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RESUME. - Soixante-dix souches de Rhizobium ont été isolées & partir de
nodulesracinaires de Pterocarpus erinaceus Poir. et Pterocarpus lucens Lepr.Les
souches ont été caractérisées par1'étude de leur croissance, de leur résistance aux
antibiotiques, de leur cinétique de nodulation, de leur spectre d'héte et de leur
effectivité.
Deux groupes bien distincts de souches ont été identifiés : des Rhizobiums &
croissance rapide et des Rhizobiums & croissance lente.
Les tests d'inoculation ont montré que la plupart des souches isolées induisent
- une nodulation & la fois chez Pterocarpus erinaceus Poir. et Pterocarpus lucens
Lepr. et aussi chez Acacia albida Del. Il existe une grande variabilité de ces
souches pour leur capacité a fixer effectivement I'azote en symbiose.

Mots-clés. - Rhizobium, Pterocar‘pus, symbiose, fixation d'azote, effectivité,
nodulation. '

Specificity of Rhizobium-Pterocarpus symbiosis in Senegal

ABSTRACT. - Seventy Rhizobium strains were isolated from root nodules of
Pterocarpus erinaceus Poir. and Pterocarpus lucens Lepr. The strains were
characterized using the following criteria : growth study, antibiotic resistance,
kinetics of nodylation, host specificity and effectivity.

Two distinct groups of strains, fast and slow growing RAizobium wereidentified.
Inoculation showed that both Pterocarpus erinaceus Poir. and P. lucens Lepr.
and also Acacia albida Del. were nodulated by most of isolated strains. There is
a great variability for these strains to fix effectively N9 in symbiosis.

Key words. - Rhizobiuni, Pterocarpus, symbiosis, nitrogen fixation, effectivity,
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INTRODUCTION

C'est par le processus de la fixation bielogique de 1'azote que des bac-
téries du sol associées a des plantes parviennent a transformer l'azote
atmosphérique sous la forme ammoniacale assimilable par les végétaux.

11 est clair que les potentialités des principaux systémes fixateurs

d'azote, qui sont des plantes dotées de nodules racinaires hébergeant des
bactéries fixatrices d'azote (Rhizobium dans le cas des Légumineuses),
sont considérables (DomMmERGUES et al., 1985) ; mais elles sont encore loin
d'étre pleinement exploitées. L'utilisation de cette propriété devrait :
(1) faciliter 1'établissement des systémes performants en faisant

appel a l'inoculation par des bactéries symbiotiques sélectionnées ;

(2) permettre l'emploi des systémes connus, mais insuffisamment
exploités, en les intégrant systématiquement dans les écosystémes
agricoles ou forestiers ; c'est en particulier le cas des arbres fixateurs
d'azote dont on commence seulement 4 entrevoir l'intérét (GANRY &
DoMMERGUES, 1993).

Les arbres fixateurs d'azote ont le double avantage d'améliorer la
fertilité des sols appauvris et de fixer les sols érodés. Parmi les espéces
de Légumineuses capables de s'associer en symbiose avecles Rhizobiums,
desmilliers ont été répertoriées (Corny, 1988 ;de Fariaet al., 1989). Mais,
seuls 15% ont fait l'objet d'une étude approfondie et les propriétés
symbiotiques de la plupart des Légumineuses sont mal connues.

Les Rhizobiums associés aux arbres tropicaux sont jusqu'a présent
peu étudiés. Parmi eux existent des souches a croissance rapide et des
souches a croissance lente appelées respectivement Rhizobium et

* Bradyrhizobium,bien que leur position taxonomique ne soit pas toujours

établie. Rappelons que les Rhizobiums sont subdivisés en quatre genres
sur la base d'études systématiques : Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium et Sinorhizobium (de LAJUDIE et al., 1994).

Pterocarpus erinaceus Poir. et P. lucens Lepr. sont deux Légumi-
neuses arborescentes présentes dansles écosystémes naturels sahéliens
et soudano-sahéliens. Au Sénégal, elles sont réparties dans deux régions
climatiques correspondant a deux faciés écologiques différents (fig. 1).
Elles sont de haute valeur économique, prisées pour leur bois et leur
fourrage aérien, raison pour laquelle elles sont menacées par les exploi-
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‘Aire de réparﬁtion de P. lucens
' , Aire de réparttion de P. crinaceus

Fig.1.Répartition géographique de Pterocarpus erinaceus et P. lucens au Sénégal
(FREDERICKSEN & LAWESSON, 1992).
Fig. 1. Geographical repartition of P. erinaceus and P. lucens in Senegal
(FREDERICKSEN & LawEgsson, 1992).
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tants forestiers et tendent & disparaitre dans des régions entieres. Dans
les zones ol elles sont protégées (foréts classées et parcs nationaux), les
conséquences de la sécheresse ont entrainé la disparition des popula-
tions qui existaient il y a quelques années.

