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1. Introduction

L'objectif de ce projet est d'accéder a un aspect de la biodiversité de la
forét guyanaise, celle des arbres fixateurs d'azote. Le but de cette recherche
est [l'évaluation du réle des systémes fixateurs, légumineuses et
microorganismes, et leur caractérisation. Le réle du laboratoire LSTM est plus
particulierement axé sur cette caractérisation bactérienne. Ceci afin d'étudier
la biodiversité microbienne et |'évolution des relations symbiotiques entre
espeéces archdiques et espéces évoluées.

2.Le matériel symbiotique

2a. Le matériel récolté en octobre 1999 se décompose en :
-un petit herbier et des feuilles sur silicagel,
-des nodosités récoltées et conservées sur silicagel (elles correspondent au
matériel foliaire)
-des tissus nodulaires et racinaires immergés dans un fixateur, le Bouin.

Pour plus de détails, voir le rapport de mission joint au rapport d'étape :
« Mission de Christine Le Roux en Guyane du 5 au 21 octobre 99 ».

2b. D'autre part, Piia Koponen, étudiante du département d'Ecologie
Forestiére de l'université d'Helsinki nous a fait parvenir début 2000, dans le
cadre de son travail sur la diversité et la nodulation des Iégumineuses arborées
de forét tropicale en condition d'inondation saisonniére, des nodosités de Zygia,
Pterocarpus, Inga, Hydrocorea, et Taralea (voir figure 1),

2c. Enfin, nous travaillons également sur des nodosités récoltées par
Charles Huttel en 1999 sur Andira inermis, Dalbergia monetaria, Machaerium
funatum, Indigofera sp., Clitoria racemosa, Desmodium sp. et Erythrina
amazonica.



3. Traitement et analyse au laboratoire LSTM du
matériel symbiotique

3a. Isolement des souches

On a procédé a une désinfection superficielle des nodosités (d'une ou de
plusieurs nodosités par plante), a partir de plus de 200 prélévements. Ensuite,
on a broyé individuellement chaque nodule désinfecté et ensemencé avec ce
broyat du milieu Yem gélosé. Les boftes ont été suivies pendant au moins deux
mois a l'ceil nu et sous loupe binoculaire. Les colonies ont été observées au
microscope et repiquées d partir des cultures pures. Les essais d'isolement qui
n'ont pas abouti ont été réitérés dans la mesure ol du matériel était encore
disponible, car nombreux étaient les tubes avec une seule nodosité.

3b. Mise en collection des souches isolées

Une colonie isolée de chaque culture pure a servi d'ensemencement d'un
tube de milieu Yem liquide. Du glycérol a été additionné a chaque culture en
phase de croissance exponentielle a une concentration finale de 20%. Deux
exemplaires de chaque isolat ont été placés a -80°C. Une goutte de chaque
mélange souche -glycérol est étalé sur boite de Yem gélosé pour en contréler la
hon-contamination.

3c. Caractérisation symbiotique des isolats

Comme nous ne disposions pas des graines des différents arbres dont il a
été récolté les nodosités, nous avons inoculé Macroptilium atropurpureum, le
siratro, qui a la particularité d'étre une plante & large spectre d'hdte, avec 60
isolats guyanais. Les siratros étaient placés en chambre de culture sur milieu
Jensen. On a procédé & 3 répétitions par souche et les observations de
nodulation et d'effectivité ont été suivies sur deux da trois mois.

Pour une caractérisation moléculaire de la symbiose, et pour cribler les
souches fixatrices d'azote, on a effectué par PCR sur des extraits d’ADN d'une

cinquantaine d'isolats, I'amplification spécifique du géne nifH.

3d. Recherche de bactéries endophytes

L'absence de nodulation, majoritaire chez les légumineuses les plus
archdiques, laisse penser qu'une association différente pourrait avoir lieu chez
les Caesalpinacées, notamment. Ceci, d'autant plus que les mesures d'azote
foliaire sont en faveur de la signature atmosphérique de la source d'azote. Il
s'agit ici de mettre en évidence des bactéries fixatrices d'azote a l'intérieur
des racines. Nous avons procédé par piégeage. Des racines de Macrolobium
(échantillons de Piia Koponenen n° P6 /27) ont été désinfectées au peroxyde



d'’hydrogéne, rincées puis broyées au potter. Ce broyat a servi d'inoculum a
Acacia mangium et a Macroptilium atropurpureum cultivées sur milieu sans
azote.

