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INTRODUCTION

Les acacias gommiers sont des arbres caractéristiques du Sahel ou ils jouent un réle éminent
sur le plan écologique et socio-économique. L’exsudat qu’ils produisent au niveau de
blessures naturelles ou artificielles (gomme arabique au sens large) est exploité par ’homme
depuis la plus haute Antiquité. Il est encore tres recherché dans différents secteurs industriels,
notamment alimentaire (CNUCED/GATT, 1978 ; Servant-Duvallet, 1994) et pharmaceutique
(Vassal et Dione, 1993). Or, le Sahel est confronté depuis plus d’une trentaine d’années a une
importante sécheresse (Richard, 1990 ; Rognon, 1991 ; Pontie et Gaud, 1992). Cette situation
a eu pour conséquence majeure la dégradation des terres et I’accentuation de la désertification
dans ces régions (Rapp, 1976). Elle a aussi comme conséquence une importante disparition
des peuplements de gommiers notamment dans le Ferlo sénégalais (Coulibaly, 1989 ; Sina,
1989).

Ainsi, la production de gomme arabique a connu une nette régression ces derniéres années.
Au Sénégal, la production contrdlée est passée de 10872 tonnes en 1971 a environ 120 tonnes
en 1997 (Direction des Eaux, Foréts, Chasse et de la Conservation des sols, 1997).

En raison des rdles sociaux et économiques importants des gommiers, I’amélioration de la
production gommifere est alors devenue une préoccupation constante au Sahel. L’une des
stratégies préconisées par différents organismes a été la protection et la restauration des
peuplements de gommiers dans différents pays, et notamment au Sénégal.

Comme la plupart des légumineuses, les Acacias peuvent améliorer la fertilité des sols grace a
leur association avec des microorganismes symbiotiques (rhizobia et/ou champignons
mycorhiziens). De plus, cette association symbiotique naturelle permet un meilleur
développement de I’arbre en améliorant sa nutrition minérale notamment en azote et en
phosphore (Badji et al.,1988 ; Colonna et al., 1991). De nombreux auteurs ont mis en
évidence un effet stimulateur de 1’inoculation avec des souches efficientes de rhizobium sur la
croissance en pépinicre de légumineuses (Badji et al., 1988a ; Colonna et al., 1991, Résinen
etal., 2001).

Cependant, du fait de la dégradation des terres, ces microsymbiontes sont souvent absents ou
ineffectifs dans les sols d’introduction de la plupart de ces légumineuses ligneuses. C'est ainsi
que pour une exploitation optimale des potentialités agronomiques et économiques de ces
plantes, 1’¢tude de la diversité de ces m icrosymbiontes en relation avec des facteurs

environnementaux s'avere nécessaire. Notre étude s’inscrit dans le cadre du projet



ACACIAGUM S TREP N° 032233 « Innovative management of Acacia senegal trees to
improve land productivity and gum-arabic production in Sub-Saharan Africa ».

L’objectif général de cette é¢tude est de faire I’inventaire de la diversité naturelle des rhizobia
associés a A. senegal en relation avec les conditions pédoclimatiques dans trois zones
écogéographiques du Sénégal : zone sylvopastorale du Ferlo, zone sud bassin arachidier et
zone Sénégal oriental. Il s’agit plus particuliérement (i) d’étudier la nodulation de différentes
provenances associées a divers sols de trois zones écogéographiques, (ii) d’évaluer la densité
de la population naturelle de rhizobia associées a A. senegal des sols des trois zones
écogéographiques et (iii) de caractériser les souches de rhizobia associées a A. senegal par les

outils de biologie moléculaire.

Rapport- gratuii.com @



SYNTHESE BILIOGRAPHIQUE

1. Symbiose fixatrice d’Azote Légumineuses-rhizobia

1.1. Généralités sur les Légumineuses

Les Légumineuses comprennent approximativement 18000 espéces et 650 genres (Polhill et
Raven, 1981). Selon Broughton (1983), elles forment I'une des plus grandes familles de
plantes. Elles se divisent en trois sous familles: les Papilionacées ou Fabacées, les
Mimosacées et les Césalpiniacées. La spécificité des Légumineuses réside dans leur capacité a
former, pour la plupart, des nodosités en symbiose avec des bactéries fixatrices d’azote (de
Faria et al., 1998 ; Dommergues et al., 1999).

Sur la totalité¢ des Légumineuses recensées, 20 % seulement ont été étudiées du point de vu de
leur nodulation. Selon Dommergues et al. (1999), 97 % des espéces examinées chez les
Fabacées, 90 % chez les Mimosacées (Acacia...) et 23 % chez les Césalpiniacées sont
capables de noduler.

Les Légumineuses occupent une place importante dans la flore du Sénégal. Elles comptent
330 especes recensées, réparties en 94 genres. Elles représentent 16 % des especes et 11 %
des genres de la végétation totale (Diédhiou, 1993). Chez les Légumineuses spontanées, les
genres les plus représentés appartiennent a la Famille des Fabacées (77 %), puis les

Mimosacées (11,70 %) et enfin les Césalpiniacées (11,30 %).

1.2. Les rhizobia

La famille des Rhizobiacées est constituée par un ensemble hétérogéne de bactéries en
batonnet gram-négatives aérobies, non sporulantes. Elles peuvent s’associer avec les racines
et, parfois les tiges des Légumineuses pour y former des nodosités (Dommergues et al.,
1999). Ces rhizobia sont capables de fixer 1’azote atmosphérique (N;). Bien que 1’atmosphére
en constitue une réserve inépuisable (78 a 79 %) ; ’azote est le deuxiéme facteur limitant de
la croissance des plantes aprés 1’eau. Les nodosités sont le siége d’une interaction
symbiotique entre d’une part ; la bactérie, qui fixe I’azote atmosphérique (N) et le fournit a la
plante hdte sous une forme assimilable (NH3) et d’autre part, la plante hote qui procure a la
bactérie un micro habitat exceptionnellement favorable et les substrats carbonés provenant de

la photosynthése (Dommergues et al., 1999).



Ces micro-organismes sont actuellement regroupés en 63 especes réparties en 12 genres
distribués en 2 groupes (http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy/node/4) :

Les Alpha protéobactéries : Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988), Bradyrhizobium (Jordan,
1982), Devosia (Nakagawa et al., 1996), Ensifer (Sinorhizobium) (Casida, 1982),
Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997), Methylobacterium (Patt et al., 1976), Ochrobactrum
(Holmes et al., 1988), Phyllobacterium (Kndosel, 1984) et Rhizobium (Frank, 1889);

Les Beta protéobactéries : Burkholderia (Yabuuchi et al., 1993), Cupriavidus (Makkar et
Casida, 1987) et Herbaspirillum (Baldani et al., 1986).

1.3. Etablissement de la symbiose

Les bactéries infectent les tiges et/ou les racines des plantes qui forment des nodosités puis
s’associent a ces derniers. Dans la symbiose fixatrice d’azote, les génes bactériens dits de
nodulation, qui comprennent les génes de structure et les geénes régulateurs, jouent un role
central dans ce dialogue.

En présence de substances inductrices provenant des racines (flavonoides et bétaines), la
bactérie est attirée par chimiotactisme et ses p rotéines régulatrices NodD sont activées et
induisent I’expression des geénes de structure de la nodulation. La reconnaissance d’une
protéine régulatrice NodD donnée par un spectre particulier d’inducteurs racinaires détermine
un premier niveau de spécificité dans 1’interaction symbiotique.

L’expression des geénes structuraux conduit a la production de signaux bactériens
extracellulaires, appelés facteurs Nod, qui jouent unr 6le essentiel dans le processus
d’infection et 1’organogenése des nodosités. Les facteurs Nod induisent différentes réponses
de la part de la racine comme les déformations des poils absorbants, la dépolarisation du
potentiel de la membrane du poil absorbant et la formation du primordium nodulaire (Heidstra
et Besseling, 1996). En définitive, le spectre d’hote des rhizobia dépend dans une trés large
mesure de la structure des facteurs Nod.

De son coté, la plante répondrait aux signaux bactériens par I’intermédiaire de récepteurs des
facteurs Nod spécifiques. Il ya 1a untroisiéme niveau de spécificité qui implique tres
précisément la plante. La spécificité ne dépendrait donc pas exclusivement de la structure des
facteurs Nod, mais aussi des récepteurs végétaux. En d’autres termes, la spécificité serait
aussi contrdlée par la plante. Ce role de la plante ne concerne pas seulement la spécificité de

ses relations avec le rhizobium mais aussi les divers mécanismes d’infection et I’anatomie des



nodosités. Le role de la bactérie serait d’activer le programme génétique de la plante par la

voie des signaux émis.

Glyeo¥Word |

Rhizobia

plant factors

/ Nod factors

—
. . Initiation of the
infection nodule formation process
thread T root hair deformation

preinfection thread formation
cortical cell division

Host plant

Figure 1: Dialogue moléculaire entre la bactérie et la plante avant la formation de la nodosité

http://www.glycoforum.gr.jp/science/word/saccharide/SA-A02E.html

1.4. Fonctionnement de la symbiose fixatrice de N,

Le processus de fixation biologique de N, consiste en la réduction de 1’azote moléculaire (N)

sous la forme ammoniacale, forme utilisable par la plante selon la réaction suivante :

N, + 8¢ +8H —» 2 NH; + H,

La réaction de fixation de N, est catalysée par un complexe enzymatique appelé nitrogénase.
Cette nitrogénase est sensible a I’oxygene et la réaction est inhibée par 1’azote minéral. De
plus, elle a un colit énergétique ¢élevé (Ganry et Dommergue, 1995). Le transport de I’oxygene
et la protection de la nitrogénase contre I’oxygene sont assurés par la leghémoglobine chez les

Légumineuses.


http://www.glycoforum.gr.jp/science/word/saccharide/SA-A02E.html

La plante fera usage de 1’azote produit, et en retour fournit a la bactérie un micro habitat et les
photosynthétats dont il a besoin. La quantité d’ammoniac produit chaque année a travers ce
phénoméne est supérieure a celle produite par I’ensemble de I’industrie des engrais chimiques

(Boivin et Denari¢, 1998).

