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Introduction 

Fondamentalement, tous les arbres jouent les mêmes rôles dans la 
gestion conservatoire des sols : prévention de la désertification, 
atténuation de l'érosion et durabilité de la fertilité des sols. La spé- 
cificité des arbres fixateurs d'azote réside dans le fait qu'ils sont 
capables de se développer dans des sols pauvres, dont ils amélio- 
rent la fertilité par un transfert d'azote aux cultures (généralement 
céréales) associées. Cette contribution dépend en grande partie de 
la quantité d'azote fixé par voie symbiotique. Or, de nombreuses 
données, accumulées ces dernières années, montrent une grande 
diversité chez les arbres, particulièrement chez Acacia, dans leur 
aptitude à fixer l'azote (Sanginga et al., 1990; Ndoye et al., 1995 ; 
Gueye e t  al., 1997). 

L'objectif de cette communication est de montrer, par des exemples 
précis, la variabilité intra- et interspécifique, chez Acacia, de la fixa- 
tion biologique de l'azote. 
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La formation des nodules est la première étape de la fixation biolo- 
gique de l'azote chez les légumineuses. La plupart des espèces 
d'Acacia forment des nodules avec les rhizobiums du groupe cow- 
pea (Date, 1977). Cependant, Dreyfus et Dommergues (1981) ont 
décrit une diversité dans l'affinité des acacias à former des nodules 
avec des rhizobiums à croissance lente ou rapide. Ils distinguent 
ainsi trois groupes d'espèces d'Acacia : 

(i) les espèces dont la nodulation est induite par des souches de 
Bradyrhizobiurn à croissante lente (fiidherbia albida (syn. Acacia 
albida), A. holosericea, A. r~zelanoxylon, A. rnearnsii) ; 

(ii) les espèces dont la nodulation est induite par des souches de 
Rhizobiur7z à croissance rapide (A. tiilotica, A. constricta, A. rad- 
diana, A. senegal) ; 

(iii) les espèces qui peuvent être nodulées indifféremment par l'un ou 
l'autre type de rhizobium (A. cyanophylla, A. seyal, A. tztr7zida). Très 
récemment, Gueye (1992) a montré que E albida peut également être 
nodulé par des souches de Bradyrhizobiztm à croissance rapide. 

Par ailleurs, une différence génétique très significative a été observée 
au Sénégal dans l'aptitude d'A. senegal et A. laeta, deux espèces pro- 
ductrices de gomme, à former des nodules. En effet, inoculée avec la 
même souche de Rhizobiunz, la seconde espèce produit 50 % de bio- 
masse nodulaire de plus que la première (Badji et al., 1988). 

-i 

2 Variabilité génétique 
dans la fixation biologique 
de l'azote chez les acacias 

Des expériences en pots et quelques rares expériences au champ ont 
mis en évidence des différences génétiques très significatives entre 



GUEYE, NDOYE - Diversité génétique et fixation biologique de l'azote chez les acacias v 353 

les espèces et à l'intérieur d'une même espèce d'arbres fixateurs 
d'azote. Les expériences en pot révèlent le potentiel fixateur d'azote 
tel qu'il a été défini par Dommergues (1987). Ainsi, chez les aca- 
cias, il est possible de distinguer ceux qui ont un potentiel fixateur 
élevé tel qu'A. mangiuin qui peut fixer 100 à 300 kg ~ .ha- l . an- l )  de 
ceux qui ont un potentiel faible comme E albida, A. senegal ou A. 
pellita qui fixent moins de 20 kg ~ .ha- l . an- l )  (Langkamp et al., 
1979). 

Cette différence génétique chez les acacias a été décrite par Schulze 
et al. (1991) dans les conditions arides de Namibie. Ces auteurs ont 
calculé, à partir de l'abondance isotopique naturelle en azote-15, 
que la proportion d'azote dérivé de la fixation (% Ndfa) représente 
2 %, 49 % et 71 % de l'azote total pour respectivement A. albida, 
A. hereorensis et A. melifera. 

La variabilité génétique dans l'aptitude des acacias à fixer l'azote a 
également été mise en évidence au Sénégal (Ndoye et al., 1995 ; 
Gueye et al., 1997). En effet, dans des expériences en pots, et en uti- 
lisant la méthode de dilution isotopique de l'azote-15 pour estimer 
le potentiel fixateur, ces auteurs ont remarqué que E albida, A. rad- 
diana, A. senegal et A. seyal ont des potentiels fixateurs d'azote dif- 
férents. Les valeurs de % Ndfa d'A. seyal (63 %) et d'A. raddiana 
(62 %) sont deux fois plus élevées que celles d'A. senegal(34 %) et 
de E albida (37 %). Les premiers peuvent être considérés comme 
des acacias à haut potentiel fixateur d'azote alors que les seconds 
doivent être rangés parmi ceux à faible potentiel. 

