiere
du sol. Une photopériode (16 h/ 8 h), une tem-
pérature de 25 = 1 °C, et une intensité lumineuse
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de 50 uE/m?%s déterminent les conditions de la
salle de culture.

Nous avons cherché a déterminer la date opti-
male pour une bonne réponse a I'inoculation.
Trois périodes d’inoculation ont été choisies : 0,
10 et 20 j apres la mise en culture.

La mesure de I'infectivité se base sur des cri-
teres du nombre et du poids sec de nodules for-
més pendant une période donnée. L’effectivité
d’une souche de Rhizobium se traduit par I’aug-
mentation de la croissance et de la teneur en azote
des plantes inoculées par rapport a des plantes
non inoculées.

La hauteur totale de la partie aérienne est
mesurée aprés 3 mois de culture. La biomasse
(poids sec) des parties aériennes et racinaires est
déterminée aprés séchage des échantillons (70°C)
a I’étuve pendant une semaine.

L’azote contenu dans les différentes parties
de la plante (partie aérienne, partie racinaire,
nodules) a été dosé par la méthode Kjeldhal
(Bremner et Mulvanet, 1982) .

La teneur en azote pour un échantillon de 100
mg rapportée au poids sec total des différentes
parties, permet de déterminer la quantité totale
d’azote contenue dans chaque plante. Toutes les
mesures ont été effectuées apres 3 mois de culture
et les valeurs obtenues ont été analysées grice a
un logiciel de statistique (Anova) en utilisant les
tests de Fischer, de Sheffé et Dunnett.

Concernant 1’étude des stades précoces de
I’infection rhizobienne, des prélévements de
racines infectées ont été effectués 10 puis 15 j
apres Iinoculation, sur de jeunes plants d’Acacia
albida nodulés avec la souche de Bradvrhizo-
bium 47.6.4.

Nous avons utilisé la méthode décrite par
Vasse et Truchet (1989). Les fragments de
racines sont d’abord fixés dans un mélange de
glutaraldéhyde / cacodylate de sodium puis rin-
cées dans le tampon cacodylate. A la suite d’une
décoloration dans une solution concentrée d’eau
de javel (16 °Cl) pendant 4 h sous vide partiel,
suivie de plusieurs ringages a ’eau distillée, les
racines sont colorées au bleu de méthyléne
(0,1 %) pendant 5 min puis rincées a I’eau dis-
tillée pour éliminer ’excés de colorant.

Les observations se font au microscope pho-
tonique en contraste de phase.

Nous avons également effectué des observa-
tions morphologiques sur des nodules jeunes

(4gés de 2 semaines environ) et des nodules
matures (4 semaines et au-dela).

RESULTATS
Effet de la date de I’inoculation
Cinétique de la nodulation

En suivant la cinétique de formation des
nodules durant 5 semaines (fig 1), on
constate que 1'inoculation a 0 j produit des
nodules nombreux, I’expression de I’infec-
tivité est maximale durant la premiére
semaine ; le nombre de nodules nouvelle-
ment formés décroit durant les semaines
suivantes.

Par contre lorsque ’inoculation est effec-
tuée 10 j apres la mise en culture, la forma-
tion des nodules est continue et croissante.
L’infectivité est tres importante, lors des 15
premiers jours (10 nodules en moyenne sont
formés par semaine) ; cette expression de
I’infectivité s’accroit lors des deux semaines
suivantes. Lorsque I'inoculation est faite a
20 j, aucun nodule n’est formé durant la cul-
ture.

Efficience symbiotique

Le tableau I révele que les plants inoculés a
0 et 10 j réagissent mieux a l’inoculation
que les plants inoculés a 20 j. En effet, I’ana-
lyse de variance au seuil de 95 % montre
que I’inoculation effectuée au moment de
la mise en culture favorise de maniere signi-
ficative une bonne croissance des parties
aériennes et racinaires. L’inoculation a 10 j
ne donne pas de résultats significativement
différents par rapport & I’inoculation a 0 j
sauf pour le poids sec des parties racinaires.
La quantité d’azote total apportée par I’ino-
culation et par les réserves cotylédonaires
ne varie pas dans les deux traitements. En
revanche, lorsque I’inoculation est effec-
tuée a 20 j la nodulation est absente, apres
3 mois de culture, la croissance est signifi-
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Tableau I. Eftet de la date d’inoculation avec la souche 47.6.4 sur la croissance, la biomasse et sur
la quantité d’azote total par plant chez A albida apres 3 mois de culture en tube.