2. Contraintes environnementales sur la fixation biologique de I’azote

2. 1. Influence des caractéristiques du sol

Certaines caractéristiques majeures du sol (sécheresse, acidité, salinité, ....) affectent la

nodulation et la fixation d’azote des Légumineuses (Diem, 1993).

2.1.1.Eau

L’eau est le facteur limitant majeur de toutes les activités biologiques. La sécheresse est
certainement la contrainte la plus dévastatrice pour la production végétale (Le Rudulier et al.,
1984). Toutefois, la présence de rhizobia dans les sols désertiques et la nodulation effective
des légumineuses y vivant (Waldon et al., 1989) montrent que les rhizobia peuvent survivre
dans des sols avec un niveau d’humidité limité. Les bactéries libres sont capables de survivre
en milieu sec oua un potentiel hydrique trés bas (Fuhrmann et al., 1986). Des études ont
montré que la sensibilité au stress hydrique change avec la souche de rhizobium (Orchard et
al., 1983). Les densités de population tendent a diminuer dans les conditions séches et

augmentent dés que le niveau hydrique est relevé (Tate, 1995).

2.1.2.Acidité

Par définition, tout sol dont le pH est inférieur a 7 est un sol acide, mais le sol commence a
poser des problémes seulement lorsque son pH est inférieur ou égal a 5, sauf s’il est trés riche
en matiere organique (Dommergues et al., 1999). En plus de la concentration élevée en ion
H" (acidité proprement dite), les principaux problémes posés par les sols acides sont :

- la faible teneur en nutriments, notamment en calcium ;

- les teneurs ¢élevées en aluminium, manganese ou fer échangeables, qui sont toxiques pour les
plants ;

- ’insolubilisation du phosphore et/ou du molybdéne ;



- le ralentissement de la vitesse de décomposition de la mati¢re organique, d’ou réduction de
la disponibilité des substrats énergétiques (Evans et Szott, 1995).

La tolérance al ’acidit¢ des bactéries serait liée a leur aptitude ar éguler leur pH
cytoplasmique. L’acidité du sol exerce probablement une pression de sélection sur les souches
de rhizobia dans le sol. Toutefois, les souches isolées des sols acides ne sont pas
nécessairement tolérantes a 1’acidité ; car elles peuvent vivre dans des micro sites, ou le pH
leur est favorable (Graham, 1992). En général, les rhizobia a croissance rapide sont moins
tolérants a ’acidité que les Bradyrhizobium (Dommergues et al., 1999).

Les premiéres étapes de I’infection racinaire sont trés sensibles a I’acidité. D’apres Reddell
(1995), la réduction de la nodulation qui se manifeste trés nettement lorsque le pH du sol est
inférieur & 5 pourrait avoir trois causes : faible teneur du sol en calcium, forte teneur en
aluminium, teneur élevée en H™ et Mn®>". D’aprés Richardson et al. (1988) une forte acidité
du sol affecte I’activation des genes nod bactériens par 1’intermédiaire des flavones de la

plante ; quelle que soit le niveau de tolérance du rhizobium a ce facteur.

2.1.3.Salinité

Au moins, 7 % des terres émergées sont affectées par le sel (Dommergues et al., 1999). La
salinit¢ a un effet délétere sur la croissance et la survie des populations bactériennes
telluriques (Singleton et al., 1982). En effet, Tu (1981) et Singleton (1983) ont observé, chez
des cultivars de soja sensibles au sel que le processus d’établissement de la symbiose est tres
sensible au stress salin. L’initiation nodulaire est en outre extrémement sensible au NaCl par
réduction des sites d’infection de la racine, du nombre des poils radiculaires et de la
proportion de ceux qui portent des codons d’infection (Zahran et Sprent, 1986). La tolérance
au sel des rhizobia est trés variable et dépend, probablement dans une grande mesure, de
I’efficacité de leurs mécanismes d’osmorégulation (Brhada et Le Rudulier, 1995).

Plusieurs especes de bactéries s’adaptent aux conditions salines par [’accumulation
intracellulaire d’osmolytes (Csonka et Hanson, 1991 ; Zahran et al., 1997). L’accumulation
des osmolytes contrecarrerait 1’effet de déshydratation, mais n’interfére pas avec la structure
ou la fonction macromoléculaire (Smith et al., 1994). Le tréhalose (disaccharide) joue
¢galement un role dans 1’osmorégulation (Hoelzle et Streeter, 1990). Selon Breedveld et al.
(1991), il s’accumule a des niveaux élevés dans les cellules de R. leguminosarum sous la

pression osmotique induite par I’hyper salinité.



La croissance de nombreux rhizobia est inhibée par des concentrations de 100 mM NaCl.
Cependant, certaines souches de Rhizobia (Ensifer meliloti, E. fredii et R. tropici) peuvent
supporter plus de 300 mM. Quelques souches de rhizobia isolées d’Acacia peuvent tolérer
jusqu’a 500 mM NaCl (Graham, 1992).

D’une maniére générale, il n’y a pas de corrélation entre d’une part, la tolérance in vitro des
rhizobia vis-a-vis de ’acidité ou de la salinité et d’autre part, I’amélioration de 1’effectivité de
la symbiose en présence de ces deux facteurs. De plus, beaucoup de souches de rhizobia
peuvent supporter des valeurs bien supérieures a celles qui sont tolérées par leurs plantes
hotes. En effet, Soussi et al. (1999) ont montré que la plante est un facteur déterminant pour la
tolérance de la symbiose au sel. Il semble que 1’inhibition de la fixation biologique de 1’azote
dans des conditions salines devrait étre attribuée plus a la plante hote qu’au rhizobium. Par
conséquent, pour obtenir une symbiose effective en milieu acide ou salé ; il est recommandé
de sélectionner, en premier lieu, le cultivar ou le clone de la plante le plus résistant au facteur
concerné puis I’on procédera a la sélection de la bactérie symbionte la plus effective sous

I’effet du facteur a étudier (Zahran, 1991).
2.1.4 Carence en nutriments

Apres une infection réussie de la racine par le rhizobium, le développement de la nodosité et
le fonctionnement de la nodosité sont souvent entravés par certains facteurs limitant en
particulier les déficiences en divers éléments nutritifs indispensables (Diem, 1993). Dans les
sols alcalins, les carences concernent essentiellement le fer et le zinc.

La carence en phosphore est trés fréquente dans les sols tropicaux. Dans la solution du sol, la
teneur en phosphore est comprise entre 10~ et 10”7 M et dans la rhizosphére, elle peut tomber
a 10® M. La plupart des Rhizobium et Bradyrhizobium exigent pour accroitre des
concentrations en phosphore d’au moins 5.10® M. Certaines souches peuvent exiger plus de
10° M. Subséquemment, il n’est pas exceptionnel qu’une carence en phosphore se manifeste
dans la rhizosphére, surtout en milieu acide, ou le phosphore en solution peut étre précipité
par I’aluminium (Dommergues et al., 1999). Les souches sont différentes dans leur aptitude a
stocker le phosphore. Une concentration minimale de phosphore est nécessaire pour que les
facteurs Nod puissent se m anifester. Ce seuil déterminé dans le casd e Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii est de 1-5.10° M (McKay et Djordjevic, 1993).

La carence en calcium est fréquente dans les sols acides, ou elle affecte le processus

d’infection en réduisant le nombre de bactéries symbiotiques dans la rhizosphére, en inhibant



leur attachement sur les racines et le développement des poils absorbants (Dommergues et al.,
1999). Toutefois, il est difficile de séparer les effets de la carence en calcium, des effets de
I’acidité.

La carence en molybdéne est fréquente dans de trés nombreux sols tropicaux acides, ou elle
apparait en méme temps que la carence en phosphore. Comme le molybdéne est un
constituant de la nitrogénase et de la nitrate réductase, une carence en molybdéne se traduit
automatiquement par une carence en azote (Dommergues et al., 1999). Les besoins en
molybdéne pour le fonctionnement de la nodosité de Légumineuse dépassent de beaucoup les
besoins des autres processus impliqués dans la vie du végétal.

Le cobalt est absolument nécessaire pour la fixation de N, car il intervient dans la chaine de
transport des électrons chez les bactéries fixatrices de N,, dans la division cellulaire et la
synthése de I’ADN (Reddell, 1993).

Comme les déficiences en bore, manganése et zinc, la déficience en fer apparait en général
dans des sols calcaires aussi bien sous les tropiques que dans des zones semi-arides et arides.
I1 est bien établi que la carence en fer inhibe I’initiation des nodosités et leur fonctionnement,
mais les mécanismes impliqués sont peu connus (Dommergues et al., 1999). Les besoins
nutritionnels et les sources alimentaires préférées des rhizobia sont assez m al connus.
Plusieurs auteurs pensent que la déficience de certains éléments nutritifs dont le fer peut étre
un facteur limitant de la croissance des bactéries telluriques. Les souches de rhizobia
productrices de sidérophores ou celles possédant des protéines spécifiques pour capturer les
complexes s idérophores-Fe en gendrés par les autres bactéries ont certainement une
compétence saprophytique plus marquée que les autres souches démunies de ces propriétés

(Reigh et O’Connell, 1993).

2.2.Influence des facteurs climatiques

2.2.1. Température et lumiere

Dans les systémes tropicaux ou subtropicaux, la température optimale est de 1’ordre de 28 a
30°C. L’effet des températures plus élevées, dites supra optimales (> 40°C), sur les symbioses
tropicales est encore mal connu. De telles températures inhiberaient la nodulation
(Dommergues et al., 1999). Il est aussi probable que les réponses a la température des
différents systémes fixateurs de N, varient considérablement suivant les souches bactériennes

impliquées. Rice et Olsen (1988) ont constaté que la compétitivité des rhizobia était trés



dépendante de la variation de la température dans la rhizosphére. Pour Trinick et al. (1983),
les souches a croissance rapide sont meilleures compétitrices que celles a croissance lente aux
températures modérées (25 °C) ; alors que le cas inverse se produit aux températures les plus
¢levées (30° C). Lorsque les températures sont €élevées en surface, la nodulation a tendance a
étre localisée dans les horizons plus profonds (Graham, 1992).