La variabilité intraspécifique des acacias à fixer l'azote a été mise 
en évidence dans le cas de E albida (Gueye et al., 1997). En éva- 
luant le potentiel fixateur d'azote de E albida, ces auteurs ont 
remarqué des différences significatives entre sept provenances : 
Dem et Gomblora du Burkina Faso, Merina, Dangalma, Ndiogolor, 
Pire et Kabrousse du Sénégal. Bien que les masses nodulaires soient 
plus élevées chez les provenances de Merina et Dangalma (respec- 
tivement 460 et 420 mg.plante-'), ces provenances ne fixent pas 
d'azote. La provenance de Kabrousse, avec 290 mg de nodules par 
plante, a le potentiel fixateur le plus élevé (%Ndfa = 38,2) (tabl. 1). 
Ces résultats confirment ceux déjà rapportés par Sanginga et al. 
(1990) pour des provenances de E albida originaires de 12 pays 
d'Afrique (tabl. 2). 
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Provenances de F: albida Ndfa (%) N2 fixé (mg pl:') 

Merina (S) 

Dangalma (S) 

Ndiongolor (S) 

Pire (S) 

Kabrousse (S) 

Gomblora (BF) 

Dem (BF) 

1 Tableau 1 
Fixation d'azote par sept provenances de F: albida. 
Les plantes sont cultivées dans des pots contenant 20 kg 
de sol non stérile (Gueye et al., 1997). % Ndfa : proportion 
de l'azote total provenant de la fixation. (S) : Sénégal ; 
(BF) : Burkina Faso. 

Provenances de F: albida Ndfa (%) N2 fixé (mg pl:') 

Afrique du Sud 21 5 

Ethiopie 17 3 

Burundi 16 3 

Mali 14 3 

Zimbabwe 

Malawi 

Sénégal 

Burkina Faso 27 7 

Zambia 21 7 

Kenya 

Niger 

Cameroun 27 5 

1 Tableau 2 
Fixation d'azote par des provenances de 15 albida originaires 
de 12 pays africains. (Sanginga et al., 1990). 
Ndfa : proportion de l'azote total provenant de la fixation. 
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Conclusion 

La diversité des aptitudes des espèces et des provenances d'acacias 
à fixer l'azote traduit probablement l'existence d'une réserve de 
variabilité génétique. Cette réserve est susceptible d'être exploitée 
pour faciliter la restauration de la fertilité des sols. Les résultats 
décrits ci-dessus peuvent guider dans le choix des espèces (par 
exemple A. seyal) ou des provenances (par exemple la provenance 
Kabrousse de E albida) les plus fixatrices. 

Bibliographie 
BADJI (S.), Ducousso (M.), 
GUEYE (M.), et COLONNA (J. P.), 1988 - 
Fixation biologique de I'azote et 
possibilité de nodulation croisée 
chez les deux acacias producteurs 
de gomme dure : Acacia senegal 
L. Willd et Acacia laeta R. Br. C. R. 
Acad. Sci. Paris, (série III) 
307 (1 1) : 663-668. 

DOMMERGUES (Y. R.), 1987 - 
"The role of biological nitrogen 
fixation in agroforestry.". In Steppler 
HA and Nair PKR (Eds) Agroforestry, 
a decade of development. (H. A.) 
HA Steppler, (P. K. R.) Nair édsEds, 
ICRAF, Nairobi, 245-271. 

GUEYE (M.), 1992 - 
Acacia albida : nodulation by fast- 
and slow- growing rhizobia. 
In RJ Vandelbeldt Ed, Faidherbia 
albida in the west african semi-arid 
tropics, RJ Vandelbeldt Ed., ICRISAT 
and ICRAF, Niamey, 149-1 50. 

GUEYE (M.), NDOYE (I.), 
DIANDA (M.), DANSO (S. K. A.), 
and DREYFUS (B.), 1997 - 
Active N, fixation in several 
Faidherbia albida provenances. Arid 
Soil Res. and Rehab., 11 : 63-70. 