Cependant, si le rdle et la place de ces deux espéces arborescentes
dans les écosystémes sont relativement bien connus, la symbiose
Rhizobium-Pterocarpus, elle, reste mal connue. La présente étude envi-
sage d'évaluer le niveau de spécificité de la symbiose chez Pterocarpus
erinaceus et P. lucens, ainsi que le role des deux symbiontes, a la fois
sur le plan fondamental et sur le plan des applications possibles pour le
reboisement et la réhabilitation des terres dégradées en zone troplcale
aride et semi-aride.

Le concept de groupe fonctionnel et de spécificité dhote est le premier
fondement de la classification des Rhizobiums. En effet, il a été démontré
que certaines plantes étaient moins spécifiques que d'autres et ne
s'associaient qu'avec des Rhizobiums & croissance lente. C'est le cas des
espéces telle A. albida (DreYrus & DommERGUES, 1981). Pour pouvoir
définir des groupes d'inoculation croisée, des souches de Rhizobium
isolées de Pterocarpus erinaceus et P. lucens seront testées pour leur
aptitude & noduler et & ﬁxer l'azote avec Acacia albida.

MATERIEL ET METHODES
RECOLTE ET CONSERVATION DES NODULES
Les nodules ont été récoltés a différents endroits de 1'aire naturelle de
répartition des deux espaces au Sénégal et conservés dans des piluliers
contenant du silicagel en chambre froide & +4° C.
ISOLEMENT ET CONSERVATION DES SOUCHES, DE RHIZOBIUM
Les souches ont été isolées de nodules racinaires d'individus apparte-

nant aux deux espéces. Les isolements sont effectués apres la récolte in
situ des nodules, suivant le procédé ci-apres : -
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~ les nodules ont été lavés 4 V'eau courante pour enlever toute trace
de terre ;

— chaque nodule, lavé superficiellement 4 1'eau, a été désinfecté par
trempage dans du HgCl2 a 0,1 % pendant 5 minutes ;

— la solution de HgCl2 a été immédiatement éliminée par une série
de ringages a l'eau distillée stérile, en veillant a agiter de temps a autre
les nodules mouillés ;

— les nodules ont été ensuite écrasés au moyen d'une tige de verre
stérilisée au préalable ;

—Tisolement a été effectué par prélevement d'une quantité du broyat
qui a été ensemencé par épuisement sur milieu de culture YMA (VINCENT,
1970) 4 l'aide d'une 0se de platine stérilisée ; I'incubation a été effectuée
ensuite & I'étuve 4 28-30°C ; dans le cas des souches & croissance rapide,
48 heures ont suffi pour voir apparaitre les colonies bactériennes ; par
contre, 4 4 6 jours ont été parfois nécessaires pour les souches A
croissance lente ;

- — apreés plusieurs cycles de purification, les souches ont été testées

- pour leur aptitude & former des nodules sur la plante hote, puls conser-

vées sur milieu YMA en boite de Pétri & + 4°C ; pour de longues

_conservations, lessouches ont été congelees a-80°C dans 50%de glycerol

dans des tubes Eppendorf sterﬂes (1m1 de glycerol + 1 ml de suspensmn

o ~bactenenne)

MILIEU DE CULTURE DES SOUCHES DE Ru170BIUM
Milieu YM

Le mlheu YM a base d'extrait de levure et de manmtol avec ou sans
agar (YM ou YMA) a été le plus couramment utilisé pour la croissance et
labonne conservatlon des souches de Rhizobium et de Bradyrhzzobzum
Il contient par litre : 10g mannitol ; 0,5g Na- glutamate 0,5g KzHPO4 ;

0 2g MgS04; 0,1g NaCl ; 1g d'extrait de levure ; 4mg FeCl3 20g d'ggar.
Le mﬂleu ajusté a pH 6,7 a été stenhse 4 120°C pendant 20 mmutes
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Milieu VSG .

