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La famille des Leguminosae (Fabaceae)

—650 genres, 18 000 especes

—Trois sous-familles:

— Papilionoideae (nodulées a 97%)

» 13 400 especes (herbacees a arborescentes,
tempeérées a tropicales)

—Mimosoideae (nodulées a 95%)

» 2 700 especes (ligneux pérennes, tropicales)
— Caesalpinioideae (nodulées a 26%)

» 1 900 especes (ligneux pérennes, tropicales)
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241. Acacia cincinnata (170) 242, Acacia spirorbis 243. Acacia mangium (172)
subsp. solandn (171)

244, Acacia grandifoha (172) 245. Acacia holosencea (173) 246. Acacia neurocarpa (174)

247. Acacia pellita (176) 248. Acacia nesophula (176) 249. Acacia sencoflora (178)

250. Acacia cole: (178) 251. Acacia elachantha (179) 252, Acacia cowleana (180)

253. Acacia thomsonu (181) 254, Acacia gonoclada (182) 255, Acacia laccata (182)

Acacia mangium, NQId, Aus
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2 - Mycorhization arbusculaire




3 - Ectomycorhization
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Russula sp., N Qld, Australia

Taxon / Pays Ectomycorhizes

Scleroderma sp./Congo Whitish, sinuous

Pisolithus sp./Madagascar Yellow-gold, straight

Scleroderma sp./Madagascar Whitish, sinuous

Xerocomus sp./Madagascar Yellow-brown, hairy

Thelephora ramarioides/Malaysia Dark-brown

Pisolithus albus / Sénégal Yellow-gold, straight N A e N
Thelephora ramarioides/Singapour Dark-brown e LT VLR T N

Lactarius wirrabara, N Qld, Australia
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Dans ce contexte :

1- Dans une forét tropicale non perturbée, dans son aire d’origine,
comment la diversité des symbiotes bactériens a-t-elle évolué sur 20 ans ?

2- Lors de son introduction hors de son aire d’origine, sans son cortége
symbiotique originel, avec quels partenaires microbiens Acacia mangium
a-t-il réalisé sa symbiose ?

3- Dans le cas ou les plantations d’A. mangium ont été faites en
association avec des souches sélectionnées, que sont devenues ces
souches ?
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Méthodologie

nodA
2.18 kbp

B. japonicum
str. USDA 110
9,105,828 bp

recA
6.32 kbp




Résultats

1- Isolement des souches nodulantes

Pays Année Isolement  Isolats re-nodulants
Australie 1986 Serre 76
Australie 2007 Serre 103
Australie 2007 Broyat direct 69
Australie 2009 Broyat direct 109
Malaisie 2007 Broyat direct 61
Sénegal 2007 Broyat direct 52
Bresil 2007/09 Broyat direct 96
Total 566




Résultats

Essai d'inoctﬂation de I:uaséﬁg, 15 ans aprés sa mise en place Essai de revégétalisation a Porto Trombetas
Pays Site Inoculum Age ala Isolats
récolte renodulants
Brésil Seropedica BR3609 et BR6009 5 mois 15
Brésil Porto Trombetas BR3609 et BR6009 8 ans 18
Breésil Itatinga BR3609 et BR6009 6 ans 22
Malaisie Luasong Austllc ou Aust 13c 15 ans 28
Sénégal Richard Toll Aust 13c 5 ans 25

108

Isolement des souches nodulantes en parcelles inoculées



Résultats

Bradyhizobium liaoningense LMG18230 T
Bradyhizobium yuanmingense CCBAU10071 T
Aust2l abcd
Aust24 d
Aust22 b
Austl6-17 ¢
Aust0 abcd
Qaml4W XY
Qam55W X Z
Aust01 a
Aust4 abc
Austb abcd
Aust23 ab
Bradyhizobium canariense BTA-1 T
Bradyrhizobiun betae LMG21987 T
Bradyrhizobium japonicum USDA110
Bradyrhizobium éaponlcum USDAG6 T
radyrhizobium sp. BRIl
Bradyhlzoblun elkanii LMG6134 T
QamO6W XY
Aust03- 04-05 b
5 Austl6-17 d
Austl8 a
Aust22 ac
AustOlbd
Austl2 ac
Qam42 W
Qam49W XY Z
Austl9abcd
Qam05W XY Z

Qam43Z
Austl3acd
Austl3 b
Qaml19W XY Z

I =

Aust01 ¢
Qam09W X
Aust23 ¢ d
Qam39W XY Z
Aust06 a
Qam51W XY Z

Austllbc

Iron Range
B|00mfle|d - Aust09-10abcd
. R Aust®Babcd
Daintree River A gae
Cape Kimberley AU Ao
Mossman Road

Qaml7W
Austl2 b

Qam43W
Austl2 abd
Austll a

Arnot Creek
Lannercost

recA

Qam04 W

Austl6-17 a
Qam36W XY Z

Qam28W XY

Rhodospirillun rubrum ATCC11170 T

1- Dans une forét tropicale non perturbée, dans son aire d’origine, comment la diversité des symbiotes bactériens a-t-elle évolué sur 20 ans ?