LANGKAMP (P.J.), SWINDEN (L. B.), 
and DALLING (M.J.), 1979 - 
Nitrogen fixation (acetylene 
reduction) by Acacia pellita on areas 
restored after mining at groote 
Eylandt, Northern Territory. 
Austr. J. Bot., 27 : 353-361. 

NDOYE (I.), GUEYE (M.), 
DANSO (S. K. A.), 
and DREYFUS (B.), 1995 - 
Nitrogen fixation in Faidherbia albida, 
Acacia raddiana, Acacia senegal and 
Acacia seyal estimated using the 15N 
isotope dilution technique. Plant Soil, 
172 : 175-1 80. 

SANGINGA (N.), BOWEN (G. D.), 
and Danso (S. K. A.), 1990 - 
Assessment of genetic variability 
for N, fixation between and within 
provenancesof Leucaena 
leucocephala and Acacia albida 
estimated by using 15N labelling 
techniques. Plant and Soil, 
127 : 169-178. 

SCHULZE (E. D.), GEBAUER (G.), 
ZIEGLER (H.), and LANGE (O. L.), 1991 - 
Estimates of nitrogen fixation by trees 
on an aridity gradient in Namibia. 
Oecologia, 88 : 451 -459. 





Organismes 
associés aux acacias 

partie 6 





1 et rhizobiums associés 

Philippe de LAJUDIE, Catherine BOIVIN, 
Taxonomie microbienne Microbiologiste 

Nicolas DUPUY, Moniek GILLIS, 
Microbiologiste Microbiologiste 

Amadou NDIAYE, Bernard DREYFUS, 
Microbiologiste Microbiologiste 

Marc NEYRA, 
Microbiologiste 

Introduction 

La symbiose légumineuse-rhizobium est le résultat d'une interaction 
hautement spécifique entre la plante et la bactérie. Après les méca- 
nismes complexes de reconnaissance entre les deux organismes, la 
bactérie induit chez la plante la formation d'un organe spécialisé, le 
nodule, à l'intérieur duquel la bactérie se différencie en bactéroïde 
capable de fixer l'azote atmosphérique. L'établissement et le fonc- 
tionnement de la symbiose sont sous le contrôle génétique de chacun 
des deux partenaires. 

Les légumineuses constituent la troisième super-famille par ordre 
d'importance chez les angiospermes. Parmi les 17 à 19000 espèces 
de légumineuses décrites, seulement 2800 ont été examinées pour la 
nodulation racinaire. Cependant, la nodulation d'un nombre de plus 
en plus grand d'espèces est peu à peu découverte (Moreira et al., 
1992 ; Jeder et al., 1996). Les légumineuses se répartissent en trois 
familles : les Caesalpinioideae, les Fabaceae et les Mimosoideae. 
Parmi les Caesalpirlioideae, la nodulation est rare sauf dans la tribu 
des Caesalpinieae et le genre Chamaecrista (Cassiae). Toutes les 
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tribus des Fabaceae sont nodulées sauf les Dipterygeae. La nodula- 
tion est générale chez les Mimosoideae, à l'exception de quatre 
groupes de la tribu des Milnoseue et de quelques espèces d'Acacia. 

Le genre Acacia comprend plus de 1200 espèces, dont 140 sont 
natives d'Afrique (Harrier et al., 1995) : la plupart de celles-ci sont 
capables de former des nodules fixateurs d'azote, mais 17 espèces 
sont jusqu'à présent considérées comme incapables de noduler. Il 
est possible de distinguer ces dernières par analyse de 31 caractères 
morphologiques et aussi par des techniques moléculaires comme les 
RAPD*. Il semble en outre que plusieurs de ces Acacia possèdent 
des gènes impliqués dans la nodulation mais qui ne s'expriment pas 
(Harrier et al., 1995). Dupuy (1993), Lortet et al. (1996a, b), Ba 
(1996) et Boivin et al. (ce volume) ont étudié différents aspects de 
l'établissement de la symbiose chez les acacias sahéliens, en parti- 
culier l'organogénèse du nodule et l'identification des signaux sym- 
biotiques. 

Cette présentation est une revue bibliographique sur la diversité des 
rhizobiums associés aux acacias, et développe plus en détail les 
études menées au Sénégal. 