Duate Hauteur totale  Poidy sec

Poids sec partie Poids sec partie Azote total par

d’inoculation (j) (cm) nodules (mg)  aérienne (mg)  racinaire (mg) plant (mg)
0 148 a 58a 892 a 24,1 a 3.57Ta
10 15,0 a 5,1a 783 a 12,8 b 3,18a

20 10,1 b 0 70,8 b 119b 2,30b

Dans chaque colonne les valeurs suivies de la m&me lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de

95 %.

cativement ralentie, les plants sont jaunes
et rabougris en raison de la déficience en
azote.

Premieres étapes de I’infection

Sur les racines infectées, la présence de la
bactérie induit une réaction typique d’enrou-
lement en crosse d’un poil absorbant tres
court (fig 2A).

Au centre du poil, dans la région interne
de la courbure, on distingue un point plus
coloré que le reste, qui détermine le point

d’entrée de la bactérie. Le cordon d’infection
qui est coloré en bleu se déplace verticale-
ment vers la base du poil, au niveau de la
cellule corticale adjacente au poil ; puis il
s’oriente horizontalement et parallelement au
grand axe des cellules parenchymateuses
corticales (fig 2B).

A quelque millimetres du poil infecté, se
forme un primordium nodulaire : des cel-
lules situées tout contre les cellules adja-
centes aux vaisseaux conducteurs, au sein
du cortex interne, entrent en division active
pour donner un amas de cellules de petite
taille en forme de dome qui évoluent plus
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Fig 2.A. Surface d’une racine d’Acacia albida infectée par Bradyrhizobium ; détail d’un poil absor-
bant infecté (Pai) trés court replié sur lui-méme. (X 20.) B. Le cordon d’infection dichotomisé ; il
s’oriente latéralement en direction d'un primordium nodulaire (pn) qui émerge des tissus du cortex
(ci) (x 10.) C. Détail d"un primordium nodulaire (pn) observé sur une racine d'Acacia albida infec-
tée par Bradvyrhizobium : les cellules corticales proches des cellules conductrices (cc) se divisent et
s'organisent en dome méristématique (dm) au sein du parenchyme cortical (pc). (x 20.)



534 YK Gassama/Dia

tard vers un nodule méristématique (fig 2C).
Le cordon d’infection continue sa migra-
tion en direction du méristeme nodulaire
qu’il envahira plus tard en déversant son
contenu a I’intérieur des cellules nouvelle-
ment formées.

Les nodules émergent a partir des tissus
du cortex apres fissuration du rhizoderme
(fig 3A).

Chez Acacia albida, les nodules sont
sphériques au jeune 4ge (durant les 3 pre-
mieres semaines de son développement —
figure 3B). Lorsque le nodule devient agé
(1 2 2 mois), il s’allonge et/ou se ramifie
trés souvent. Nous avons observé Pexis-
tence de nombreux et nouveaux lobes qui
apparaissent au cours du développement du
nodule ; ce qui donne la morphologie mul-
tilobée des nodules d’A albida a I’age adulte
(fig 30).

DISCUSSIONS
Période d’inoculation

Une inoculation effectuée entre 0 et 10 j
apres la mise en culture, est plus favorable a
la nodulation ; il apparait en effet qu’a cette
période la plupart des organes sont en for-
mation, les racines principales commencent
a former des ramifications secondaires ; la
présence de racines secondaires favorise-
rait 'initiation de poils absorbants jeunes
qui constituent les sites privilégiés d’infec-
tion par la bactérie (Nutman, 1956). Comme
cela a été démontré chez A mangium
(Galiana et al, 1990), lorsque I’inoculation
survient entre O et 15 j, on obtient une nodu-
lation abondante. Libbenga et Boggers
(1974), en confirmant la relation physiolo-
gique entre les nodules et les racines laté-
rales, avaient montré que les nodules des
légumineuses se forment essentiellement au
niveau des zones possédant des poils absor-
bants en élongation et fréquemment & 1’ais-
selle des racines latérales. Ainsi, il apparait

que les nodules se forment préférentielle-
ment au niveau de points récents d’activité
méristématique et en particulier au niveau de
point d’émergence de racines latérales.