Fréquence

Distribution des haplotypes recA surles 4
échantillonnages

Haplotypes

m1986
2009
2007

= Qam2007

Fréquence

Distribution des haplotypes nodA surles 4
échantillonnages

Haplotypes

W 1986
m 2007
2009

B Qam2007




1- Conclusion aire d’origine:

Diversité restreinte au genre Bradyrhizobium, mais majoritairement plus proche de I'espece
B. elkanii : Il existe une vraie spécificité d’A.mangium

Sur 20 ans, on a une modification de la composition des populations bactériennes, mais pas
de perte de diversité (les estimateurs de diversité sont constants entre les années)

Certains haplotypes sont retrouveés sur les 20 ans: Evolution lente de cette diversité.

Pas de structuration géographique importante de la diversité génétique en fonction du
peuplement échantillonné : il suffit de se focaliser sur un site pour récupérer une diversité
bactérienne importante



2 - Dans les zones d’introduction, sans inoculation, et par rapport a I’aire d’origine, avec quels partenaires
bactériens Acacia mangium a-t-il réalisé sa symbiose ?
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2 - Dans les zones d’introduction, sans inoculation, et par rapport a I’aire d’origine, avec quels partenaires
bactériens Acacia mangium a-t-il réalisé sa symbiose ?
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2 - Conclusion zones d’introduction

Marqueur recA :

« Diversité toujours restreinte au genre Bradyrhizobium, et majoritairement toujours plus proche de
I'espéce B. elkanii.

+ Tout est partout, c’est a dire gqu’il n’y a pas, d’'un point de vue phylogénétique, de structuration de la
diversité des bradyrhizobiums. On ne détecte pas de phylum spécifique de zone géographique.

« Un seul cas d’haplotype partagé entre deux pays dans notre échantillonnage (entre Malaisie et
Australie) : Effet combiné de la mutation et de la dérive sur les populations bactériennes

« Par contre lorsque I'on analyse les données en population par site d’origine au sein de chaque pays,
on révele que les souches ayant une méme origine se ressemblent plus entre elles.

. Par contre les niveaux de diversité estimés sont variables en fonction des sites
Marqueur nodA :

» Phylogénie : image beaucoup plus contrastée

* Deux clades compléetement isolés incluant toutes les souches du Brésil

* Quelques haplotypes de Malaisie s’intercalant avec I’Australie mais visuellement beaucoup plus
d’haplotypes australiens.

* Les souches de Bradyrhizobium se distribuent au niveau mondial, mais en un site donné, les
échanges génétiques font que les géenes symbiotiques sont profondément modifiés par des
remplacements ou des pertes. Donc, en zone d’introduction, les souches locales doivent étre
étudiées d’un point de vue taxonomique mais aussi symbiotique.



3- Devenir des souches inoculums dans les essais d’inoculation en zone d’introduction ?
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Rhodospirillum rubrum ATCC11170 T

Mesorhizobium ciceri USDA3383

Mesorhizobium huakuii LMG14107 T
Mesorhizobium albiziae LMG23507 T
Mesorhizobium amorphae LMG18977 T

BR3696 (2)
Mesorhizobium caraganae LMG24397 T
BR3660 (2)
97 . BR3661 (1)
BR3662 (2)
Mesorhizobium plurifarium ORS1001
BR3742 (3)
BR3663 (4)
Bradyrhizobium genospecies V

7
99
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Azorhizobium caulinodans ORS571 T.