Effet de la nodulation des acacias 
sur la croissance 

Les informations concernant l'effet de la nodulation sur la crois- 
sance de l'arbre sont peu nombreuses et peu généralisables. La 
quantification de l'effet de la nodulation se heurte à un problème 
méthodologique. De plus, le facteur rhizobium n'est souvent pas 
maîtrisé, en particulier par faute d'une caractérisation suffisante 
des souches. Cependant, il est communément reconnu que l'inocu- 
lation des acacias avec des souches efficientes a un effet positif sur 
la croissance des arbres au cours des stades jeunes (plantes en tubes 
ou en pépinières), et sur le taux de survie des jeunes plants après 
transplantation. Cet effet est pourtant très controversé après la pre- 

' Voir liste des abréviations en fin d'article. 
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mière année sur le terrain. La variabilité génétique intraspécifique 
de la plante semble être très importante en ce qui concerne le 
potentiel fixateur d'azote : les différences constatées entre indivi- 
dus sont d'un facteur 2 à 3 dans le cas de Faidherbia albida 
(Sanginga et al., 1990). NDoye et al. (1995) ont pu, par des mé- 
thodes isotopiques, quantifier l'azote fixé par les Acacia et montrer, 
qu'excepté A. seyal, les acacias comme A. raddiana, A. senegal ou 
Faidherbia albida (syn. Acacia albida) présentent un faible poten- 
tiel fixateur d'azote. 

, Turk et Keyser (1992) ont étudié la spécificité des rhizobiums pour 
la nodulation et la fixation d'azote chez les arbres, dont plusieurs 
espèces d'Acacia. D'autres essais concernant des Acacias 
d'Australie ont été réalisés par le Cirad-forêt en Côte d'ivoire, au 
Bénin et dans les îles Cook (Prin et al., 1993). Sutherland et al. 
(1995) ont par ailleurs rapporté des essais d'inoculation de divers 
Acacia au Kenya. Plusieurs essais d'inoculation en milieu paysan 
ont été effectués au Sénégal par le MIRCEN. 

Les études portant sur la quantification des effets de la nodulation 
sur la croissance et les essais d'inoculation se sont heurtés le plus 
souvent au manque de données sur les microsymbiontes. Les 
souches de rhizobium utilisées sont souvent mal caractérisées, et 
l'inoculum mal contrôlé dans son devenir, faute de moyens d'iden- 
tification fiable. Ce sont là certaines des raisons pour lesquelles plu- 
sieurs équipes dans le monde se sont intéressées ces dernières 
années à la caractérisation et à la taxonomie des rhizobiums. 

Taxonomie et diversité 
des rhizobiums d'acacia 

La taxonomie des Rhizobiaceae a connu de profonds remaniements 
au cours des dix dernières années, du fait de l'abandon du spectre 
d'hôte comme important critère pris en compte pour la définition des 
espèces et de l'adoption des critères généralement retenus pour la 
classification bactérienne (Vandamme et al., 1996). L'dtude des 
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gènes codant pour I'ARN ribosomique 16s a démontré la proximité 
phylogénétique entre les genres Rhizobium et Agrobacterium d'une 
part, et entre Bradyrhizobium, Rhodospeudomonas et Nitrobacter 
d'autre part (Jarvis et al., 1986 ; Willems et Collins, 1992 ; Willems 
et Collins, 1993 ; Yanagi et Yamasato, 1993 ; Sawada et al. ; 1993 ; 
de Lajudie et al., 1994 ; Van Berkum et al., 1996). Ces relations phy- 
logénétiques ont été confirmées par d'autres techniques de taxono- 
mie complémentaires, permettant de caractériser les bactéries à 
différents niveaux de la cellule (taxonomie dite "polyphasique"), ce 
qui a permis d'aboutir à une classification plus précise (Young et 
Haukka, 1996). Puisque certaines branches d'Agmbacterium se 
trouvent mêlées avec des Rhizobium, on obtient une classification 
nouvelle dans les genres Agmbacteriuin et Rhizobium pour laquelle 
une nomenclature s'impose. Ainsi, on dénombre actuellement quatre 
genres parmi les bactéries symbiotiques des légumineuses, 
Rhizobium, Sinorlzizobiurn, Azorhizobium, Bradyrhizobium, et une 
vingtaine d'espèces (tabl. 1) ; un cinquième genre est reconnu, pour 
lequel le nom de Mesorhizobium a été proposé (Lindstrom et al., 
1995 ; Jarvis et al., 1997). 

Il est maintenant établi qu'une même plante peut être nodulée par des 
symbiontes taxonomiquement différents (de Lajudie et al., 1994; 
Nour et al., 1994; Nour et al., 1995 ; Xu et al., 1995; Van Berkum et 
al., 1996; Boivin et al., 1997). C'est le cas par exemple de Leucaena, 
Phaseolus, Glycine, Sesbania, Acacia, Cicel; Medicago etc. (tabl. 1). 