Les arbres fixateurs d’azote (AFN) sont, en général des especes de grande lumicre
(héliophiles) ; ce qui leur permet, grace a une photosynthese active, de satisfaire les besoins
énergétiques importants du pr ocessus de la fixation de N, (Swensen, 1996). Malgré son
importance, I’effet de la lumiére sur la symbiose fixatrice d’azote chez les AFN n’a pas fait
I’objet d’investigations particuliéres (Dommergues et al., 1999). Toutefois, les travaux de
Miettinen (1991) ont démontré que la nodulation en serre de Casuarina equisetifolia inoculés

croit d’abord rapidement, puis plus lentement, avec 1’intensité lumineuse.

3. Acacia senegal

3.1.Caractéristiques botaniques

L’Acacia senegal (L) Willd. (Acacia verek Guill.et Perr) est un arbre de 2 a 6 m de hauteur,
au port flabelliforme (Figure 1). L’écorce est grise a brun rougeatre, rugueuse ou lisse, et peut
se desquamer. Les jeunes rameaux sont glabres a densément pubescents. Ils portent des
aiguillons disposés par trois a I’insertion des feuilles et dont I’'un, médian, est orienté vers le
bas. Les aiguillons latéraux sont parfois absents. Les feuilles sont petites, verts gris,
bipennées, alternes et portent généralement 2 a 6 paires de pennes ; elles-mémes composées
de 7 a25 paires de foliolules. Le pétiole porte souvent des glandes. Les inflorescences
pédonculées trés odorantes, de couleur blanche sont sur des épis de 3 a 8 cm, insérées par 2 ou
3, ou isolées a I’aisselle des feuilles (Figure 2). Les fleurs blanchatres ou de couleur créme
sont groupées en longs ¢épis (jaunatres) de 2 a 10 cm de long. Elles apparaissent en saison des
pluies. Les fruits sont des gousses de 7 a 10 cm de long et larges de 2 cm. Ils sont aplatis,
finement pubescents et de couleur grisatre. La plupart du temps, elles se r étrécissent en
pointes aux deux bouts et sont déhiscentes. Ils contiennent 3 a 6 graines aplaties, rondes, brun

clair.
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Figure 2: Plant d’Acacia senegal

Figure 3: Fleurs et gousse d’A. senegal
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3.2.Taxonomie

A. senegal (L.) Willd. est un arbre de la famille des Leguminosae. Il appartient a la sous
Famille des Mimosoideae qui est constituée de trois tribus : les Acacieae (1200 espéces dans
les régions tropicales et subtropicales), groupe le plus large ; les Mimoseae (400 a 500
especes) et les Ingeae (350 a 400 e speces). Le Genre Acacia (Brencau et Exelle, 1957)
compte douze especes selon Vassal (1998).

Les Acacias peuvent étres regroupés en deux séries (Bentham, 1842) :

- Les Vulgares qui sont des arbres, arbustes ou lianes sans épines stipulaires a aiguillon
éparses ou infra stipulaires, dans laquelle se retrouve A. senegal.

- Les gummiféres qui comprennent des arbres et arbustes non lianescents et a ép ines
stipulaires plus ou moins développées, dépourvus d’aiguillons.

Selon Brenan (1983), I’espéce A. senegal comprend 4 variétés : senegal, kerensis Schweinf,
rostrata Brenan et leiorachis Brenan. La variété senegal est la plus représentée,

particuliérement en Afrique.

3.3.Biogéographie et Ecologie

A. senegal a une aire géographique située dans les sous-zones sahéliennes et soudano-
sahéliennes. L’espece est largement répandue en Afrique, du Sénégal a la mer Rouge, plus
spécialement a travers le Sahel. Elle se rencontre aussi en Asie (Pakistan, Inde). Au Sénégal,
elle pousse dans les sols 1égers sahéliens (Saint Louis, Dagana, Podor et au nord de Linguére).
Ce gommier se retrouve exceptionnellement dans les sables littoraux des iles du Saloum et de
la Casamance, le long du Saloum et au Sénégal oriental, dans le parc de Niokolo-Koba.

Sur le plan écologique, cette espece affectionne les sols sableux et plus spécialement les sols
brun rouge subarides ou parfois ferrugineux tropicaux (Martin, 1984 ; Nongonierma, 1990).
Elle se retrouve souvent sur des dunes anciennes. Elle toleére aussi des sols argilo-sableux,
plus rarement des sols squelettiques. Les sols préférentiels sont sableux et profonds. Les sols
argileux sont généralement tolérés sous de plus fortes pluviométries.

A. senegal est trés résistant a la sécheresse. Elle supporte des températures diurnes tres
¢levées (49°C) mais pas le gel (Von Mayddell, 1990). Les températures moyennes mensuelles
varient entre 20°C (pour le mois le plus froid) et 35°C (pour le mois le plus chaud). Elle

apparait donc comme une espéce a large amplitude écologique.
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L’espéce est distribuée, au Sahel, entre les isohyétes 200-600 mm dans une zone marquée, en
moyenne, par 9 al 1 mois de sécheresse. Elle trouve sesco nditions optimales de
développement dans des conditions moyennement humides (450 mm) qui lui permettent

surtout de survivre aux sécheresses prolongées.

3.4.Ethnobotanique de I’arbre

3.4.1.Production de gomme arabique

La gomme arabique est un exsudat naturel produit par différentes especes d’acacias,
apparaissant au niveau des troncs et des branches (Figure 4). A. senegal fournit a elle seule 90
% de la gomme arabique mondiale et surpasse toutes les autres gommes en qualité. C’est la
seule gomme d’Acacia alimentaire, car elle ne contient aucun produit toxique (Von Maydell,
1983). La gomme arabique a été déja exploitée au Néolithique. Dans I’ Antiquité, elle servait a
réaliser les bandelettes des momies et qu’elle était utilisée comme ingrédient alimentaire,
produit anti-inflammatoire, diurétique... La gomme arabique est constitué¢e d’une

substance polysaccharidique (sucre complexe magnésium), ainsi que des traces de tanins et
des enzymes (Kerharo, 1974). Les nombreuses applications de la gomme arabique sont liées
au pouvoir émulsifiant, stabilisant et épaississant de ce produit.

Dans le domaine alimentaire, environs 80 % de la gomme arabique vendue dans le commerce
passe dans les aliments. Elle est surtout utilisée en confiserie et pour la fabrication de boissons
aromatiques (CNUCED/GATT, 1978 ; Servant-Duvallet et al., 1994). Elle est aussi utilisée en
quantité trés importante dans 1’industrie pharmaceutique, en diététique contre 1’obésité. Elle
est aussi utilisée en imprimerie (colles et plaques offset) et en pyrotechnie.

Elle est I’espece gommifere du Sahel par excellence. Au Sénégal, il a constitué « le palladium
de I’industrie et du commerce » avant d’étre supplanté par la culture de I’arachide. La valeur
des récoltes a atteint 676 millions de francs en 1975et 21 millions en 1978 ( Rapport
DEFCCS, 1978). L'essentiel de la production vient des régions de Louga (Département de
Linguere) et de Saint-Louis. Les fluctuations de la production (1990 et 1993) sont
généralement engendrées par les feux de brousse et la surexploitation de certains sujets. Les
quantités de gomme arabique commercialisées ont connu une chute de 82 % entre 1990 et
2003 soit une baisse de 559 tonnes en 10 ans. Toutefois, ces chiffres officiels sont inférieurs a
la production réelle. L’usage domestique (environs 500 tonnes/an), I’industrie alimentaire et

pharmaceutique locale (150 a 200 tonnes) échappent souvent aux circuits officiels.
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Gomme
arabique

Figure 4:Gomme arabique sur un plant d’A. senegal

Tableau 1: Evolution de la production annuelle de gomme arabique au Sénégal (en kg) de 1990
a 2007 (DEFCCS,1990, 1991, 1993, 1994, 1995, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002,

2003, 2004).
Années 1990 1991 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 12000
Production | 340144 | 208672 | 89724 | 645020 | 484045 | 254553 | 119536 | 111703 | 75995 | 128225
2001 {2002 |2003 [2004
166927 5236560477 | 86194

3.4.2.Agroforesterie

A. senegal a une importance économique a d’autres niveaux. Elle est en effet source de bois

d’ceuvre ou de feu ainsi que de fourrage aérien, notamment en saison séche. Au Sénégal, le

bois lourd de A. senegal est préféré comme combustible (bois de feu ou charbon de bois). Les

feuilles et les gousses sont riches en protéines digestives disponibles en début de la saison

séche pour les chameaux, les moutons, les chévres et animaux sauvages dans toutes les

14




régions ou I’on trouve cet arbre. A. senegal sert également pour tous projets de
revégétalisation et pour la fixation des dunes. Il a une remarquable aptitude a fixer et a
enrichir le sol en azote du fait de leur association symbiotique avec des rhizobiums et de la

grande extension de leur systéme racinaire (Vassal, 1985 ; Dione, 1986b).

3.4.3. Pharmacopée |

La gomme arabique est relativement utilisée en pharmacopée populaire. On le prescrit comme
adoucissant dans le traitement des maux de poitrine et est utilisée contre les inflammations
locales et contre la Iépre noduleuse (Berhaut, 1975). La décoction d’écorce ou la poudre de
gomme diluée dans 1’eau se prend contre les maux de ventre et dans le cas de la colique aussi
bien en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire (Kerharo, 1974). Des propriétés
empiriquement reconnues démontrent que la gomme peut servir d’anti-diarrhéique, de

hémostatique, de cicatrisant et de diurétique.

