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Caractérisation phénotypique et symbiotique de
souches de Mesorhizobium spp. nodulant Acacia
seyal Del.

Phenotypical and symbiotic characterization of
Mesorhizobium spp. strains nodulating Acacia
seyal Del.

Diouf D.*?, Ndoye I°, Fall D}? Kane A'? BaA.T}, Neyra M*

Résumé :

Acacia seyalest une espéece hautement fixatrice d’'azote. Cepengeu de connaissances sont acquises sur la
diversité phénotypique des rhizobia qui lui sorsoags. Or, la survie et les qualités d’adaptatibde compétition
des souches introduites peuvent étre détermindates la réponse des plantes a 'inoculation au phéraes études
de caractérisation phénotypique de 8 souchelleorhizobiunspp. associées & seyalont montré une grande
diversité de leurs caractéristiques physiologigaesiochimiques. De plus, cette étude révéle unpoitante
capacité d’'adaptation des souches testées a ditress. Le pouvoir symbiotique des souches a athééen serre
dans des pots contenant du sol sableux non désinfeétude a montré que toutes les souches squathées de
noduler et d’améliorer la croissance des plants déyal Cette étude est une contribution au développement
pratiques culturales et sylvicoles innovantes, @m &'une meilleure utilisation du potentiel offedr les génotypes
végétaux et leurs auxiliaires microbiens

Mots clefs:
Acacia seyat caractérisation phénotypique - pouvoir symbiatigdesorhizobiunspp.

Abstract :

Acacia seyals a highly nitrogen fixing species. However léitknowledge is acquired on phenotypical diversity
associated rhizobia. But, survival, adaptation emuipetition of introduced strains can be decisivthe response of
plants to inoculation in field. Phenotypical chadeasization studies of 8esorhizobiunspp. strains associated Ao
seyalshowed their large diversity regarding their pbiajical and biochemical traits. Hence, our ressittswed the
great capacity of adaptation of the strains toowagistresses tested. The symbiotic capacity oftthens was studied
in greenhouse conditions in pots containing nonilsteandy soil. The study showed that both straires able to
nodulate theA. seyal This study contributed to the development of wat;ng methods in cultivation and forestry,
for a better use of the potential offered by playgsotypes and their microbial auxiliaries.
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pour améliorer la productivité agricole
Acacia seyal Del., espéce fourragére et nécessite une caractérisation des populations
productrice  de gomme se developpe de rhizobia indigénes (Keyset al., [13]).
naturellement dans les zones salées et nonDes études phénotypiques et physiologiques
salées. Cette espece est capable d’établir unesont alors essentielles pour la caractérisation
association avec des bactéries fixatrices et la sélection de souches adaptées aux
d’azote (rhizobia) et des champignons conditions édapho-climatiques.

mycorhiziens arbusculaires pour former des

1 Introduction

symbioses qui jouent un réle trés important
dans la nutrition hydrominérale de la plante
et la résistante a certains stress
environnementaux. Ndoyet al., [16] ont

L'objectif de cette étude est de caractériser
les souches de rhizobia nodulat seyalet

qui pourraient servir pour linoculation en
serre et au terrain, en vue d’augmenter les

montré queA. seyalest une espece hautement performances symbiotiquesAd’seyal
fixatrice d’azote. Cependant, il faut noter que
I'intérét des recherches sAr seyala souvent
porté sur sa capacité a fixer l'azote 2.1Caractérisation phénotypique des
atmosphérique et son réle dans la fertilisation souches

des sols. En revanche, peu de connaissance®ifférents tests phénotypiques et
ont été acquises sur la diversité phénotypique biochimiques ont été réalisés sur 8 souches
des rhizobia qui lui sont associés. Or, la de Mesorhizobiumspp. nodulantA. seyal
survie et les qualités d'adaptation et de provenant de diverses zones du Sénégal
compétition des souches introduites peuvent comme décrit par Diouét al., [6] (Tableau
étre déterminantes dans la réponse desl). Tous les tests ont été effectués en double.
plantes a I'inoculation au champ. Par ailleurs, L’'incubation des souches a été effectuée dans
il est bien connu que les facteurs une étuve a 37°C et la croissance a été
environnementaux tels que la salinité, la estimée par [l'apparition de colonies
sécheresse, l'acidité, l'alcalinité, les engrais bactériennes.