Le m111eu VSG est le milieu VINCENT ¢1970) auquel ont été ajoutés
1g/1 de succinate et 1g/1 de glutamate. Le milieu Vincent contient par li-
tre : 0,2g KoaHPO4 ; 0,2g MgS04 (7TH20) ; 1g CaHPO4 ; 0,14g FeClg
(6H20) ; 2,86 mg H3BO3 ; 2,03 mg MnSO4 (4H20) ; 0,22mg ZnSO4
(7TH20) ; 0,08mg CuSO4 (5H20) ; 0,09mg NagMoO4 (H20). Le milieu
ajusté a pH 6,7 a été stérilisé a 120°C pendant 20 minutes.

Croissance bactérienne

' Le nombre de bactéries N présentes dans un milieu de culture
augmente en fonction du temps suivant la formule : N= No 2ut, avec :
N =nombre de bactéries dans la population ;
No =nombre de bactéries dans la population, au temps To ; |
L = taux de croissance de la population propre & chaque espéce ;
t = temps. : ,
| Les technlques basees sur 1 evaluatlon de la masse mlcroblenne par
la méthode spectrometnque utilisent 1a mesure de 'absorbance qui est
proportlonnelle ala concentratlon bactérienne. Un millilitre de solution
bactenenne a été preleve a partlr d'une culture contlnue toutes les 2

: heures pendant 4a5jours. L’ absorban ce a été mesurée 3 600 nanomatres

(nm)al' alde d'un spectrometre UV/V IS Beckman DU40. Les données ont
permis d'établir une courbe clas51que de croissance en «S», Cette courbe
présente une phase exponentielle avec un taux de croissance constant,

N = No2ut ou LogN = No + nutLog2. La représentation de Log N en

, fonction du temps est une droite dont la pente a = pLog2. On en déduit

le temps de génération q = /1. Ce temps varie selon les espéces

| bacterlennes et en fonction des conditions de culture. N est proportionnel

ala den51te optique (DO) du milieu lorsque celle ci est comprise entre 0,1

et 0,8. Log DO = Log DOo + puLog2 et q = Log2/a.

RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Pour caractériser les souches et afin de pouvoir les conserver pures en
culture continue, leur capacité a croitre sur milieu YMA en présence
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d'antibiotiques a diverses concentrations a été testée. Les antibiotiques
suivants ont été utilisés : Kanamycine (Km) 30 ugml-1, Tétracycline (Tc)
10 pgml-1, Streptomycine (Spe) 100 pgml-1, Carbomycine (Cb) 200

pgml-1, Néomycine (Nm) 100 pgml-l, Chloramphénicol (Cm) 10
ugml'l, Erythromycine (Ery) 50 pgml-1, Naladyxine (Nal) 50 pgml-1,

Gentamycine (Gm) 50 pgml-1 et Spectynomycine (Sm) 100 pgml-1.
L'antibiotique a été additionné du milieu gélosé YM fondu a l'autoclave
-et refroidi 4 50°C. Le milieu YMA additionné de I'antibiotique est réparti

dans des boites de Pétri. Le repiquage a été fait par épuisement d'une
colonie bactérienne sur la surface de la gélose.

“La lecture du test a été effectuée du premier au sixiéme jour apres
repiquage, en prenant comme témoins les cultures sur YMA sans
antibiotique. Les résultats obtenus ont été notés D, souche tres
résistante ; ++, souche moyennement résistante ; +, souche peu res1s-
tante et 0 souche sen31ble |

SPECTRE D'HOTE ET EFFECTIVITE
Culture des plantes
‘Désinfection et ge_ljmination des graines

Les grames de Pterocarpus ont un tegument qu1 est mecamquement h

'tres peu re31stant Cependant elles presentent une falble capamte\

germmatlve lorsqu'elles sont mises & germer sur milieu gelose 20,7%en
b01te de Pétri, dans les conditions du milien amblant Un fraitement
chlmlque prealable a 1H202 (10 %0) pendant 5mn a été utilisé pour

- désinfecterla surface des graines et permis d'obtenir 80%de germination

au bout de 5 jours. Les graines d'Acacia albida ont été traitées 4 I'acide
sulfur1que(96 %) pendant 30 mn pour ramollir leur tégument.