4 Présentation de la zone d’étude

Le Sénégal est situé entre 12° 30 N et 16°30 N de latitude et entre 11°30 W et 17° 30 W de
longitude. Le climat, de type sahélien en général, est caractérisé par une saison des pluies
d’une durée variable du nord au sud (3 a 4 mois) selon la latitude et une saison séche le reste
de I’année (novembre a juin). Le pays est subdivisé en six grandes zones écogéographiques
sur la base des caractéristiques climatiques, €daphiques et floristiques, relativement
homogéenes du point de vue des potentialités de leur systeme de production (figure 5) et des
problémes liés a la gestion des ressources naturelles. Les systémes nord sahéliens a

pastoralisme dominant correspondent a la zone fleuve et a la zone sylvopastorale du Ferlo.
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Figure 5: Carte écogéographique du Sénégal

Les systemes agro-pastoraux sahéliens sont subdivisés en systémes agro-pastoraux sahéliens a
agriculture séche (Niayes et centre nord bassin arachidier) et les systémes agro-pastoraux a
agriculture humide (sud bassin arachidier). Les systémes agro-pastoraux soudaniens ou les
arbres et les arbustes sont présents en méme temps que les graminées (zone Sénégal Oriental,
zone sud). Les températures sont en permanence assez ¢levées et suivent le rythme des
saisons. Sur I’ensemble du pays, 1’aridité s’est renforcée ces trente derniéres années.

Notre étude a été effectuée dans des plantations d’A. senegal situées en zone sylvopastorale (
Louga, Kamb et Lingueére ); dans le sud bassin arachidier (Kaffrine) et dans le Sénégal

oriental (Koulor, Goudiri et Kidira).

4.1.Zone sylvopastorale

Cette zone couvre essentiellement la région administrative de Louga, excepté le département

de Kébémer. C’est une zone au nord du pays caractérisée par la faiblesse et I’irrégularité¢ des
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pluies (200 a 400 mm par an). Elle se subdivise en deux parties relativement distinctes: une
partie nord-ouest (Ferlo sableux) caractérisée par des sols brun rouge et des sols ferrugineux
et une partie sud-est (Ferlo latéritique) ou les dépots sableux disparaissent au profit des sols
gravillonnaires avec, par endroit, des affleurements latéritiques.

Les températures atteignent 41°C dans cette région qui est considérée comme la plus aride et
la plus chaude.

Cette zone est un vaste secteur de parcours des animaux essentiellement vouée a 1’élevage.
L’action du bétail et du pasteur sur la végétation a une répercussion importante sur la
couverture végétale de la zone. Les arbustes indicateurs de dégradation comme Calotropis
procera se multiplient de facon rapide a proximité des forages et dans les dépressions, tandis
que les formations d’A. senegal subissent de fortes mortalités. Les causes directes de la
dégradation de ce potentiel ligneux sont les surcharges animales, I’émondage abusif par les

¢leveurs, les feux de brousses et la surexploitation.

4.2.Zone sud bassin arachidier

Elle couvre les régions administratives de Fatick et Kaolack. La pluviométrie moyenne est
comprise entre 500 et 800 mm par an.

La zone est caractérisée par la forte extension du front agricole au détriment des réserves
sylvo-pastorales. Elle est également marquée par 1’appauvrissement continuel des sols et la
salinisation des terres de sa frange cotiere. Ces sols sont de type ferrugineux tropicaux
lessivés avec une texture sableuse. Ils ont peu évolué, d’origine non climatique,
gravillonnaires sur cuirasse latéritique.

Dans cette zone, les températures maximales avoisinent 38°C en fin de saison seéche (mai-

juin).

4.3.Zone du Sénégal oriental

Constituée par la région administrative de Tambacounda, elle se caractérise par une
végétation de type soudano-sahélien et des sols peu profonds sur cuirasse latéritique. Le
climat soudanien sur les deux tiers de la zone, devient soudano-guinéen dans le tiers sud.
Cette zone bénéficie d’une pluviométrie qui varie de 600 a 1000 m m, exceptée la partie

septentrionale.

17



C’est une zone d’¢levage et d’agriculture, mais c’est aussi la principale région d’exploitation
forestiere ; fournissant la majeure partie du combustible ligneux consommé par les
agglomérations urbaines de 1’Ouest du pays. L’exploitation forestiere, les défrichements, les
feux de brousse et les pratiques pastorales destructrices ont entrainé une dégradation accélérée
de la végétation et des sols ; notamment le long des voies de communications et des vallées.
Cette dégradation se manifeste par une progression des especes arbustives au détriment des
grands ligneux.

Les sols sont hydromorphes, ferrugineux tropicaux a concrétion ferrugineuse. Les

températures sont supérieures a 40°C en mai.
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MATERIEL ET METHODES

1.Matériel végétal

Au cours de notre expérimentation, 7 provenances d’A. senegal ont été testées : Vélingara
Ferlo I, Vélingara Ferlo II, Mbeuleukhé, Louga, Diaménar, Daga Diouf et Kidira. Les

différentes provenances sont représentées dans le tableau suivant.

Tableau 2: Semences d’A. senegal récoltées dans différentes zones du Sénégal a différentes
périodes.

Provenance Lots de semence Zone de récolte  Année de récolte
Vélingara Ferlol =~ PRONASEF, n°SN/99/0280/D sylvopastorale 1999
Vélingara Ferlo I  PRONASEF, n°SN/2006/0027/D  sylvopastorale 2006

Mbeuleukhé PRONASEF, n°SN/2006/0009/D  sylvopastorale 2006

Louga PRONASEF, n°SN/2006/0023/D  sylvopastorale 2006
Diéménar ISRA/DRPF, n°98/6246 Vallée du fleuve 1998
Sénégal
Daga Diouf PRONASEF, n°SN/99/0330/D  Bassin arachidier 1999
Kidira ISRA/DRPF, n°94/4482 Sénégal oriental 1994
2.Sols

Les sites de prélévement sont des plantations d’A. senegal situées dans trois zones
écogéographiques du Sénégal ap luviométrie contrastée. Les sites géoréférencés sont
représentés dans le tableau 3. La zone sylvopastorale au nord du Sénégal ou se retrouvent les
plantations de Louga, Kamb et Linguére. Cette zone se situe entre les isohyctes 200 mm et
400 mm. La zone du sud Bassin arachidier se trouve entre les isohyétes 600 mm et 800 mm
tandis que celle du Sénégal Oriental est entre les isohyétes 600 mm et 1000 mm. Il s’agit de la
plantation de Kaffrine au sud du bassin arachidier, au centre ouest du S énégal et des
plantations de Koulor, Goudiri, Kidira au Sénégal oriental. Des prélevements de sol ont été
effectués dans chaque plantation des sites précités. Ils ont été réalisés au niveau de la

rhizosphére de trois arbres pris au hasard a I’horizon 0-0,25 m.
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Tableau 3: Différents sols prélevés dans des localités de la zone sylvopastorale, du sud Bassin
arachidier et du Sénégal oriental.

Sols Zone de prélévement Coordonnés GPS
Louga sylopastorale 15° 36
16° 15
Kamb sylvopastorale 15°19
15° 30
Linguére sylvopastorale 15°23
15° 06
Kaffrine sud Bassin arachidier 04 52072
1559548
Koulor Sénégal oriental 0671534
1545303
Goudiri Sénégal oriental 0741181
1568758
Kidira Sénégal oriental 07 98 58 7
3. Test 1599060
germination

de

A Deffet de lever I’inhibition tégumentaire, d’aseptiser les graines mais aussi de permettre une

germination homogene ; les graines d’A. senegal ont été scarifiées a 1 ’acide sulfurique

(H2S0O4) concentré pendant 14 min. Aprés plusieurs ringages avec de 1’eau distillée stérile,
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elles ont ensuite été placées dans des boites de Petri contenant de 1’eau gélosée stérile (0,9 % ;

p/v). Les boites scellées au parafilm ont par la suite été placées a I’étuve a 37°C pendant 24 h.
4.Piégeage des populations de rhizobia

Le piégeage a consisté a cultiver les plantes dans des tubes Gibson (Gibson et al., 1963) et a
les inoculer avec des suspensions de sol prélevé au niveau de la rhizosphere des arbres d’A.
senegal. Le piégeage a été effectué avec de graines des provenances Mbeuleukhé, Vélingara

et Louga. Ces provenances avaient le meilleur taux de germination.

» Plant

Bouchon . . .
Papier aluminium

Eau stérile
. Milieu Jensen

Figure 6: Plant d’A. senegal en tube Gibson.
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Figure 7: Plants d’A. senegal en tubes Gibson dans des portoirs en chambre de culture.

Les plants ont ét¢ ensuite maintenus en chambre de culture pendant 1 mois avec une
photopériode de 16 h (jour) et 8 h (nuit), une température de 30 = 1°C (jour) et 28 + 1°C

(nuit), une humidité relative de 70 = 5 % et un rayonnement photosynthétiquement actif

(PAR) de 120 umol/mz/s. Une semaine aprés repiquage, qui correspond a 1 ’apparition des
poils absorbants, les plants ont ét¢ inoculés avec une suspension de sol (1/10 ; p/v). Pour ce
faire, 10 gde chaque sol ont été suspendus dans 90 ml d’eau physiologique stérile
(NaCl: 8,77 g/l ; KH,PO4: 0,27 g/l ; Na,HPO4+H,0 : 0,71g/l ou Na,HPO : 0,568g/1). Le
mélange obtenu a été agité pendant une demi-heure et pour chaque sol associé au ne
provenance donnée, 6 répétitions ont été réalisées a raison de 1 ml par plant et 4 plants
témoins non inoculés. Enfin, la nodulation a été évaluée et les nodosités récoltées au bout de 4

semaines ont été dénombrées.
5.Estimation du nombre le plus probable de rhizobia par MPN

La méthode Most Probable Number (MPN), décrite par Brockwell (1980), a été utilisée pour
réaliser le dénombrement, dans chaque échantillon de sol, des bactéries capables de noduler
les plants d’A. senegal.

Les plants ont ét¢é maintenus en chambre de culture pendant 1 mois dans les conditions
décrites plus haut.