chimiques, les métaux lourds et les pesticides
compromettent la survie, la croissance et la
capacité a fixer l'azote par les souches de

2 Matériel et Méthodes

Tableau I: Origine et caractéristiques physico-
chimiques des sols d’isolement des souches de
Mesorhizobiunspp. nodulant

rhizobia (Zahran, [21])_. 'Cependant, la A. seyalDiouf et al., [6])
tolérance aux principaux facteurs
environnementaux varie en fonction des Conductivité
populations rhizobiennes. Dailleurs, Souches Origine pH Ele;triqyle
. , - mos.cCm
Mpepere_klet al., [15]_ ont demontre que les ORS 3324] Bambey 65 ( 0,1%
sols trqplcqux p_ouvalent cqntenlr des souches —5es3355 Valor 2 6.0 0.20
de rhizobia bien adaptées aux facteurs [ ors3356 Vélor 2 6.2 0,20
environnementaux extrémes tels que la | ORS 3357| Nonane 1 5,8 4,58
sécheresse, la température élevée du sol, Ig ORS 3359| Nonane 3 6,8 0,95
salinité et les pH acides ou alcalins. D’autres | ORS 3365| Foundiougnep 6,9 0,81
études ont montré que les rhizobia isolés des| ORS 3369 Vélor 1 6.1 0,22
acacias sont généralement plus résistants aux-2RS 3397| Ndiafate 2 6.3 1,16

facteurs environnementaux que les autres
bactéries fixatrices d’azote (Odeeal.,[17] ;
Zhang et al., [22]). Ainsi, l'exploitation
efficace de la fixation biologique de l'azote

La tolérance des souches a la salinité a été
testée sur un milieu M9 solide (20 ml de
mannitol 20 % ; 1ml MgS©1M ; 1 ml CaC}
0,25 M; 1 ml biotine a 1g/l) contenant
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diverses concentrations de NaCl: 0.5; 1; 2 ; BaCh, 2H,0O (1000) et CoS® (150). Le
3;4et5% (p/v). milieu TY normal a été utilisé comme
témoin.
La tolérance des souches aux différentes
valeurs de pH a été étudiée sur milieu YMA L’analyse de 69 tests phénotypiques et
[10 g de mannitol; 0,5 g de glutamate de physiologiques des différentes souches a été
sodium; 0,5 g/l de BHPQO, 0,2 g/l de réalisée en utilisant I'algorithme Unweighted
MgSQ,, 7H,O; 0,05 g/l de NaCl; 0,04 g/l de Pair Group Method Average (UPGMA)
CaCl; 0,004 g/l de FeG] 1 g/l d’extrait de (Sneath et Sokal[19]). Les résultats sont
levure (Difco); 20 g/l d’agar (Difco)]. Le pH  donnés sous forme de dendrogramme.
a éeté ajusté aux valeurs suivantes: 4;5;7;
8;9et10. 2.2. Caractérisation symbiotique des
souches
La résistance des souches a différents Le pouvoir symbiotique des 8 souches de
antibiotiques a été testée sur le milieu YMA Mesorhizobiumspp. nodulanfA. seyala été
solide, auquel des antibiotiques ont été testé en pépiniere sur du sol sableux de
ajoutés a des doses variables (10 ; 20 ; 50 ;Sangalkam (50 km a I'Est de Dakar, Sénégal)
100 pg/ml). Les antibiotiques utilisés sont: pauvre en azote et en phosphore, comme
ampicilline ; chloramphénicol ; rifampicine ;  décrit par Dioufet al., [5]. Les plants .
streptomycine ; kanamycine et tétracycline. seyal ont été semés dans des pots remplis
Les antibiotiques ont été stérilisés par avec 1 kg de sol de Sangalkam non désinfecté