Mesorhizobium

=

Sinorhizobium meliloti 1021

+

Mesorhizobium albiziae CCBAU611
Mesorhizobium ciceri UPMCa7 T
Mesorhizobium caraganae CCBAU11299
Mesorhizobium amorphae CCBAU11242
Mesorhizobium huakuii CCBAU11270
Mesorhizobium plurifarium CFNESH18 100
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Mesorhizobium septentrionale SDW014 100

—————————— D (14) BR3660 j
Bradyrhizobium sp. U11

77
58T

%'

T100
'||86

J

9
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3 - Conclusion : devenir des inoculums

Apparition du genre Mesorhizobium, uniquement sur les sites brésiliens inoculés

Sur les 3 sites brésiliens, aucune des souches n'est identique a la souche inoculum BR3609.
La 2"% souche inoculum BR6009 n'est détectée que sur un des 3 essais. Ainsi, sur le site
d’ltatinga, les séquences des 4 loci sont identiques a l'inoculum pour 18 des 22 isolats, soit
82% des nodules.

Sur le site malaisien (Luasong), inoculé par les deux souches de Bradyrhizobium sp.
australiennes (Austllc et Austl3c), la souche Austllc est re-détectée sur 13 souches parmi
les 28 isolats (46%). lls possedent sur les 4 loci exactement la méme séquence que la
souche inoculum.

Toujours sur le site de Luasong, la souche Austl3c n'a jamais été détectée par le gene recA.
Cependant 5 souches possedent exactement la copie du gene symbiotique nodA d’Austl13c.

Les mémes résultats sont retrouves sur les isolats du Sénéegal. Parmi les 25 isolats, on ne
retrouve aucune séquence recA identique a la souche Austl13c alors que pour le gene nodA,
100% les souches séquencées possedent une copie identique a l'inoculum Aust13c.

Donc, difficile de prévoir le devenir d’'un inoculum (3 sites, 4 cas rencontrés)!



Conclusion : et la gestion des ecosystemes tropicaux?

L’introduction et I'utilisation d’essences forestiéres exotiques est une pratique ancienne, qui peut
comporter des risques mais peut apporter des réponses adaptées aux situations locales dans des délais
rapides.

Les partenaires symbiotiques ne sont pas toujours présents ou pas toujours efficaces et I'inoculation avec
des souches adaptées doit étre pratiquée.

Si les souches locales ne sont pas suffisamment efficaces, ou incompatibles ou non disponibles,
I'utilisation de souches inoculums sélectionnées et validées peut étre pratiquée avec suivi sur des
parcelles d'essais avant utilisation a grande échelle.

Ce projet montre que l'aire d’origine de I'arbre est un réservoir privilégié d’inoculums efficaces et
compétitifs. L’arbre doit étre préservé dans son aire d’origine aussi pour y préserver ses partenaires
symbiotiques.
Quel risque y- a-t-il, lors de l'introduction d’'une essence forestiére exotique, a simultanément introduire
ses partenaires symbiotiques naturels? Il ne semble pas se dégager de regle générale, cependant:

— On estime entre 600 et 100 000 le nombre d’espéces bactériennes par g de sol.

— Il peut se produire des transferts spontanés de genes (symbiotique dans notre cas) avec des souches locales. Mais
ces transferts horizontaux de génes font partie intégrante du fonctionnement biologique des sols et de I'évolution du
monde bactérien. Des genes symbiotiques sont retrouvés au sein des communautés bactériennes dans pratiquement
tous les écosystemes y compris marins.

L’utilisation d’essences forestiéres locales doit étre privilégiée, mais dans le respect des écosystémes et
pas seulement des Iégislations et des frontieres politiques.






Les loci ciblés

Le gene recA code pour la protéine RecA qui rentre en jeu dans le processus de réparation
de I'ADN par recombinaison homologue.

La protéine chaperone DnakK, dit de choc thermique (ou Heat Shock Proteins), codée par le
gene dnakK, garantit la bonne conformation des protéines de la cellule et donc une
protection contre leur dénaturation notamment a la chaleur (Stepkowski et al. 2003).

Le gene ginll code pour la glutamine synthétase Il qui joue un réle dans la synthése de la
glutamine et donc dans le métabolisme azoté.

Nous avons également choisit d'amplifier le gene de nodulation nodA afin de voir s'il existait
un transfert de ce gene symbiotique entre souches, notamment de l'inoculum vers les
bactéries indigenes. Chez les rhizobia, les genes de nodulation et de fixation d'azote sont
souvent regroupés en un ilét symbiotique, localisé sur un plasmide ou sur le chromosome,
comme pour la souche de Bradyrhizobium USDA100 (MacLean et al. 2007). nodA est un
gene commun de nodulation qui code pour une acyltransferase. Comme les genes nodB et
nodC, il code pour la synthése du squelette des facteurs Nod, qui sont des
lipochitooligosaccharides, molécules signales induisant la formation des nodules.