L’expérience précédente a montré que la provenance Mbeuleukhé présente une bonne
nodulation. De plus, la nodulation est plus précoce pour les plants de cette provenance. Ainsi

la provenance Mbeuleukhé¢ a servi pour cette expérience.
6. Caractérisation moléculaire
6.1.Extraction de I’ADN

L’extraction d’ADN a été réalisée a p artir de nodosités d’A. senegal issues des tests de
piégeage. Les nodosités obtenues ont été aseptisées a 1’hypochlorite de calcium saturé (CaCl,,
0,) et de I’alcool absolu. Elles ont ensuite ét¢ rincées abondamment a 1’eau déminéralisée.
Pour chaque sol associé a une provenance, deux plants ont été retenus. Pour chaque plant 3

nodosités ont été choisies au hasard, soit au total 6 nodosités par sol associ¢ a une provenance.
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Chaque nodosité a été écrasée avec un poter en plastique dans un tube Eppendorf contenant
100 pl d’eau ultra pure stérile. En vue de I’extraction d’ADN, 50 pl du c ontenu ont été
prélevés et les 50 pl restant ont servi pour 1’isolement des souches.

Pour chaque tube Eppendorf, dans les 50 pl de broyat réservé a I’extraction, 50 pl de
TES/saccharose 2X, puis 10ul de lysozyme (20 mg/ml) ont été rajoutés. Le contenu a été
homogénéis¢ et mélangé pendant 20 s ensuite incubé a 37°C pendant 15 min. Aprés avoir
ajouté 250 pul de GES (Guanidine Thiocyanate, EDTA, Sarcosine) dans le mélange.
L’ensemble a ét¢ homogénéisé pendant 20s puis incubé a 65°C pendant 15 min. Le mélange a
été centrifugé a 15000 rpm a 4°C pendant 15 min. L’ADN a été précipité a partir du
surnageant avec 180 ul d’éthanol absolu préalablement refroidi. Le contenu du tube a été
mélangé par de 1égers retournements ; puis laissé reposé 3 min sur la paillasse. Le précipité a
été centrifugé a 15000 rpm a 4°C, pendant 15 min. Le surnageant a été versé et le culot
contenant I’ADN a été gardé. L’ADN a été lavé deux fois avec 500 pl d’éthanol absolu
refroidi. Le précipité a été centrifugé a 15 000 rpm a 4°C pendant 15 min. L’ADN a été séché
pendant quelques minutes en laissant les tubes ouverts sur la paillasse. L extrait d’ADN a été
dissout dans un volume de NaOH 8 mM stérile permettant la dissolution compléte (50 a 200
ul). Le pH de I’extrait d’ADN a été ajusté a 7,5 avec 8 ul de tampon HEPES 0,1 M (par 50 pl
de I’extrait). La pureté et la quantité de I’ADN extrait ont été estimées par spectrophotométrie
a des longueurs d’onde variant entre 200 nm et 340 nm, puis contrdlées sur gel d’agarose a

1% (p/v). L’ADN a ét¢ dilug, au besoin, avant la PCR avec de 1’eau ultra-pure stérile.

6.2.Analyse du polymorphisme de I’ADNr 16S-23S par PCR - RFLP

La région inter génique (IGS) de ’ADNr, située entre les geénes codant pour les ARN

ribosomaux 168 et 23S, est trés variable..

6.2.1.Amplification de I’ADN par réaction de polymérisation en chaine(PCR)

L’ADNr 16S-23S a ¢été amplifi¢ par PCR avec les amorces FGPS1490-72; 5°-
TGCGGCTGGATCCCCTCCTT-3" (Normand et al., 1996) et FGPL 132°-38; 5’-
CCGGGTTTCCCATTCGG-3’ (Ponsonnet et Nesme, 1994). La réaction d’amplification a été
réalisée dans un volume total de 25 ul. Pour chaque réaction, le milieu réactionnel contient

2,5 ul de chaque amorce et 3 ul d’ADN. La Taq polymérase (1 unité) ainsi que les dNTPs
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(200uM de chaque dANTP), le MgCl, (1,5 mM) et le tampon (10 mM Tris-HCI pH 9) et 50
mM KCl étaient déja présents sous forme de billes lyophilisées ( Ready-To-Go™ PCR beads,
Phamacia Biotech). Un témoin négatif sans ADN a ét é introduit dans I’expérience. Les
produits ont été amplifiés grace a un thermocycleur Gene Amp PCR System 2400 (Perkin
Elmer). Le programme d’amplification comprend une dénaturation initiale & 94°C pendant 5
min suivie de 25 c ycles de dénaturation (94°C, 1 min), d’hybridation (60°C, 30s), de
polymérisation (72°C, 1 min 30s) et une extension finale (72°C, 7 min).

Apres la PCR, 3 pl de chaque amplifiat ont été prélevés et additionnés a 3 pul de bleu de
charge [bleu de bromophénol 0,25 % (v/v), glycérol 30 % (v/v), EDTA 10mM, pH 8,0]. Le
mélange a été¢ déposé dans des puits d’un gel horizontal d’agarose (Sigma, La Verpillere,
France) a 1 % (p/v) et coloré au bromure d’éthidium a 0,5 pg/ml. La migration du gel s’est
faite dans une cuve d’¢lectrophorése (Easy Cast, modé¢le B,) contenant dutampon Tris-
Borate-EDTA (TBE) 1X (89 mM Tris-Borate-Acetate, 2 mM EDTA, pH 8§,3), sous une
tension de 100 V et une intensité de 35 mA pendant 15 a 20 min. Le marqueur moléculaire de
taille de bande de 1 kb (Pharmacia Biotech) a permis a la fois de vérifier la taille du fragment
amplifi¢ et de déterminer sa concentration. Le gel a été photographié sous UV avec le logiciel
Gel Doc (Bio-Rad) aprés 15 a 20 min de migration a 100 V/cm dans une cuve horizontale

contenant du tampon TBE 1X.

6.2.2.Analyse du polymorphisme des fragments de restriction (RFLP)

La technique RFLP consiste a couper I’ADN amplifié¢ par une endonucléase de restriction.
En ce qui concerne notre étude, les enzymes Msp I (5°-C/CGG-3’) et Hae III ( 5°’-GG/CC-3")
ont été utilisées a raison de 5U par réaction. Une aliquote de chaque produit PCR amplifié a
été digérée avec les endonucléases de restriction a 37°C pendant au moins 2 h. Les fragments
d’ADN digérés ont été séparés par €lectrophorése horizontale sur gel d’agarose 2,5 % (p/v)
Metaphor® (FMC Bioproduct, Rocland, Maine dans un tampon TBE. L’¢électrophorése a été
réalisée sous une tension de 2,5 V/cm pendant 3 h da ns des cuves (Electrophoretic Gel
System-Maxicell EC360 M, E-C Apparatus Corporation). Aprés migration les gels ont été
colorés comme décrit précédemment. Les profils de restriction des deux enzymes ont été

comparés par pair pour tous les extraits d’ADN.
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7.1solement des souches de rhizobia

Elle a été réalisée sur les broyats de nodosités dont les extraits d’ADN ont été amplifiés et
digérés avec les endonucléases de restriction citées plus haut. Les 50 pl réservés apres
broyage de chaque nodosité ont servi a cet effet. A partir de chaque tube, quelques gouttes du
broyat ont été prélevées puis étalées sur boite de Petri contenant du milieu YMA (Vincent,
1970). Des repiquages successifs ont été réalisés jusqu’a 1’obtention de colonies pures. Les
cultures pures ont été stockées a -80°C dans du milieu YMA contenant du glycérol 20 %

(V/v).
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RESULTATS

1.Taux de germination des différentes provenances

Le taux de germination de sept provenances d’A. senegal de la zone sylvopastorale, du bassin

arachidier et du Sénégal oriental sont représentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Taux de germination des graines d’A. senegal provenant de Vélingara I, Diaménar,
Daga Diouf, Kidira, Mbeuleukhé, Vélingara II et Louga.

Provenances Vell Diam Daga Kid Mbeul Velll Loug
Taux de Germ 61 38 10 0 95 98 92
(%)

Vell ,Vélingara Ferlo I;D aga: Daga Diouf; Velll: Vélingara Ferlo II ;
Kid: Kidira; Mbel: Mbeuleukhé; Loug: Louga; Diam: Diaménar.

Les graines de la provenance Kidira récoltées en 1994 ne germent pas. Par contre, pour les
graines des provenances Vélingara Ferlo II, Mbeuleukhé et Louga récoltées en 2006, le taux
de germination est supérieur a 90 %. Ce taux est plus faible pour les provenances Daga Diouf
(10 %), Diaménar (38 %) et Vélingara Ferlo I (61 %) dont 1’age varie de 13 et 8 ans. Ces
résultats révelent que le taux de germination est inversement proportionnel a I’age des
graines. En effet, comme le démontre le taux de germination des graines de la provenance
Vélingara Ferlo de 1999 (61 %) et 2006 (98 %), la graine perd sa faculté de germer avec le

temps.

2.Piégeage

Le piégeage a été effectué avec une dilution au 1/10. Il a été réalisé avec les sols de la zone
sylvopastorale (Louga, Kamb, Linguére), du sud du ba ssin arachidier (Kaffrine) et du
Sénégal oriental (Koulor, Goudiri et Kidira). Les provenances de Vélingara I, Mbeuleukhé et
Louga qui ont montré un meilleur taux de germination ont été utilisées. L’inoculation a été

effectuée ; une semaine apres repiquage, a raison de 6 répétitions par sol et par provenance.
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2.1. Piégeage avec la provenance Vélingara

Le tableau 5 présente les résultats de la nodulation au laboratoire de plants d’A. senegal de la
provenance Vélingara avec 7 échantillons de sols des trois zones écogéographiques : la zone
sylvopastorale (Louga, Kamb et Linguére), du sud bassin arachidier (Kaffrine) et du Sénégal

Oriental (Koulor, Goudiri et Kidira).