Les premiers isolements de rhizobiums sur des arbres ont été effec- 
tués il y a plus d'un siècle, mais ce sont Allen et Allen (1936; 1939) 
qui ont rapporté les premiers travaux majeurs. Ils isolent une grande 
collection de souches, toutes à croissance lente, à partir de 72 espèces 
d'arbres et arbustes à Hawaï, et les classent dans des groupes d'ino- 
culation croisée sur la base de leur infectivité (capacité à induire la 
formation de nodules) et de leur effectivité (capacité à fixer l'azote 
atmosphérique). Ainsi, jusqu'en 1964, on pensait que les arbres 
n'étaient nodulés que par des rhizobiums à croissance lente (Graham 
et Parker, 1964); plus tard, Trinick et al. (1965; 1968; 1980) mon- 
trent cependant que des souches à croissance rapide sont capables de 
noduler certains arbres appartenant aux genres Leucaena, Mimosa, 
Acacia et Sesbaizia. Dreyfus et Domrnergues (1981) montrent ensuite 
que les espèces d'Acacia se répartissent en trois groupes selon 
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Genres Espèces 

Rhizobium R. leguminosarum 
(Jordan, 1984) biovar viciae 

biovar trifolii 

biovar phaseoli 

R. galegae 
R. tropici 

R. elti 
R. hainanensis 

- - 

Plantes hôtes Références 

Jordan, 1984 

Pisum, Vicia, Lathyrus, Lens Jordan, 1984 

Trifolium Jordan 1984 

Phaseolus vulgaris L. Jordan 1984 

Galega orientalis Lindstrom et al., 1989 

F! vulgaris L., Leucaena Martinez-Rornero 

et al., 1991 

Phaseolus vulgaris L. Segovia et al., 1992 

Plus. esp. de regions arides Chen et al., 1994 
- - - 

(Meso) rhizobium [R.] loti 
(croissance [R.] huakuii 

rapide) [R.] ciceri 
[R.] tianshanense 
[R.] mediterraneum 

Cluster U (a, b, c) 

[R.] genosp. 3 & 4 

Lotus 
Astragalus sinicus, Acacia 

Cicer arietinum 
13 espèces tropicales. 
Cicer arietinum 
Acacia, Prosopis 

Cicer arietinum 

- 

Jarvis et al., 1982 

Chen et al., 1991 

Nour et al., 1994 

Chen et al., 1995 

Nour et al., 1995 

de Lajudie et ab, 1994 

Nour et ab, 1995 

Sinorhizobium S. meliloti Medigaco, Melilotus, Jordan, 1984; de Lajudie 

(de Lajudie Trigonella et al., 1994 

et al., 1994) S. fredii Glycine max Chen et al., 1988; 

de Lajudie et al., 1994 

S. saheli Sesbania sp. de Lajudie et al., 1994 

S. teranga Sesbania, Acacia de Lajudie et al., 1994 

S. medicae Medicago Rome et al., 1996 

S. sp. Acacia, Prosopis Nick et al., en préparation 

Azorhizobium A. caulinodans Sesbania rostrata Dreyius et al., 1988 

(Dreyfus et ab, A. sp Sesbania rostrata Rinaudo et al., 1991 

1988) 

Bradyrhizobium B. japonicum Glycine mm, G. soja Jordan, 1982 

(Jordan. 1982) B. sp. Vigna, Lupinus, Mimosa Jordan, 1982 

Acacia Dupuy et ab, 1984 

Aeschynomene Alazard, 1985; 

Young, 1991 

B. elkanii Glycine max Kuykendal et al., 1992 

B. liaoningensis Glycine mm, G. soja Xu et al., 1995 

1 Tableau 1 
Classification des bactéries symbiotiques fixatrices d'azote 
de la famille des Rhizobiaceae. 



364 V L'acaciu au Sé~régal 

qu'elles sont nodulées par Rhizobium, Bradyrhizobium ou indiffé- 
remment par les deux espèces. A l'intérieur de ces 3 groupes, la spé- 
cificité de nodulation est variable selon les souches. 

Depuis, plusieurs études, dans différentes régions du monde, ont été 
consacrées à l'inventaire des arbres capables de noduler (en parti- 
culier en ce qui concerne le genre Acacia) et à la caractérisation de 
la diversité naturelle des microsymbiotes associés. Au Brésil, 
Magalhaes et al. (1986), de Faria et al. (1984; 1987), Moreira et al. 
(1992; 1993) ont inventorié les légumineuses nodulées de la forêt 
amazonienne, et Moreira et al. (1 993) ont mis en évidence la grande 
diversité des rhizobiums associés à ces plantes (une vingtaine de 
groupes différents). Les isolats de nodules d'Acacia sont retrouvés 
principalement dans le grand groupe des Bradyrhizobium. 