Les graines ont été ensuite rincées a l'eau distillée stérile, puis mises
a tremper pendant 12 heures, avant leur mise en germination 1'obscu-
rité & 28-30°C. Au bout de 5 jours, les jeunes plantes de 1 & 2 cm de
longueur ont été replquees aseptiquement en tube de gélose inclinée.
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Cultures en tubes

La technique de Gibson (1963) a été utilisée. Aprés germination,
chaque plante a été mise en culture dans un tube de 22 x 220 mm
contenant 30 ml de gélose nutritive Jensen inclinée (VINCENT, 1970) et
rempli d'eau distillée stérile. Les tubes ont été recouverts de feuilles de
papier imbibées d'eau stérile, puis placés en atmosphére confinée hu-
mide pendant 24 heures. Les jeunes plantes en tubes ont été mises en
culture dans une chambre & 30°C, sous éclairage continu, avec un
fayonnement photosynthétique actif (PAR) de 120 pmole m-2.5-2,

fnoculation des plantes en tubes

Deux jours aprés leur mise en tubes, les jeunes plantes ont été
inoculées en injectant dans leur racine 1 ml de culture bactérienne en
phase exponentielle de croissance en milieu YM (environ 109 bactéries/.
ml). ‘

| Eﬁectivité des souches

: Toutes les souches ont d'abord 6té testées pour leur aptltude a fixer

T azote en symblose L effectlwte des souches a été estimée parlaméthode

de mesure de I'dctivité réductrice d acetylene ou ARA (HARDY etal. 1968)
Elle est basée sur le fait que lanitrogén ase contenue danslesnodules des
plantesﬁxatrlces d'azote peut utlhser l'acetylene (C2H9) commesubstrat

etle réduire en éthylene (C2Hy). La nitrogénase est 1'enzyme qui cata-

lyse la réduction biologique de I azote atmospherlque en ammoniac selon
la reactlon in vitro : ‘ '

Nz + 6H* + 6e'— 2NH3

Dans les nodules la réduction de l'azote atmospherlque (Nz) se falt
conformement a la reactlon sulvante :

N9 + 8e- + 8H++ ATP
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Lanitrogénase est capable d'accepter des substrats autres que N2 qui
renferment aussi des triples liaisons, par exemple l'acétylene qu'elle
réduit en éthyléne :

4

CoH9 + 2e~ + 2H* > CoH4

 Cette réaction est a 1a base de 1a méthode de mesure indirecte de la

‘ﬁ‘xation d'azote (ARA), qui consiste & évaluer la quantité d'éthylene

formé par un systéme fixateur.

La quantité de CoHy4 produit est mesurée par chromatographie en
phase gazeuse (CPG) par ionisation de flamme. Le chromatographe de
type Varian Aerograph série 1400 était équipé d'une colonne de Sphérosil
XOB 075 en acier inoxydable de 120 cm X 0,02 cm. Les températures’
respectives de la colonne, de l'injecteur et du détecteur était de 75°C
60°C, et 120°C. Le gaz vecteur (azote) parcourant la colonne avait un
débit de 40 ml/min. Les débits de 'air comprimé et de I'hydrogeéne gazeux
sont respectivement 300ml/min. et 25 4 30 ml/min.

Les plantes inoculées et cultivées pendant 2 mois en tubes ont été
testées pour leur capacité a fixer I'azote atmosphérique. Les parties
aériennes des plantes ont été sectionnées, 1'eau résiduelle des tubes
complétement éliminée et les tubes contenant les parties racinaires.

fermés hermétiquement avec des bouchons a jupe en caoutchouc."
 L'acétylene a étéinjecté al' aide d'une seringue dans les tubes & raison de
Sml/tube (10% du volume des tubes). Aprés 30 mmutes d'incubationala

temperature ambiante, la quantité d '‘éthyléne formée a été analysée en '
chromatographle en phase gazeuse sur une prise de 0,5 ml du mélange
gazeux des tubes. En fonction de leur activité réductrice, les souches ont
été classées : effectives, peu effectives, non effectives. -

‘ RESULTATS
CONSTITUTION D'UNE COLLECTION DE SOUCHES

Nous avonsisolé 70 souches bactériennes a partir de nodulesracinaires
des deux espeéces de Pterocarpus (tabl. I). Un premier criblage basé sur
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- Souches isolées de P. erinaceus

origine croissance rapide croissance lente
ORS Test d'inoculation ORS Test d'inoculation
(1) (2) 3) (1) @2 0
Niokolokoba 202 E E E 201 E E E i
" 207 E E E 208 E E E S
" 210 E E " E 198 E E E ;
" 211 E E E 199 e e e i
" 217 E E e 200 e e e
" 227 E E i 203 e e e
o 212 e e e 204 e e e
" 213 e e e 205 e e e
" 214 e e i 206 e e . e
" 215 e e i 209 e e e
" 216 e e 1 218 e e e
" 220 i 1 0 219 e e e
" 221 e e e i
" 222 e e e
" 223 e e e ~
" 224 e e e i
" 225 e e e ‘
" 226 e e e
L 258 1 e i
Ferlo .- % . 255 E E e
St 242 e e e
mo 253 e e e
o S 254 e . e e
b o - 230 i 1 i
i i i

" 281

Tableau I. Spuches 1solees de P. erinaceus et P. lucens au Senegal spectre d'hote et

effectivité.