Tableau 5: Taux de nodulation et nombre moyen de nodosités formées au niveau des plants
d’A. senegal de la provenance Vélingara associée aux sols de Louga, Kamb, Linguére,
Kaffrine, Koulor, Goudiri et Kidira.

Sols Louga Kamb  Linguere Kaffrine Koulor Goudiri Kidira
Taux de Nod (%) 33 33 17 100 100 50 50
N.M.N 10£1 943 6 516 917 10+8 917

Taux de Nod : Taux de nodulation ; N.M.N : nombre moyen de nodosités par plant

Une nodulation a été notée sur tous les plants de la provenance Vélingara associée aux sols
des trois zones écogéographiques. Cependant, le taux de nodulation des plants est variable
suivant les sols. Alors que tous les plants testés avec les sols de Kaffrine et Koulor sont
nodulés ; seule la moiti¢ des plants inoculés avec les sols de Goudiri et Kidira ont formé des
nodosités. Le plus faible taux de nodulation est noté sur les plants d’A. senegal associés au sol
de la zone sylvopastorale. Ainsi, le taux de nodulation est de 33 % pour les plants inoculés
avec les sols de Louga et Kamb. Alors qu’il n’est que 17 % pour ceux inoculés avec les sols
de Linguere. Globalement, le taux de nodulation des plants inoculés avec les sols de la zone
sylvopastorale est plus faible que celui obtenu avec ceux des deux autres zones
écogéographiques. Toutefois, quelle que soit I’origine des sols, aucune différence significative
n’a ét¢ notée entre le nombre moyen de nodosités formées. Cependant, il est & noter une

importante variabilité du taux de nodulation entre individus.
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2.2.Piégeage avec la provenance Mbeuleukhé

Les résultats de la nodulation au laboratoire des plants d’A. senegal avec la provenance
Mbeuleukhé associée aux différents sols de la zone sylvopastorale, du sud bassin arachidier

et du Sénégal oriental sont représentés dans le tableau 6.

Tableau 6: Taux de nodulation et nombre moyen de nodosités formées au niveau des plant d’A.
senegal de la provenance Mbeuleukhé associée aux sols de Louga, Kamb, Linguére, Kaffrine,
Koulor, Goudiri et Kidira.

Sols Louga Kamb Linguére Kaffrine Koulor Goudiri kidira
Taux de Nod (%) 67 0 17 67 33 100 67
N.M.N 242 0 6 614 11£1 613 615

Taux de Nod: Taux de nodulation ; N.M.N : nombre moyen de nodosités par plant

A T’exception du sol de Kamb, une nodulation a été notée avec tous les autres sols. De méme
qu’avec la provenance Vélingara, le sol de Linguere présente le plus faible taux de nodulation
(17 %. Le taux de nodulation des plants de la provenance Mbeuleukhé associés au sol de
Louga est plus élevé que celui du sol de Koulor et égal a celui du sol de Kaffrine et de Kidira.
Tous les plants inoculés avec le sol de Goudiri ont formé des nodosités avec la provenance
Mbeuleukhé. Aussi bien pour la provenance Vélingara que pour la provenance Mbeuleukhé,
le taux de nodulation est plus élevé pour les sols dusud bassin arachidier et du Sénégal
Oriental que pour les sols de la zone sylvopastorale. Le nombre moyen de nodosités formé est
plus ¢élevé pour les sols du sud bassin arachidier et du Sénégal oriental avec la provenance

Mbeuleukhé.
2.3.Piégeage avec la provenance Louga
Dans le tableau 7, les résultats de la nodulation au laboratoire de plants d’A. senegal de la

provenance Louga associée aux sols de la zone sylvopastorale, du sud bassin arachidier et du

Sénégal Oriental.
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Tableau 7: Taux de nodulation et nombre moyen de nodosités formées au niveau des plants
d’A. senegal de la provenance Louga associée aux sols de Louga, Kamb, Linguére, Kaffrine,
Koulor, Goudiri et Kidira.

Sols Louga Kamb Linguére Kaffrine Koulor Goudiri Kidira
Taux de Nod (%) 50 33 0 33 50 83 83
N.M.N 2+1 11£2 0 312 8+4 72 413

Taux de Nod : Taux de nodulation ; N.M.N : nombre moyen de nodosités

A I’exception des plants inoculés avec le sol de Louga (50 %), le taux de nodulation est faible
pour les plants inoculés avec les sols de la zone sylvopastorale (Kamb, Linguére). Aucune
nodulation n’a été notée sur les plants inoculés avec le sol de Linguére, 40 jours apres
inoculation. Le taux de nodulation le plus élevé est noté sur les plants inoculés avec les sols
de Goudiri et Kidira.

Le taux de nodulation des plants varie avec 1’origine des sols mais également avec la
provenance des graines. Par ailleurs, le taux de nodulation des plants est plus élevé quand ils

sont inoculés avec les sols du sud bassin arachidier et du Sénégal oriental.

3.Evaluation du nombre de bactéries par gramme de sol par MPN

Des dilutions ont été effectuées pour chacun des 7 sols. Les tests antérieurs sur le taux de
nodulation ont montré une bonne nodulation avec la provenance Mbeuleukhé. De plus cette
derniére présente une nodulation précoce. Ainsi, cette provenance a été servie pour les tests
MPN. Des inoculations ont été réalisées sur des plants d’A. senegal de la provenance
Mbeuleukhé a raison de 4 répétitions par dilution (Tableau 8). Le résultat des MPN est
consigné dans le tableau suivant :

Tableau 8: Estimation du nombre moyen de bactéries par gramme de sol capable de former des

nodosités sur les racines des plants d’A. senegal inoculés avec des sols de la zone
sylvopastorale, du sud bassin arachidier et du Sénégal oriental.

Sols Louga Kamb Linguere Kaffrine Koulor Goudiri Kidira
N rhiz/gsol 0 0 1,1.10*  2,3.10° 1.10" 32.8.10° 2,3.10°
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Le nombre de bactéries par gramme de sol est plus important pour les sols du sud bassin
arachidier et du Sénégal oriental que pour les sols de la zone sylvopastorale. Ce nombre est
faible pour les sols de la zone sylvopastorale. Ainsi, le nombre de bactéries par gramme de sol
est nul pour les sols de Louga et de Kamb. Le nombre de bactéries capable de noduler les

plants d” A. senegal est globalement plus élevé pour les sols du Sénégal oriental.

4.Caractérisation génétique des souches d” A. senegal

4. 1. Amplification

L’extraction de ’ADN a été effectuée sur un total de 74 broyats de nodosités de plants d’A.
senegal des provenances de Vélingara, Mbeuleukhé et Louga, inoculés avec les sols des 3
zones écogéographiques. La pureté de I’ADN a été étudiée au spectrophotométre. Les extraits
d’ADN au nombre de 35 dont le rapport protéique est compris entre 1.5 et 2 ont été amplifiés
par PCR (Polymérase Chain Reaction) et répartis en groupes IGS (Intergenic spacer) par la
technique RFLP. Le tableau 6 récapitule les résultats des amplifications des groupes RFLP de

souches de rhizobium issues de broyats de nodosités de plants d’A.senegal.

30



Tableau 9: Amplification par PCR/RFLP de I’'IGS de I’ADNr des extraits d’ADN de broyats
de nodosités obtenues par piégeage de plants d’A. senegal. Les plants des 3 provenances ont
¢été inoculés 7 jours aprés germination avec 7 sols des 3 zones écogéographiques.

Sols Provenances Sol/Provenance Amplifications Groupe RFLP
Louga Vélingara Lo/V1 + X1
Mbeuleukhé Lo/Mbl1 + XV
Louga Lo/Lol + XV
Lo/lo2 + XV
Kamb Vélingara Ka/V1 - -
Mbeuleukhé Ka/Mbl - -
Louga Ka/Lol - -
Lingueére Vélingara Lin/V1 + XVI
Mbeuleukhé Lin/Mbl - -
Louga Lin/Lol + XI
Kaffrine Vélingara Kaf/V1 + VI
Kaf/v2 + X
Mbeuleukhé Kaf/Mbl - -
Louga Kaf/Lol + VI
Kaf/Lo2 + VI
Koulor Vélingara Ko/V1 + v
Ko/V2 + v
Ko/V3 + v
Ko/V4 + VI
Ko/V5 + VI
Mbeuleukhé Ko/Mbl + Xl
Louga Ko/Lol + I
Goudiri Vélingara Go/V1 + VII
Go/V2 + v
Mbeuleukhé Go/Mbl + I
Go/Mb2 + I
Go/Mb3 + I
Go/Mb4 + v
Louga Go/Lol - -
Kidira Vélingara Kid/V1 + 11
Mbeuleukhé Kid/Mbl1 + I
Kid/Mb2 + v
Kid/Mb3 + v
Kid/Mb4 + IX
Louga Kid/Lol + I
Total 29

Plus de 80 % des extraits d’ADN de I’IGS de I’ADNTr ont été amplifiés par PCR. Par contre,

aucune amplification n’a pu €tre obtenue sur les extraits d’ADN de broyats de nodosités

issues des plants inoculés avec le sol de Kamb. En considérant le rapport du nombre de profils
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IGS sur le nombre de nodosités analysées par zone écogéographique, on constate que les sols
du Sénégal oriental présentent le taux d’amplification de I’'IGS de ’ADNTr le plus élevé, 95 %.
Le sol du sud du bassin arachidier affiche 80 % d’amplification de I’IGS de I’ADNr et enfin
60 % de L’IGS de I’ADNr des sols de la zone sylvopastorale a été amplifié.

Le taux d’amplification de I’IGS de I’ADNr des extraits d’ADN de nodosités des plants d’A.
senegal inoculés avec les sols du sud du bassin arachidier et du Sénégal Oriental est plus

¢levé que celui des sols de la zone sylvopastorale.