La derniére eau de ringage des racines a servi a ensemencer des boftes de
Yem gélosé; c'est le contréle négatif, permettant de s'assurer gqu'aucune
bactérie ne survit a I'extérieur des racines.

3e. Caractérisation des souches par séquengage

Cette caractérisation moléculaire a eu lieu en plusieurs étapes: aprés
I'isolement des souches, on a procédé a I'extraction de 'ADN bactérien, puis a
I'amplification de la partie terminale de 'ADNr 16S (soit 600 pb) ainsi que I'TTS
165-235 (soit 1000 pb). L'ADN amplifié a été controlé, purifié, puis séquencé
dans les deux sens sur les 600 paires de bases dans la partie terminale de
I'ADN r 16S et également séquencé sur un fragment de I'TTS. Les séquences
ont été corrigées puis comparées pour comparaison a celles existantes dans les
banques de données pour détermination du genre et de 'espéce.

4. | es résultats

4qa. Tsolement et mise en collection des souches isolées

Le matériel récolté nous a permis d'isoler une centaine de souches. Les
plantes d'origine de ces isolats sont présentées sur les figures 2, 3 ef 4, ainsi
que |'état d'avancement de la mise en collection au laboratoire.

4b. Caractérisation symbiotique des isolats

Les résultats des tests dinfectivité et d'effectivité sur siratro sont
présentés sur les figures 2 et 4. Sur les 70 isolats testés, on voit qu'une faible
proportion d'entre eux ne nodule pas le siratro. Par ailleurs on observe que la
moitié des isolats est trés efficiente au vu de l'aspect et de la croissance des
plantes, ce qui nous permettra de sélectionner des souches pour des essais
d'inoculation, en pépiniére cette fois.

On remarque aussi que la présence du géne nifH est corrélée a
I'effectivité des souches et que la non-détection d'une amplification par PCR est
liée a une absence de nodulation ou a une faible effectivité.

4c. Recherche de bactéries endophytes

Ni Acacia mangium ni Macroptilium atropurpureum n'ont présenté de
nodosités aprés inoculation par les broyats racinaires, et ce, sur une période de
deux mois.



4d. Caractérisation des souches par séquencage de 'ADN r 16S

Actuellement 17 séquences sont terminées: 10 séquences double-brin
surl’ADNriéS. Les souches appartiennent toutes au genre Bradyrhizobium, dont
8 au genre Bradyrhizobium sp. et 2 au genre Bradyrhizobium japonicum (voir
figure 5).

Les autres séquences terminées concernent I'TTS 165-235.

Une trentaine d'autres séquences est en cours de séquengage ou d'analyse.

5. Les prochaines étapes du travail

5a. Isolement et mise en collection des souches isolées

La priorité sera donnée aux espéces pour lesquelles nous n'avons pas
encore d'isolat. Pour ce faire, nous continuerons d'analyser les nodosités
conservées sur Silicagel, si tant est qu'il reste du matériel. Il sera nécessaire
de faire de nouvelles collectes sur le terrain.

5b. Recherche de bactéries endophytes

Nous allons poursuivre cette recherche de bactéries endophytes par
différentes approches : piégeage (en modifiant le protocole de désinfection
superficielle), isolement, extraction directe d'ADN sur les racines pour
identifier les bactéries (par séquencage de I'ADNr 16S), et pour mettre en
évidence la fixation d'azote (par amplification du géne nifH).

5c. Analyse moléculaire de 'ADN bactérien

Nous allons poursuivre la caractérisation des souches par séquengage de
I'ADNr 16S ef d'un fragment de I'ITS 165-23S pour affiner la caractérisation
moléculaire des souches au niveau spécifique.