Zhang et al. (1991) ont étudié 60 isolats de nodules d'A. senegal et 
de Prosopis juliflora du Soudan et ont montré qu'ils se repartissent 
en 12 groupes sur la base de l'analyse de 115 caractères phénoty- 
piques. Ces souches sont caractérisées par une température maxi- 
mum de croissance élevée (38-44 OC) et une grande résistance au sel 
(3 96). L'analyse de ces souches par des techniques moléculaires a 
confirmé ces résultats phénotypiques, justifiant la création d'au 
moins deux nouvelles espèces de Sinorhizobium (Zhang et al., 
1992; Zahran et al., 1994; Lindstrom et Zahran, 1993; Haukka 
et al., 1994 ; Nick et al., 1995 ; Nick et al., 1996). 

En Chine, l'analyse taxonomique de 63 isolats correspondant à 
21 espèces de légumineuses d'une région tropicale, dont certaines 
espèces d'Acacia, montre également une grande diversité avec 
3 groupes de Bradyrhizobiurn et 3 groupes de souches à croissance 
rapide (Gao et al., 1994). 

Au Maghreb (Maroc, Tunisie, Lybie), les isolats d'Acacia forment 
plusieurs groupes de rhizobiums proches de Bradyrhizobium, 
Sinorhizobium et de Mesorhizobium (Khbaya et al., 1995). 

Des collaborations se sont établies entre les équipes qui travaillent 
sur la diversité des souches d'Acacia, notamment en Afrique, pour 
essayer de relier taxonomiquement les divers nouveaux groupes de 
rhizobiums identifiés indépendamment. 

Au Sénégal, une grande diversité de souches a été mise en évidence 
parmi les rhizobiums d'Acacia et de nombreux groupes taxono- 
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miques ont été identifiés. Une approche polyphasique a été utilisée 
pour caractériser et étudier les relations taxonomiques de nouveaux 
isolats (à croissance rapide) d'Acacia et de Sesbatlia au Sénégal (de 
Lajudie et al., 1994). Deux méthodes fines (au niveau de l'espèce) 
ont d'abord été employées simultanément, la technique SDS-PAGE 
pour analyser les protéines cellulaires totales et le système miniatu- 
risé API 50 (BioMérieux) qui permet de tester l'utilisation de 
147 composés organiques comme seule source de carbone. Les deux 
approches faisaient apparaître le même groupage des souches, et plu- 
sieurs caractères discriminants permettaient de distinguer les trois 
groupes entre eux et aussi des autres espèces de rhizobiums. Le pre- 
mier groupe (T) rassemble 10 souches d'Acacia et 13 souches de 
Sesbania ; le second groupe (S) comprend 5 souches de Sesbania ; le 
troisième groupe (U) est constitué de 24 souches d'Acacia. Les 
hybridations ADN : ARN et le séquençage de 1'ADNr 16s ont été 
employées pour déterminer les relations phylogénétiques, et les 
hybridations ADN : ADN ont permis d'établir le statut d'espèces de 
ces groupes. Les résultats des différentes techniques employées dans 
cette approche de taxonomie polyphasique étaient parfaitement en 
accord pour conclure que les deux groupes T et S représentaient 
2 nouvelles espèces, phénotypiquement distinctes, pour lesquelles 
nous avons proposé les noms de rerarzga et saheli. Un autre résultat 
de cette étude polyphasique a été de proposer une première étape 
dans la révision des genres Agrobacrerium et Rhizobium, déjà préco- 
nisée par plusieurs auteurs, qui consiste à renommer cette branche. 
La règle de priorité prévalant en matière de nomenclature, le nom de 
Sirzorhizobiurn a été retenu, le genre a été révisé, et Rhizobiur~z r~zeli- 
loti a été reclassé comme Sinorhizobiui~z meliloti. 

Par contre, le troisième groupe (U), formé exclusivement d'isolats 
d'Acacia, montrait une hétérogénéité génétique considérable par 
hybridation ADN : ADN, et aucun niveau d'hybridation significatif 
avec son plus proche voisin phylogénétique R. loti. L'analyse d'une 
quinzaine de souches par rep-PCR confirme cette hétérogénéité. Par 
contre, les résultats obtenus sur une vingtaine de souches du groupe 
U par la technique ARDRA montrent la grande homogénéité phy- 
logénétique de ces souches, confirmée par la séquence de l'ADN 
16s trouvée identique chez 4 représentants du groupe. 