Table 1. Strains isolated from P. erinaceus and P. lucens in Senegal host

specificity and effectivity.

ORS : numero de code de la collection de Rhizobium du laboratoire de Micro-
blologle de 'ORSTOM (Insutut frang:als de Recherche pour le Developpement)

Dakar.
(l)P erinaceus ; (2)P lucens (3) Acacia albida.

E : effective ; ¢ : peu effective ; i : ineffective ; 0 : pas de nodulation.
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Souches isolées de P. lucens au Sénégal

origine croissance rapide : croissance lente
4
ORS Test d'inoculation ORS Test d'inoculation
1 @ 3) 1 @ 3
Ferlo 240 E E E 229 E E E
" 257 E E E 232 E E E
" 195 e e e 238 E E E
" 243 e e e 249 E E E
" 251 e e e 264 1 E E
" 256 e e e 196 e e e
" ' 260 e e e 197 e e e
" 247 0 e e. 228 e e e
" 250 0 e e 233 e e .. e
e 252 0 e e 234 e e e
" 239 0 i e 241 e e e
" 248 0 i i 263 i e e
" ‘ 261 i i i 244 0 i -0
" 262 i 1 i 245 0 i 0
o 235 0 1 0 - : ‘
" 236 0 I 0
" - 237 0. 1 0
" } 246 0 i 0
259 0 i 0 j
Tableau I (suite)

ORS : numéro de code de la collection de Rhizobium du laboratoire de Microbiologie de
TORSTOM (Institut frangais de Recherche pour'le Developpement) Dakar. ‘

(1) P. erinaceus ; (2) P. lucens ; (3) Acacia albida. '

E effecuve e : peu effecﬁve i meffectwe 0 : pas de nodulation.
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I'étude de la croissance sur YMA a permis de les classer en deux grou-
pes : 37 souches a croissance rapide et 33 souches a croissance lente.

s
SPECTRE D'HOTE ET EFFECTIVITE

Nous avons étudié le spectre d'hote de I'ensemble des souches sur
Pterocarpus erinaceus, Pterocarpus lucens et Acacia albida. Le tableau
I montre que toutes les souches isolées de P. erinaceus forment des
nodules avec P. lucens et inversement, sauf pour quelques souches
isolées de P. lucens qui ne forment pas de nodules avec P. erinaceus ;
90 % des souches induisent une nodulation chez A. albida.

L'effectivité ou la capacité des souches bactériennes a fixer I'azote en
symbiose est présentée dans le méme tableau. Il montre que les mémes

. souches forment des nodules efficaces avec P, erinaceus, P. lucens et A.
. albida. Néanmoins, on constate une grande diversité dans l'effectivité
 des souches. Cette diversité n'est corrélée ni a I'origine géographique des

souches ni & leurs caractéristiques de croissance sur YMA. Cependant,

' il semble que les souches eﬁ'éctives sont celles de type croissance rapide

isolées de P. erinaceus (Niokolo-Koba) et celles de type croissance lente
isolées de P. lucens (Ferlo). La plupart des souches a croissance lente
isolées de P. erinaceus (Niokolo- Koba) et celles & croissance raplde isolées
de P. lucens (Ferlo) sont peu eﬂ'ectlves e D

CINETI\QUEV DE LA NODULATION

Le suivi de la nodulation a permis d'établir la courbe donnant

I'évolution du nombre de nodules en fonction du temps (fig. 2). Les

résultats montrent d'une part, que selon la souche, les premiers nodules
apparaissent entre le 18¢ et le 25¢ jour aprés la date d'inoculation chez
P. erinaceus” et entre le 16¢ et le 23¢ jour chez P. [ucens. Cependant, les
souches ORS 238 et ORS 257, qui sont des souches isolées de P. lucens,
ont une nodulation plus précoce par rapport aux autres souches testées.
Dans tous les cas, le nombre de nodules formés atteint son maximum au