filtration. dans un bloc complétement randomisé avec 9
- _ répétitions par traitement. L'inoculation a été
L'utilisation de différentes sources de réalisée au moment du repiquage a raison de

carbone par les souches a été testée sur le5 ml d'une culture bactérienne en phase
milieu MGS solide (4 g/l de Mannitol ; 0,5 exponentielle de croissance par pot.
g/l de NHCI; 0,2 g/l de MgS@ 7HO; L'infectivité et I'effectivité des souches ont
0,028 g/l CaGl, 2H,0 ; 19/l de KHPO, ; 1 été appréciées par le nombre moyen de
ml/l de solution de vitamine ; 1 ml/l d'oligo-  nodosités et la biomasse aérienne totale.
éléments; 14 g/l d'extrait de levure) en
remplacant le mannitol par le sucre a tester.
Les hydrates de carbone utilisés sont:
amidon ; arabinose ; galactose; glucose;
glycérol ; lévulose ; maltose; mannose ;
mannitol ; raffinose; lactose; ribose;
rhamnose ; saccharose ; salicine ; sorbitol ;
tréhalose et xylose.

3 Résultats

L’'analyse  numeérique de 69 traits
phénotypiques et physiologiqgues permet
d’associer les souches de rhizobium testées
en 4 groupes selon leurs ressemblances
(Figure 1). Ainsi le groupe |comprend la
souche ORS 3359 ; le groupe Il les souches
ORS 3397, ORS 3365, ORS 3357 et ORS
La resistance des souches aux métaux a €té3356. Le groupe Il est composé des souches
testée sur milieu TY (5 g/l de Tryptone ; 0,91 ORS 3369 et ORS 3355. Alors que le groupe

g/l de CaCl, 2H,0, 3 g/l d’extrait de levure ;
14 g/l d’agar) contenant les métaux lourds

suivants (ug/ml) CusQ, 5H,0 (500); HgC}
(5); CdSQ (50); ZnSQ (250); Pb-acetate
(1000); FeGl, 6H,0 (750); MnCh, 4H,0
(1000); MnSQ (1000); MgSQ (1000);

IV ne contient que la souche ORS 3324. Le
groupe lll se distingue lIégérement du groupe
Il. Par contre, le groupe | montre une nette
différence mais moins importante que c

du groupe IV qui se démarque de I’ensem@e
formé par les autres groupes.

o
n
-
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Unweighted pair-group average
Euclidean distances

v { ORS 3324
ORS 3355
1

ORS 3369
¢ ORS 3356
ORS 3357

I
ORS 3365
\ ORS 3397
I { ORS 3359

15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45
Linkage Distance
Figure 1. Dendrogramme montrant les rapports de similitewdkee les souches de
Mesorhizobium spp. isolées de nodosités de pldAtssdyal
Sept des huit souches Nesorhizobiunspp. ce qui justifie une meilleure croissance des

testées croissent normalement jusqu’a 2 % desouches au pH 7 (Tableau Ill). Toutes les
NaCl (Tableau Il). Seule la souche ORS 3324 souches, sauf la souche ORS 3324 (qui ne
n'‘a pas pu pousser sur le milieu M9 tolére pas le pH 10), ont poussé aux pH 5, 7,
contenant 1 % de NaCl. Par ailleurs, aucune 9 et 10. Toutefois, la croissance au pH
souche de rhizobium ne pousse a partir de 3légerement alcalin (pH 9) est moins
% de NacCl. importante qu'aux pH 5 et 7. Aucune souche
n'a pu pousser au milieu trés acide (pH 4).
Le pH optimal pour le développement des
bactéries est trés proche de la neutralité (6,8)