En conclusion, ces souches pourraient donc être distinguées par 
phénotypie, SDS-PAGE, hybridations ADN : ADN, rep-PCR, mais 
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présentent une même séquence d'ARN 16s. En outre, des résultats 
préliminaires de séquençage 23s suggèrent d'importantes diffé- 
rences à ce niveau (Neyra, en préparation). Ces résultats suggèrent 
en théorie (Vandamme et al., 1996) de proposer la création de trois 
nouvelles espèces pour classer les souches du groupe U ;  cependant, 
considérant le fait que les souches du groupe U restent néanmoins 
très proches par les différentes techniques, possèdent la même 
séquence d'ARP4 16s et présentent parfois des valeurs d'hybrida- 
tion ADN : ADN à la limite du significatif, nous ne proposerons 
probablement qu'une seule espèce. 

Localisation des rt-iizobiums 
dans le sol et nodulation des acacias 
dans la nature 

D'une façon générale, il est difficile d'observer la nodulation des 
arbres dans la nature. Les nodules sont souvent très petits (quelques 
millimètres), parfois difficiles à distinguer d'une racine, et il est fré- 
quemment délicat d'apporter la preuve qu'une racine nodulée trou- 
vée dans le sol à proximité d'un arbre appartient de fait à cet arbre. 
Par ailleurs, les nodules sont parfois absents, comme dans les forêts 
en équilibre où l'azote n'est généralement pas le premier facteur 
limitant (de Faria et al., 1984). Une situation analogue pourrait exis- 
ter dans la région du Fer10 au Sénégal où, dans une zone précise 
comprise entre 14 et 22 m de profondeur, le sol présente des fortes 
teneurs en nitrate allant jusqu'à 180 mg.1-' (Deans et al., 1994). 
Dans cette zone, aucune population de rhizobiums n'a pu être déce- 
lée. En outre, l'humidité du sol semble être un facteur important 
pour la nodulation et la fixation d'azote chez les Acacia (Danso et 
al. 1992; Roupsard, ce volume). Dupuy (1993) a pu mettre en évi- 
dence des centaines de petits nodules roses sur Faidherbia albida au 
cours de la saison sèche dans un sol humide de rizière en 
Casamance (Sénégal), alors qu'il n'a jamais pu trouver de nodule 
sur des racines de E albida en zone sèche quelle que soit la saison. 
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Par ailleurs, Dione et Neyra (non publié) ont pu déterrer des arbres 
avec leurs racines, et mettre en évidence de nombreux petits nodules 
(0,5-2 mm) sur les racines secondaires d'A. raddiana et d'A. sene- 
gal au cours de la saison d'hivernage dans la région du Fer10 (zone 
sèche). Ces nodules étaient rouges à l'intérieur et présentaient une 
forte activité réductrice d'acétylène (ARA). Cette dificulté de trou- 
ver des nodules d'arbres dans la nature oblige à trouver un biais 
pour isoler des rhizobiums : la plupart des souches d'arbres sont iso- 
lées au laboratoire par piégeage sur une plante-hôte cultivée en tube- 
en présence d'échantillons de sols prélevés dans la nature, généra- 
lement sous l'arbre d'intérêt. 

A partir d'échantillons de sols prélevés en surface ou à divers niveaux 
de profondeur (jusqu'à 34 m) dans différentes régions et écotypes du 
Sénégal, Dupuy et al. (1991 ; 1994) ont isolé 84 souches à croissance 
lente capables de noduler Faidherbia albida (syn. Acacia albida). 
L'analyse des protéines totales de ces souches comparées aux 
souches de référence par électrophorèse (SDS-PAGE) montre que la 
plupart (90 %) des souches de Faidherbia albida se répartissent dans 
6 groupes dont 3 contiennent des souches de Bradyrhizobium de réfé- 
rence (B. japonicum, B. elkanii, Bradyrhizobiurn sp.) et 3 ne sont 
constitués que d'isolats de Faidherbia albida du Sénégal. 