Nous allons aussi poursuivre l'analyse des souches par I'étude des génes
nodA pour la connaissance de l'‘évolution des relations symbiotiques entre les
familles de légumineuses.

En dehors de cefte caractérisation taxonomique et phylogénétique, nous
allons poursuivre |'étude de la présence ou de l'absence chez tous les isolats du
gene nifH.

5d. Analyse histologique des tissus racinaires et nodulaires

Sur la figure 6, nous visualisons le matériel conditionné dans le fixateur et
qui va faire I'objet d'une analyse histologique.

6. Figures



date |ligne| n° de I'arbre | nom de I'arbre (vernac) Famille | localisation des nodules
12 11 4 5 inga (weko) mimo ground
23.1 o) 7 hydrocorea (tamale} abarema mimo water
16 11 6 7 hydrocorea (tamale) abarema mimo ground
8.1 8 7 hydrocorea (tamale) abarema mimo water
18 11 8 7 hydrocorea (tamale) abarema mimo dryground
18 11 8 7 hydrocorea (tamale) abarema mimo ground
12 11 4 9 taralea (watatonka)papil ground
5.1 { 11 hydrocorea (tamale) abarema mimo water
i8 11 7 11 hydrocorea (tamale) abarema mimo ground
1511 5 13 hydrocorea (tamale) abarema mimo litter
15T 5 13 hydrocorea (tamale) abarema mimo ground
22:1 8 14 pterocarpus papil water
23.1 5 15 pterocarpus papil water
3.3 2 20 inga (weko) mimo water
23.7 6 25 inga (weko) mimo water
23.1 6 27 macrolobium (watatonka) ahmerstieae water /only roots
234 6 27 macrolobium (watatonka) ahmerstieae water /only roots
13.1 2 34 inga (weko) mimo water
23.1 2 34 inga (weko) mimo water
111 3 35 inga (weko) mimo litter
L 3 35 inga (weko) mimo ground
12 11 4 35 hydrocorea (tamale) abarema mimo ground
16 11 6 35 zygia (buachimaweko) litter
312 1 37 pterocarpus (mutushi) litter
612 8 39 pterocarpus (mutushi) ground
312 6 46 hydrocorea (tamale) abarema mimo dryground
312 13 56 hydrocorea (tamale) abaremna mimo dryground
9.1 1 58 inga (weko) mimo water
23.1 6 60 inga {weko) mimo water
19 11 9 60 inga (weko) mimo dryground
312 6 63 taralea (watatonka)papil ground
5.1 7 64 hydrocorea (tamale) abarema mimo water
24.1 8 67 pterocarpus (mutushi) water
22,1 9 72 pterocarpus (mutushiy water
17.1 6 74 inga (weko) mima ground
5.1 7 74 hydrocorea (tamale) abarema mimo water
5.1 7 74 hydrocorea (tamale) abarema mimo dryground
612 7 74 hydrocorea (tamale) abarema mimo ground
5.1 7 80 inga (weko) mimo water
5.1 Vi 80 inga (weko) mimo wet ground
31z 7 80 inga (weko) mimo ground
18 11 8 86 inga (weko) mimo ground
8.1 8 93 inga (weko) mimo water
18 11 8 93 inga (weko) mimo ground
8.1 8 5 hydrocorea (tamale) abarema mimo water
612 8 95 hydrocorea (tamale) abarema mimo ground
23.11 5 99 pterocarpus {mutushi) water
Z23.1 3 100 inga (weko) mimo water
612 2 109 inga (weko) mimo ground
712 5 116 inga (weko) mimo litter
712 5 116 inga (weko) mimo ground
23.1 5 117 et118 inga (weko) mimo water
7:.12 5 117 et118 inga (weko) mimo ground
231 5 119 inga (weko) mimo water
9.1 8 130 zygia (buachimaweko) ground
712 5 132 inga (weko) mimo ground
1919 8 133 zygia (buachimaweko) ground
13.1 2 188 inga (weko) mimo ground
612 2 188 inga (weko) mimo ground
612 2 251 macrolobium (watatonka) ahmerstieae | ground/nodules pas au macrol
1.3 5 259 inga (weko) mimo water
712 5 320 inga (weko) mimo ground
8.1 8 327 zygia (buachimaweko) dryground
8.1 8 327 zygia (buachimaweko) water
24.1 8 227 zygia (buachimaweko) water
241 8 327 zygia {buachimaweko) ground
19 11 8 327 zygia (buachimaweko) ground
@32 5 338 inga (weko) mimo ground
712 5 341 inga (weko) mimo ground
712 S 391 inga (weko) mimo ground
712 8 408 inga (weko) mimo ground