- 40¢ jour apres inoculation. On constate également qu'a l'exception des

plants inoculés avec les souches ORS 202 et ORS 208, le nombre de

P I
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P. erinaceus

30" —8— 202
—* 210

—o— 227
—®— 242
—t 257
—* 204
= 205
—4— 238
—— 208
—A— 229

10

0 20 30 a0 50
o temps en jours

P, ‘luéens
or “ R —a— 202
. : ‘ ‘ 210 |f
, 8= 227
30+ . 242

T 204
——" 205
—4t— 238
—*— 208
T 229

temps en jours

‘Fig. 2. Cmethue de la nodulation des souches
Flg 2 Nodulatwn kinetic of strains.



30 ELH. S. ND. SYLLA, I. NDOYE, A. T. BA & B. DREYFUS

nodules formés au bout de 40 jours est toujours plus important chez P.
lucens que chez P. erinaceus. '

CINETIQUE DE LA CROISSANCE DES SOUCHES

.. Deux souches a croissance rapide (ORS 210 et ORS 255), ainsi qu'une
souche lente (ORS 238), ont été testées sur YM, puis sur VSG (milieu
minimum d'induction des facteurs de lanodulation). Les résultats (fig. 3)
sontreprésentés sur courbe logarithmique de croissance. Sur YM, milieu
optimum de croissance, le temps de génération (q) est supérieur a 6
heures pour la souche lente (type ORS 238), il est inférieur & 5 heures
pour les souches rapides (type ORS 210 et ORS 255). Sur VSG, milieu
dépourvu d'azote et seulement riche en éléments minéraux, le temps de
génération est supérieur a 6 heures pour toutes les souches a 'exception
de ORS 255.

SPECTRE DE RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Toutes les 70 souches de notre collection ont été testées pour la résis-
tance aux antibiotiques. Les résultats mentionnés aux tableaux II et III
montrent que la'résistanée aux antibiotiques n'est pas corrélée au type
de Croissance des souches. Elles sont pour la plupart sensibles 2 Km 30,
Sm 100 etGm 50 ;mais beaucoup sont résistantesaTe 10, Spec 100,Cm10,
Cb 200 et Nal 50 et plus ou moins résistantes 4 la Nm 100 et Ery 50.

DISCUSSION

Nous avons constitué une collection de 70 souches de Rhizobium
isolées de nodules racinaires de Pterocarpus erinaceus et P. lucens.
L'étude présentée ci-dessus a permis de montrer que P. erinaceus et P.
lucens étaient associées a deux types de Rhizobium, Rhizobium & crois-
sance rapide et Rhizobium & croissance lente.

L'étude du spectre d'hote a montré que Pteroéarpus erinaceus et P.
lucens appartiennent au méme groupe de compatibiliﬁé. En outre, elle a
confirmé les résultats de Guiive (1992), a savoir que des souches a crois-
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sance rapide étaient aussi capables de former des nodules effectifs chez
Acacia albida. DrevyrFus & DoMMERGUBS (1981) avaient montré que A.
albida ne pouvalt étre nodulé que par des Rhizobium & croissance lente.

La cinétique de la nodulation a montré que les nodules se forment
entre le seiziéme jour et le vingt cinquiéme jour aprés inoculation. Pour
une méme souche, les nodules apparaissent de maniére plus précoce et
en plus grand nombre chez P. lucens.

~La cinétique de la croissance des souches a montré qu'il y avait
réellement des souches a croissance rapide et des souches a croissance
lente telles que 'avait défini JorpAN, en 1982.

Les tests antibiotiques ont permis d'établir le spectre de résistance de
chacune des souches. :

La résistance aux antibiotiques, la vitesse de croissance, ainsi que la
cinétique de nodulation, sont des critéres secondaires d'appréciation de
la diversité des souches de Rhizobium. Cependant, selon BorToMLEY
(1992) et Diem (1993), ils sont prépondérants pour leur survie et leur
compétitivité en milieu naturel.

La méthode d'estimation de l'activité réductrice d' acetylene tres
ponctuelle, ne peut cependant constituer qu'une approche semi-quan-
t\'itative de l'azote fixé. Elle n'est pas une méthode directe de mesure.

N.B. Cette recherche a 6té ﬁnancée parla Fo ndation mternatlonale pourla Sclence, Grev.
Turegatan 19 : S-114 38 Stockholm, Sudde. Rel. bourse D/2259-1.
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