Apres 20 j de culture sur un milieu axé-
nique, I’inoculation des plants d’Acacia
albida a cette période, ne produit aucun
nodule. De méme chez Acacia mangium,
lorsque 1’inoculation est retardée a 30 et
45}, la réponse a la nodulation est beaucoup
plus réduite et par conséquent la fixation est
moins bonne (Galiana et al, 1990). On peut
ainsi penser que des modifications de la
composition du milieu de culture notam-
ment le pH, la faible mobilité des bactéries,
les modifications structurales des parois des
cellules des poils seraient a I’origine de cette
absence de nodulation.

Par ailleurs, chez les légumineuses tro-
picales, la formation des nodules s’ effec-
tuerait par vagues successives alternant avec
des phases-plateau au cours desquelles
aucun nouveau nodule n’est formé mais les
nodules déja formés augmentent de taille
(Galiana et al, 1990).

Infection

Chez A albida, la premiére réaction visible
de reconnaissance et d’interaction entre la
souche et la plante, est la déformation en
crosse d’un poil absorbant tres court; par
cette voie, l1a bactérie est emprisonnée dans
une boucle et pénétre la cellule du poil apres
invagination de la membrane plasmique.

L’invasion et I'infection par poils absor-
bants concerne un nombre tres faible de
poils chez A albida (Dupuy, 1993), ce qui
explique probablement la faible quantité de
nodules observés chez cette espece par rap-
port aux autres espéces de [égumineuses.

Ce mode d’infection par poil absorbant
se rencontre chez de nombreuses especes
de Iégumineuses tropicales telles que le soja
(Newcomb, 1980), Leucaena leucocephala
(Chen et Rolfe, 1988), Acacia senegal
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Fig 3.A. Début de formation d'un nodule d’A a/bida ; on note I'émergence de trois lobes a la suite de
la fissuration du rhizoderme, le nodule se développe a partir du tissu cortical (tc). (x 20.) B. Jeune
nodule d’A albida agé de 10a 15 ; il est de forme arrondie. (x 10). C. Nodule d’A albida 3 un age
plus avancé (25 a 30 j) ; de sphérique, il devient multilobé. (x 20).
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(Badji, 1991) et Acacia mangium (Prin et
Reddell, 1993), comme tempérées (Calla-
gham et Torrey, 1981 ; Bauer, 1981).

Nous avons aussi constaté que, simulta-
nément 2 la croissance du cordon d’infec-
tion, se différencient a distance du poil
infecté, au niveau du cortex interne raci-
naire, des amas de cellules méristématiques
initiatrices d’un primordium nodulaire qui
évolue plus tard en nodule fixateur (New-
comb, 1980 ; Sprent et de Faria, 1988 ;
Vasse et Truchet, 1989 ; Denarié et al,
1992).

Par ailleurs, A albida présente la parti-
cularité de former au jeune age des nodules
sphériques avec un tissu périphérique entou-
rant un tissu central constitué d’une
mosaique de cellules infectées et de cellules
interstitielles (Dupuy, 1993). Lorsque le
nodule devient allongé il se présente sous
la forme allongée et multilobée caractéris-
tique du nodule méristématique a croissance
indéterminée. Ces deux types morpholo-
giques a des ages différents chez la méme
espece montrent que chez Acacia albida, le
modele de croissance est de type « mixte »
(déterminé au jeune age et indéterminé a
I’4ge adulte) comme cela a été décrit chez
une autre légumineuse tropicale Sesbania
rostrata (N’Doye et al, 1994).
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