4.2.Analyse du polymorphisme des fragments de restriction

Les résultats de I’analyse du polymorphisme des fragments de restriction obtenus apres la
digestion avec les enzymes Haelll et Mspl de I’'IGS de I’ADNr des souches de rhizobium
isolées de plants d’A. senegal sont consignés sur les figures 7,8 ¢ t 9.L es groupes
¢lectrophorétiques sont regroupés sur la base de la ressemblance des profils

¢lectrophorétiques obtenus apres digestion avec les enzymes Haelll et Mspl.
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M XI VI X VI Xl v VvV Vvl V VI 1 M

Linguére Kaffrine Koulor
1000pb —»
Haelll
M X VIX Vi Xl Vv vV VI V VI M
Linguére Kaffrine Koulor
1000pb —»
Mspl

Figure 8: Gel d’¢lectrophorése montrant les profils de restriction obtenus avec les enzymes

Haelll et Mspl de I’'IGS des extraits d’ADNTr des broyats de nodosités de plants d’A. senegal

inoculés avec les sols de Linguere, Kaffrine et Koulor ; M=100pb.
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M | 1 v v 11 I 1V VI 1l IX IV 11 M
Goudiri Kidira Kaffrine Kidira
<4—1000nb
Haelll
M 1 I v v 11 I 1V VI 1l IX IV I M
Goudiri Kidira Kaffrine Kidira
<4—1000nb
Mspl

Figure 9: Gel d’électrophorése montrant les profils de restriction obtenus avec les enzymes
Haelll et MsplI de I’'IGS des extraits d’ ADNr des broyats de nodosités de plants d’A. senegal
inoculés avec les sols de Goudiri, Kidira et Kaffrine ; M=100pb.
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Figure 10: Gel d’¢lectrophorése montrant les profils de restriction obtenus avec les enzymes
Haelll et MspI de I’'IGS des extraits d’ADNr des broyats de nodosités de plants d’A. senegal
inoculés avec les sols de Louga, Linguére ; M=100pb.

Les profils de restriction ci-dessus sont obtenus par électrophorése des produits de digestion
des amplifiats de I’IGS des souches de rhizobia isolées d’A. senegal provenant des sols de la
zone sylvopastorale, du sud bassin arachidier et du Sénégal oriental. L’analyse comparée des
différents profils montre qu’il existe une diversit¢ génomique non seulement entre isolats de
sols différents mais également entre isolats issus d’un méme sol. Les souches de rhizobia
capables de noduler les plants d’A. senegal différent selon le sol et selon la provenance qui a
servi au piégeage. Par exemple, pour le sol de Goudiri, les plants d’A. senegal de la
provanance Vélingara sont nodulés par les souches de rhizobium de profils IGS IV et VII

alors qu’avec la provenance Mbeuleukhé, on retrouve les profils IGS I, IT et V.
4.3.Répartition des groupes RFLP selon I’origine géographique des sols
Les différents groupes de profils électrophorétiques de souches de rhizobium isolées de plants

d’A. senegal inoculés avec des extraits aqueux de sols de la zone sylvopastorale, du sud du

bassin arachidier et du Sénégal oriental sont représentés sur la carte suivante.
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Figure 11: Répartition des souches de rhizobium isolées de plants d’A. senegal dans la zone
sylvopastorale, le sud bassin arachidier et le Sénégal oriental.

Nos résultats semblent montrer une discrimination des souches de rhizobium associées a A.
senegal selon I’origine géographique des sols. Ainsi, aucune souche n’est retrouvée en méme
tant dans les trois zones d’études. La souche VI apparait au sud du bassin arachidier et a
Koulor au Sénégal Oriental. Les souches XI, XIII, XIV, XV et XVI ne se retrouvent que dans
la zone sylvopastorale de méme, les souches X et VIII apparaissent qu’a Kaffrine au sud du
bassin arachidier. Les souches I, II, III, IV, V, VII, IX et XII ne se retrouvent qu’au Sénégal
oriental. Les sols de la zone du Sénégal oriental ont une diversité plus €élevé au minimum 4
profils électrophorétiques par sol. En revanche, 3 profils IGS par sol ont été retrouvés au sud
Bassin arachidier et dans la zone sylvopastorale. Cette derniere présente 31 % des profils, 19
% au sud Bassin arachidier et 50 % au Sénégal oriental. Le sol de Goudiri présente la plus

importante diversité avec le plus grand nombre de profils.
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5.1solement des souches de rhizobia

I1 a été effectué aprés amplification par PCR de I'IGS de ’ADNr d’extraits de nodosités de
plants d’A. senegal inoculés avec 7 sols provenant des 3 zones écogéographiques de la zone
sylvopastorale, du sud du bassin arachidier et du Sénégal oriental. Les broyats de 29 extraits
d’ADN dont I'IGS de ’ADNr a été¢ amplifié ont été étalés sur boite de pétri contenant du
milieu YMA. Les résultats obtenus aprés repiquages successifs jusqu’a I’obtention de la
souche pure sont consignés sur le tableau 8.

Plus de 75% des broyats des extraits d’ADN dont I'IGS a ét¢ amplifié ont été isolés.
Lorsqu’on considére le nombre de souches isolées par rapport au nombre au nombre de
groupes IGS, on constate que les sols du Sénégal oriental présentent 74 %. Ce taux est de 50%

pour le sud du bassin arachidier et 100 % pour la zone sylvopastorale.
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Tableau 10: Isolement de souches de rhizobium provenants de broyats de nodosités de plants
d’A. senegal inoculés avec les sols de Louga, Kamb, Linguére de la zone sylvopastorale, de
Kaffrine du sud bassin arachidier, de Koulor, Goudiri et Kidira du Sénégal oriental.

Sol/Provenance Profils IGS Isolats
Lo/V1 X111 +
Lo/Mbl XV +
Lo/Lol XV +
Lo/102 XV +
Ka/Vl1 - -
Ka/Mbl - -
Ka/Lol - -
Lin/V1 XVI +
Lin/Mb1 - -
Lin/Lol XI +
Kaf/Vl1 VI +
Kaf/v2 X +
Kaf/Mbl1 - -
Kaf/Lol VI -
Kaf/Lo2 VIII -
Ko/V1 A% +
Ko/V2 A% +
Ko/V3 A% +
Ko/V4 VI +
Ko/V5 VI -
Ko/Mbl X1I -
Ko/Lol 111 +
Go/V1 VII +
Go/V2 v -
Go/Mbl I +
Go/Mb2 II +
Go/Mb3 II +
Go/Mb4 A% +
Go/Lol - -
Kid/V1 I +
Kid/Mb1 I +
Kid/Mb2 v +
Kid/Mb3 v +
Kid/Mb4 IX -
Kid/ILo1 III -
Total 22
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DISCUSSION

Nos résultats ont montré que le taux de germination varie avec la provenance des graines et
que ces dernieres perdent leur faculté de germination avec le temps. Le taux de germination
de la provenance Vélingara Ferlo varie avec 1’age des graines. Ce taux est plus important avec
les graines de 2006 (98 %) qu’avec celles de 1999 (61 %). La germination dépend de la
quantité¢ et de la qualité des réserves. Ainsi, elle peut étre réduit lorsque les réserves des
graines sont oxydées ou bien quand elles sont insuffisantes. Une longue conservation des
graines peut entrainer une oxydation des réserves, particulierement pour les graines de nature
protéique ou lipidique. La qualité et la quantité des réserves dépendraient des caractéristiques
génétiques de la plante mais également de I’environnement. Ainsi, la forte variabilité
génétique intra-spécifique retrouvée chez les Acacias se refléterait sur les graines de ces
derniers et interférerait sur le taux de germination des provenances. Des résultats similaires
ont ¢ét¢ obtenus par Sharma (1973) et Gutterman (1993). Ces auteurs ont montré que la
germination est régulée par des caractéristiques génotypiques mais aussi par les conditions

environnementales et, en particulier la disponibilité de 1’eau dans le sol.

Nos résultats ont montré que la nodulation de plants d’A. senegal inoculés avec des sols de la
zone sylvopastorale, du sud bassin arachidier et du Sénégal oriental varie selon les
provenances des graines. Les provenances d’A. senegal de Vélingara, Mbeuleukhé et Louga
montrent des différences en ce qui concerne la nodulation. Ainsi, il y a une différence en
terme de nodulation entre les provenances de la méme espece. Ce résultat suggere que la
provenance exerce une pression de sélection sur les souches de rhizobia capable de noduler A.
senegal. Nos résultats sont similaires a c eux de Odee et al. (1995) qui en étudiant les
parameétres caractérisant la nodulation chez A. tortilis ont montré 1’existence d’une variabilité
intra-spécifique. En fait, le dialogue moléculaire qui se produit entre la plante et la bactérie
explique la spécificité de la nodulation des Légumineuses. D’ou la nodulation varie en
fonction de la variabilité génétique des provenances. Plusieurs auteurs ont démontré qu’il y a
fréquemment une grande relation entre I’origine génétique des Légumineuses ligneuses et leur
capacit¢ a former des nodosités, et a fixer 1’azote atmosphérique en symbiose avec les
rhizobia (Nasr et al., 1999 ; Lesueur et Diouf, 2001). Aussi, Sarr et al. (2005) ont montré qu’il
existe une différence intra-provenances d’espéces d’Acacia, en ce qui concerne la nodulation,

quand elles sont inoculées par le méme sol.
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Nos résultats ont montré que pour une méme provenance, le taux de nodulation varie suivant
I’origine du sol qui a servi a I’inoculation. En effet, les sols présentent différents potentiels en
bactéries capables de noduler A. senegal . Ces résultats pourraient étre corrélés a la densité
des populations de rhizobia. Quelle que soit la provenance, nous avons noté une faible
nodulation quand les plants sont inoculés avec une suspension de sol de la zone
sylvopastorale. Nos résultats ont montré que le nombre le plus probable de bactéries capables
de noduler A. senegal différent entre les 7 sols. Le taux de nodulation est plus important pour

les sols de la zone sud bassin arachidier et du Sénégal oriental ou le MPN est plus élevé.