Tableau Il: Croissance des souchesMesorhizobiunspp. nodulanA. seyal
sur milieu M9 avec différentes doses de NaCl

NaCl Souches ORS
3324 3355 3356 3357 3359 336p 3369 33p7
Témoin (0,5 %) + + + + + + + +
1% - + + + + + + +
2% - + + + + + + +
3% - - - - - - - -
4% - - - - - - - -
5% - - - - - - - -

+ : croissance ; - : pas de croissance
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Tableau Il : Croissance des souchesMesorhizobiunspp. noduland. seyal
sur milieu YMA avec différentes valeurs de pH

pH Souches ORS
3324 | 3355| 3356 3357 3359 3365 3369 3397
4 - - - - - - - -
5 + + + + + + + +
7 + + + + + + + +
9 + + + + + + + +
10 - + + + + + + +

Les tests de résistance des souches auxsupérieures a 20 pg/ml. De méme, aucune
antibiotiques ont montré qu'a I'exception de souche ne tolere des concentrations
la souche ORS 3355, toutes les souchesdampicilline supérieures a 20 pg/ml.
résistent a la kanamycine quelle que soit la
dose apportéee (Tableau 1V). Par contre, Les souches ORS 3324 et ORS 3355 ont
toutes les souches sont sensibles a lahydrolysé tous les hydrates de carbone testés
tétracycline, quelle que soit la concentration (Tableau V). Par contre, les 6 autres souches
de l'antibiotique. La résistance des souches ne peuvent pas croitre sur I'amidon et la
est variable par rapport a I'ampicilline, le salicine. Les souches ORS 3356, ORS 3365
chloramphénicol et la streptomycine. et ORS 3369 n'ont pas assimilé le ribose.
Cependant, aucune souche n’a pousseé sur le
Les souches ORS 3324 et ORS 3359 sont tresmilieu sans carbone ce qui met en évidence
sensibles a la streptomycine. Les souches/limportance du carbone a la survie des
ORS 3324 et ORS$365 sont sensibles au bacteries. |
chloramphénicol a des concentrations

Tableau IV: Croissance des souchesMesorhizobiunspp. nodulanf. seyal
sur milieu YMA contenant différentes concentratiofentibiotiques.

Antibiotiques C (ng/ml) ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS
3324 3355 3356 3357 3359 3365 3369 3397
10 + - + + + + + +
Kanamycine 20 + - + + + I T +
50 + - + + + + + +
100 + - + + + + + +
10 + + - + + + + +
Ampiciline 20 + + - - - - + -
50 - - - - - - - -
100 - - - - - - - -
10 + + + + + + + +
Chloramphénicol 20 + + + + + + + +
50 - + + + + - + +
100 - + + + + - + -
10 - - - - - - - -
Tétracycline 20 - - - - - - R N
50 - - - - - - - -
100 - - - - - - - -
10 - + + + - + + +
20 - + + + - + + + E
Streptomycine 50 - + + - - + + + c
100 - + + - - + ¥ T 8
10 + + + + + + + + —
Rifampicine 20 + + + + + + + + 5
50 - + + + + + + + (7))
100 - + + + + + + _ '_).
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Tableau V: Croissance des souchesMesorhizobiunmspp. nodulanf. seyal

sur milieu MGS avec divers sucres comme sourcedmaoe.