Le séquençage de l'ADN codant pour I'ARN 16s de représentants 
de 5 de ces groupes confirme leur appartenance à la branche ARN de 
Bradyrhizobium-Rhodopse~~domonas, et montre que 4 des nouveaux 
groupes constituent une branche séparée aussi distante de B. japoni- 
curn que des genres AJipia, Blastobacter et Rhodopseudomonas 
(Dupuy et al., 1994). 11 n'existe pas de relation entre groupement 
électrophorétique et profondeur; par contre, il existe une relation 
entre groupement électrophorétique et origine géographique (Dupuy 
et Dreyfus, 1992). 

Neyra et al. (1996) ont également mis en évidence des souches à 
croissance rapide en profondeur (jusqu'à 32 m) capables d'induire la 
nodulation sur A. tortilis et A. senegal. NDiaye (1996) n'a trouvé 
aucune relation entre le groupement électrophorétique de 60 souches 
d'A. tortilis par SDS-PAGE et leur origine géographique. 

NDiaye (1996) a par ailleurs étudié la diversité d'une collection de 
62 isolats de nodules d'Acacia torrilis raddiana de diverses prove- 
nances du Nord Sénégal et de Tunisie, incluant quatre souches 
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d'origine de la Mauritanie et du Burundi. Toutes ces souches sont 
des rhizobiums à croissance rapide. Leur analyse par la technique 
SDS-PAGE fait apparaître une grande hétérogénéité de profils. Les 
résultats montrent que vingt et une des souches étudiées se regrou- 
pent avec S. teranga, S. fredii, R. tropici, M. huakuii et M. plurifa- 
riuin, suggérant que ces souches appartiennent à ces espèces. Les 
quarante et une autres souches sont séparées des espèces décrites et 
forment plusieurs groupes nouveaux ; il est nécessaire de faire appel 
à d'autres techniques complémentaires pour préciser leur place 
taxonomique. Aucune relation n'a pu être établie entre l'origine 
géographique et écologique et le groupe électrophorétique. Les 
souches tunisiennes, mauritaniennes et sénégalaises se groupent en 
mélange dans S. teranga et dans deux des nouveaux groupes. Des 
souches provenant de zones salées (Diama) sont groupées avec des 
souches d'autres provenances. A l'intérieur du "groupe Un (de 
Lajudie et al., 1994) sont retrouvées des souches de diverses pro- 
fondeurs (0-15 cm, 50-100 cm, 31-32 m), suggérant l'identité des 
populations de rhizobium en surface et en profondeur, de facon ana- 
logue à ce qui avait été montré dans le cas de Bradyrhizobiuin par 
Dupuy et al. (1994). 

Une grande diversité des rhizobiums a été mise en évidence ces 
dernières années sur les 5 continents. Les études récentes émanent 
pour un grand nombre des pays en développement, où il semble 
que persiste encore une grande diversité, comme en Amérique 
latine (Martinez-Romero et al., 199 l), au Mexique (Segovia et al., 
1993), en Chine (Chen et al., 1988; 1991), sur le pourtour du bas- 
sin méditerranéen (Nour et al., 1994 ; 1995 ; Rome et al., 1996), en 
Afrique (Soudan, Sénégal, Maroc, Tunisie, Lybie, Afrique du 
Sud), et dans la région correspondant à l'ancienne URSS. Il reste 
certainement encore beaucoup à découvrir puisque seule une ving- 
taine d'espèces de rhizobiums sont jusqu'à présent nommées pour 
quelque 19000 légumineuses répertoriées. En particulier en ce qui 
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concerne les acacias, de nombreux nouveaux groupes de rhizo- 
biums ont été identifiés par différentes équipes dans le monde, 
pour lesquels un travail de caractérisation polyphasique est néces- 
saire pour aboutir a une révision dans la taxonomie. D'ores et déjà, 
il est établi que les acacias peuvent être nodulés par trois espèces 
de Sinorhizobium, S. teranga bv. acaciae (de Lajudie et al., 1994) 
et deux espèces non encore nommées (Nick et al., en préparation), 
une espèce de Mesorhizobiun~ (de Lajudie et al., 1994), M. huakuii 
(Chen et al., 1991), plusieurs groupes de Bradyrhizobiu~n (Dupuy 
et al., 1994 ; Ndiaye, 1996) et de nombreux groupes encore insuf- 
fisamment caractérisés. 

ki Abréviations 

SDS-PAGE : Electrophorèse sur Gel de Polyacrylamide en présence de 
Sodium Dodecyl Sulphate. 
API : Appareils et Procédés d'ldentiiication. 
ARDRA : Ampliiied rDNA restriction analysis. 
rep-PCR : Polymerase Chain Reaction utilisant les amorces rep. 
RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA. 
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