Nos résultats ont montré une pauvreté des sols de la zone sylvopastorale en bactéries capables
de noduler A. senegal estimées par MPN. Cependant, comme la plupart des espéces de
Légumineuses, A. senegal est capable d’assurer une association symbiotique. Plusieurs
facteurs semblent affecter la nodulation des arbres fixateurs d’azote, en général, et des Acacia
spp., en particulier (Nasr et al., 1999). En effet, pour certaines espéces d’Acacia, les facteurs
du milieu peuvent agir sur leur nodulation (Dart et Zou, 1993). Les conditions physico-
chimiques du sol pourraient avoir une influence sur les populations de rhizobia capables de
noduler A. senegal. Les rhizobia sont aussi des microorganismes telluriques et sont confrontés
a des situations adverses dans le sol. Par conséquent, leur maintien s’appuie sur leurs
aptitudes a s’installer activement dans le sol méme en présence des contraintes
environnementales. Chatel et al. (1968) ont proposé le terme de compétence saprophytique
pour désigner 1’aptitude des rhizobia qui sont capables de croitre comme des saprophytes et
de persister dans le sol comme un composant stable de la microflore du sol. Il existe une
multitude de facteurs d’origine édaphique susceptibles d’altérer la compétence saprophytique
d’une souche de rhizobium (Diem, 1993). Parmi les réponses immédiates des rhizobia au
stress hydrique on peut citer les changements morphologiques. Ces modifications cellulaires
conduisent a une réduction de I’infection et de la nodulation des Légumineuses (Zahran,
1999). Les conditions environnementales drastiques pourraient entrainer des pertes de
plasmides et donc la faculté¢ des rhizobia a former des nodosités. Les souches de rhizobia
capables de tolérer ces facteurs adverses ont probablement une grande compétence
saprophytique et peuvent persister longtemps dans le sol. Diem et al. (1993) ont montré que
les conditions de stress environnementales comme la sécheresse modifieraient la génétique
et/ou les propriétés symbiotiques des souches indigenes. Il pourrait avoir une corrélation entre
la densit¢ des populations natives de rhizobia des sols de la zone sylvopastorale et les

propriétés physico-chimiques du milieu. Ainsi, ce faible taux de nodulation que nous avons
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observé dans cette zone pourrait étre corrélé a la pauvreté en rhizobia natives capables de
noduler A. senegal. En effet, Diouf et al. (2003) ont montré que la taille de I’inoculum avait
une influence sur la nodulation des espéces forestieres.

Cependant, la densité moindre des populations de rhizobia serait due a 1’aridité du milieu. La
zone sylvopastorale a une faible pluviométrie (inférieure a 400 mm) par rapport a la zone du
sud bassin arachidier et du Sénégal oriental. Cela voudrait dire que la pluviométrie jouerait un

role déterminant sur la densité des populations de rhizobia capables de noduler A. senegal.

Au Sénégal, notre étude menée dans la zone sylvopastorale, le sud bassin arachidier et le
Sénégal oriental a montré que A. senegal est nodulé par une diversité de souches de rhizobia.
Plusieurs auteurs ont démontré le pouvoir discriminant de I’analyse par la technique PCR-
RFLP de I’ADNr pour le groupement des souches sur le plan génétique. Des études de la
diversité des rhizobia nodulants les acacias sahéliens ont montré qu’il ya une diversité
génétique dans les populations de rhizobia originaires du Sahel (Ba et al., 2002 ; Odee et al.,
2002 ; Diouf et al., 2007). Les résultats obtenus aprés amplification par PCR de I'IGS 16S-
23S de ’ADNr de nos différents extraits d’ADN de nodosités et aprés digestion par les
enzymes de restriction Hae III et Msp I, ont révélé des profils distincts. L’analyse de ces
profils de restriction a révélé une importante diversité des souches de rhizobia associée a A.
senegal. Ils se répartissent en 16 profils électrophorétiques. La zone sylvopastorale présente
31 % des profils, 19 % au sud bassin arachidier et 50 % au Sénégal oriental. Cependant,
contrairement aux travaux de Krasova —Wade (2003), sur la diversité des rhizobia nodulant le
niéb¢ au Sénégal ; il nous parait difficile d’établir une quelconque corrélation entre la
diversité des rhizobia notée et les zones écogéographiques. Un échantillonnage plus important
permettrait de vérifier la structuration des populations de rhizobia associées a A. senegal selon

les conditions du milieu.

Nos résultats montrent une diversité des souches de rhizobia selon les provenances. Par
exemple, quand on considere le sol de Goudiri avec la provenance de Vélingara, on retrouve
la souche VII et IV, en revanche avec ce méme sol, on obtient la souche I, II et V avec la
provenance de Mbeuleukhé. Ceci révele qu’il y a une relation entre la provenance de la plante
hote et la souche de rhizobium qui la nodule. Ce résultat s’expliquerait par une spécificité
entre la bactérie et la plante hote avant la formation de la nodosité. Nos résultats confirment
ceux de Sarr et al. (2005) qui suggéraient que pour le méme sol, la souche qui nodule A.

nilotica pouvait largement dépendre de la provenance de la plante hote.

41



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail a consisté a faire ’inventaire de la diversité naturelle des rhizobia associés a A.
senegal en relation avec les conditions pédoclimatiques dans trois zones écogéographiques du
Sénégal : zones sylvopastorale, sud Bassin arachidier et Sénégal oriental. Nos résultats ont
montré qu’il y a une différence en ce qui concerne la nodulation entre les provenances d’A.
senegal. De plus, le nombre de bactéries par gramme de sol varie en fonction des différentes

zones d’étude.

Nous avons également montré que la graine perd sa faculté¢ de germination avec le temps.
Cela a un rapport avec la qualité et la quantité des réserves mais aussi avec 1’environnement.

Les graines qui ont des réserves glucidiques résistent plus a I’effet de 1’age sur la germination.

Le taux de nodulation des plants d’A. senegal varie avec la provenance des graines mais aussi
avec la pluviométrie. Les provenances exerceraient une sélection sur les rhizobia capables de
noduler A. senegal. Par conséquent il y aura une différence de performance quand a la
formation des nodosités. D’autre part, les conditions pédoclimatiques en particulier la
pluviométrie exerce une pression sur les rhizobia capables de former des nodosités avec A.

senegal. De ce fait, il se révele que la densité augmente quand ces conditions sont favorables.

La quantité de bactéries capables de former des nodosités avec A. senegal est plus grande
pour les sols se trouvant dans des zones de pluviométrie plus élevée. Les conditions
pédoclimatiques favorables permettent un meilleur développement des rhizobia. Dans ce sens,

il y aura une augmentation de la densité de ces bactéries dans ces conditions.

Il y aune discrimination des souches de rhizobia capables de former des nodosités avec A.
senegal dans les trois zones écogéographiques. Cependant, nous ne pouvons pas établir une

corrélation entre la diversité des souches de rhizobia et les conditions pédoclimatiques.

En perspective, 1’étude de I’infectivité et de I’effectivité de ces souches serait utile et nous
permettrait d’envisager des inoculations au champ étant donné que les sols de la zone
sylvopastorale sont pauvres en rhizobia capables de former des nodosités avec A. senegal. Il
serait aussi important d’effectuer la caractérisation phénotypique des souches afin d’avoir une

meilleure connaissance de I’écologie de ces rhizobia et de leur comportement vis a vis du pH,
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de la salinité, de I’acidité... La détermination des caractéristiques phisico-chimiques du sol
sera réalisée dans le but de mieux comprendre 1’origine de cette diversité. Un échantillonnage
plus grand sera effectué pour vérifier la structuration des populations de rhizobia associés a A.

senegal selon les conditions du milieu.
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ANNEXE

1) Milieu YM et YMA [Vincent, 1970)

Mannitol 10g
KH,PO4 0,5g
Glutamate de sodium 0,5g
NaCl (solution a 50 mg/ml) Iml
Solution T (MgSO4, 7H,0, 10g/1) 10ml
Solution U (CaCl2, 40g/1) Iml
Solution V (FeCls, 4g/1) Iml
Extrait de Levure lg
Eau distillée Q .S.P. 1000ml
Agar 20g

Ajuster le pH 6,8 et stériliser a 120°C pendant 20 min

2) Milieu Jensen (Vincent, 1970)

K>HPO4 (20g/1) + MgSO4, 7H,0 (20g/1) 10ml
NacCl (20g/1) 10ml
CaHPO4 (50g/1) 20ml
FeCls, 6H,0 (4g/l) ou 11,11ml de FeCls, 6H,O en solution 10ml
Solution d’oligo-¢léments de Jensen 1 ml
Eau distillée Q.S.P. 1000ml
Agar 20g

Ajuster le pH a 6,7 ; I’addition d’agar se fait aprés ajustement du pH
Stériliser a 120°C pendant 20 min

3) Solutions pour I’extraction de I’ADN des nodosités

a) TES : Tampon de broyage (TES/Saccharose)

Trizma Base 20mM
EDTANa, ImM
NaCl 50mM
Saccharose 8%p/v
pH 8,0

Conservé a 4° C


http://www.rapport-gratuit.com/

b) GES (Guanidine thioacide, EDTA, Sarcosine)

Guanidine thiocyanate 0,5mM
EDTANa, 100mM
N-Lauryle sarcosine 1%p/v
pH 8,0

c¢) Lysozyme

Lysozyme 20mg/ml
Tris-HCI 10mM
EDTANa, ImM

Conservé a —20° C

Ne pas dépasser 2 mois de conservation a —20° C

d) Tampon Tris-Borate (TBE)

Tris-Base 1,1 % (p/v)
Na,EDTA, 2H,0 0,074 % (p/v)
Acide Borique 0,55 % (p/v)

Ajuster le pH a 8,0 et stériliser a 120°C pendant 20 min

e) Glycérol 60 %
Glycérol 100 % 60 ml

Eau déminéralisée 40 ml

Stériliser a 120°C pendant 20 min

f) Tampon de charge
Bleu de Bromophénol 0,25 %
Glycérol 30 %

g) Solution de bromure d’Ethidium (BET)
Bromure d’Ethidium 100 pl
Eau distillée QSP 1000 ml
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