Sucres

Souches ORS

3324

3355

3356

3357 3359

3365

3369

w
w

Ribose

D-xylose

L-rhamnose

L-(+)-arabinose

D-glucose

D-galactose

D-(+)-mannose

Saccharose

Maltose

Tréhalose

Lactose

Raffinose

D-mannitol

Glycerol

S Al ol I IS e U Y PR S PSS S el s

Sorbitol

Amidon

Salicine

Levulose (fructose)

++++++++.,_+++.,_++.,.++

++++++++++++++++++

+|'++++++++++++++|

I T el I S G (S P ) B e i
I I S G (P P ) B e i

+

Temoin-(MGS sans C)

.+'I++++++++++++++'

A e R S R P PR ) R

D7

Les résultats des tests sur la résistance auxLes résultats des tests sur la croissance au
métaux lourds ont montré que la plupart des KNO3z ont montré que les souches sont
souches sont résistantes au magnésium, ausensibles a 4 % (p/v) de KN@données non
manganese (sous forme de sulfate ou de présentées). L'exces d’azote minéral inhibe
non seulement la croissance des bactéries,
contre, elles sont toutes sensibles au fer, aumais a aussi un effet délétere sur la fixation
cuivre et au cadmium.

chlorure) et au barium (Tableau VI). Par

J. Sci. Technc

(o]

symbiotique de I'azote.

Tableau VI: Croissance des souchesMesorhizobiunspp. noduland. seyal

sur milieu TY contenant différents métaux lourds

Métaux (ug/ml)

Souches ORS

3357 3359

CuSQ 5H,0 (500)

HgCl, (5)

CdSQ (50)

ZnSQ, (250)

Pb-acétate (1000)

FeCk 6H,0 (750)

MnSO, (1000)

MgSO4 (1000)

~

BaCl, 2H,0 (1000)

CoSQ (150)

Témoin (TY normal)

+ |+ [+ |+

++++++

++++++
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Toutes les souches ddesorhizobiumspp. moyenne 30 nodositées par plant. La
testées sont capables d’'infecter en pépiniére croissance des plantsAd’seyaldépend de la
I'espece hoéte d'origine (Figure 2). Toutes les souche de rhizobium utilisée (Figure 3). Les

30 4 cd

bcd
25 A — bcd

15 ~

bc
b b b
10 4
5,
a
0 T T T T T T /—

ORS3359 ORS3324 ORS3397 ORS3356 ORS3355 ORS3365 ORS3369 ORS3357 témoin
Souches

Nbre moyen nodosités/plant

Figure 2: Infectivité des souches déesorhizobiunspp. sur des plantsAl’seyalcultivés pendant 3 mois
en pépiniere sur un sol non désinfecté. Les valgnoyenne de 9 répétitions) surmontées de la méme
lettre ne sont pas significativement différenteseuwil de 5 % (Test de Fisher).

souches testées sont tres compétitives parsouches ORS 3356, ORS 3324, ORS 3359,
rapport aux souches natives du sol de ORS 3397 et ORS 3355 permettent une
Sangalkam. Cependant, les 4 souches (ORScroissance significativement plus importante
3324, ORS 3356, ORS 3359 et ORS 3397) que celles des plants témoins non inoculés.
sont plus infectives. Par ailleurs, la souche

ORS 3359 est la plus infective avec en

4,5
d cd cd
C

3,0
G b
£
8
[=N
o a
©
g a a
b a
Q
8 1,5
£
2
o

0,0

ORS3356 ORS3324 ORS3359 ORS3397 ORS3355 ORS3365 ORS3357 témoin ORS3369
Souches

Figure 3: Effectivité des souches déesorhizobiunspp. sur des plantsAl’seyalcultivés pendant 3 mois en
pépiniére sur sol non désinfecté. Les valeurs (mogeale 9 répétitions) surmontées de la méme lestsont
pas significativement différentes au seuil de 5T%sf de Fisher).
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4  Discussion souches testées ont poussé aux pH alcalins (9
L'effet négatif des fortes concentrations de et 10). Peu d'études ont été effectuées sur
NaCl sur la croissance des rhizobia, réevélé I'effet des pH alcalins sur la croissance des
par nos résultats, a été signalé par d’autresrhizobia et/ou sur la symbiose rhizobium-
auteurs (Abdelmoumeet al.,[1] ; El Sheikh légumineuses. Yadav et Vyaf2(0] ont
et Wood, [8]; Greenway et Munns[11]). rapporté que la croissance des souches a
L'effet osmotique est le principal contrecoup croissance rapide était normale dans des
de I'application du sel sur la croissance des milieux alcalins allant jusquau pH 10.
rhizobia (El Sheikh[7]). Cet effet résulterait Tandis que Diatloff[4] a rapporté que la
d’une déshydratation et d'une perte de la croissance des souches Beadyrhizobium
turgescence des cellules. Nos résultats japonicumn’était pas satisfaisante a pH 8,5.
montrent que les souches de rhizobia
associées &. seyalprésentent une certaine Nos résultats ont montré une grande diversité
résistance a la salinité. Ces résultats dans la résistance des rhizobia aux differents
corroborent ceux de Zahraet al., [21] qui antibiotiques. La tétracycline est le plus
ont montré que les rhizobia isolés de plants toxique des antibiotiques pour les rhizobia,
d'Acacia spp. tolérent souvent de fortes alors que la kanamycine est le moins toxique.
concentrations de NaCl. Seule la souche ORSLa résistance aux antibiotiques a depuis
3324 ne tolére pas plus de 1% de NaCl. Cette longtemps été utilisée comme moyen de
souche provient d'un sol non salé de la différencier les souches de rhizobia et de les
station expérimentale du CNRA de Bambey reconnaitre aprés [inoculation au champ
(Centre du Sénégal). Cependant, la teneur enpuisqu’il existe une grande hétérogenéite
sel du sol d’origine de la souche n'influe pas entre les populations de symbiotes de la
toujours sur la tolérance des souches au NaCIméme legumineuse et/ou faisant partie de la
(Mohamedet al.,[14]). méme espéce (Beynon et Jogey; Joseyet

al., [12]; Pankhurst[1§]).
Concernant l'acidité ou [I'alcalinité, nos
résultats ont montré que les souches de Nos résultats montrent un large spectre
rhizobia associées #. seyal peuvent se  dutilisation des sources carbonées. En effet,
développer sur une large gamme de pH allant la majeure partie des souches est capable
de 5 a 10. Des études antérieures ont montréd’assimiler les hydrates de carbone étudiés ;
l'existence des souches de rhizobiums alors que seules deux souches utilisent
tolérants aux pH acides (Grahamal., [9]). I'amidon et la salicine comme source de C.
Ces souches de rhizobia tolérantes aux pH Ces deux hydrates de carbone sont mal
acides sont généralement plus performantesassimilés par les souches de rhizobia. Ces
en conditions d’acidité du sol dans le champ résultats démontrent les qualités d’adaptation
(Grahamet al., [10]). Cooperet al., [3] ont de ces souches a des milieux défavorables.

montré queRhizobium lotpeut se développer

a pH 45 alors que les souches de NOs résultats ont montré que toutes les
Bradyrhizobiumsp. ne le peuvent pas. En souches sont capables de nodéeseyalen
effet, les souches dR. loti tolérant les pH  Pépiniere sur le sol de Sangalkam non stérile.
acides démontrent un intérét comparatif sur Ces résultats montrent la capacité des
les souches sensibles aux pH acides dans leusouches introduites a noduler les plant#de
aptitude a noduler leurs plantes hotes a pH seyalmalgre la présence d’autres souches de
4,5. A I'exception de la souche ORS 3324 rhizobia. Cela témoigne de leur compétitivité
(qui ne tolere pas le pH 10), toutes les
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par rapport aux souches de rhizobia

indigenes.

Globalement, les souches testées présentent
de bonnes capacités d’adaptation aux stress
environnementaux. Ces résultats ont été [6]
confirmés en pépiniere. Ces souches peuvent
servir  dinoculum au champ car,
I'établissement au champ d’'une symbiose
optimale exige I'inoculation avec des souches
efficientes et adaptées conditions pédo-

climatiques du milieu.
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