figure 1: les nodosités récoltées par Piia Koponen (voir 2b)



date Tamille triby genre espéce nodosités n° inf-eff collection séquencage 16S f séquencage 16Sf+r

me 6.10 | Caesalpiniaceae| Detarieae Eperua falcata structures nodulaires? | 5 21.09 en cours

je7.10 Papilionaceae | Dalbergieae Pterocarpus officinalis + 13 pas de nodulation 13.09

je7.10 Papilionaceae | Dalbergieae Pterocarpus officinalis + 10 pas de nodulation 13.09 en cours

8.10 Mimosacee Ingeae Enterolobium schomburgkii + 2 pas de nodulation

u11.10 Papilionaceae | Dalbergicae Pterocarpus officinalis + 1 21.09 en cours
Ww11.10 Mimosacee Ingeae Zygia latifolia + 2 | souche infective mais pas effective 13.09 en cours
u11.10 Mimosacee Ingeae Inga ? + 3
ma 12.10 Mimosacee Ingeae Inga 7 + 5 | souche infective mais pas effective 13.09 £n cours
ma 12.10 liane + 10 | souche infective mais pas effective 13.09 en cours
ma 12.10 | Caesalpiniaceae | Amherstieas| Macrolobium bifolium - 13 | souche infective mais pas effective 13.09 en cours
me 13.10 | Caesalpiniaceae| Swartziaeae Bocoa prouacensis - 2 pas de nodulation 13.09 en cours
je 14.10 | Caesalpiniaceae| cassieae | Cassia ou Senna? + 2 | souche infective mais pas effective 21.09 en cours
ve 15.10 Mimosacee Ingeae Inga gracilifolia? + 28

ve 15.10 liane + 19 21.09 en cours
ve 15.10 Papilionaceae | Sophoreae Diplotropsis purpurea + 24 21.09 en cours
ve 15.10 Mimosacee Ingeae Inga ¥ + 30 _pas de nodulation 21.09 en cours
sa 16.10 Mimosacee ? 7 ? + 1 | souche infective mais pas effective 13.09 en cours

sa 16.10 Mimosacee ? ? 2 + 2 | souche infective mais pas effective 13.09 en cours
me 20.10 Mimosacee Acacieae Acacia rmangium + 1 souche trés effective 13.09 en cours
me 20.10 Mimosacee Acacieae Acacia mangium + 2 souche trés effective
me 20.10 Mimosacee Acacieae Acacia mangium + 2a | souche infective mais pas effective 13.09 £n cours
me 20.10 Mimosacee Acacieae Acacia mangium + 2b souche trés effective 13.09 en cours
me 20.10 Mimosacee Acacigae Acacia mangium + 2c souche trés effective
me 20.10 Mimosacee Acacigae Acacia rmangium + 2d souche trés effective 13.09 en cours
me 20.10 Mimosacee Acacieae Acacia auriculiformis + 3 | souche infective mais pas effective 21.08 en cours
me 20.10 Mimosacee Acacieae Acacia crassicarpa + 4 | souche infective mais pas effective 13.09 €en tours
me 20.10 Mimosacee mimosa pudica? + 5 pas de nodulation 13.09 £n cours

figure 2: les souches isolées de Guyane, mises en collection, testées sur siratro pour leur infectivité et leur effectivité, et séquencées (voir matériel 2a)




date ligne n° arbre | nom de |'arbre (vernac) Famille | localisation hodules collection séquencage 16S f+r | séquencage 16S f
8.1 8 T hydrocorea {tamale) Mimo. water
5.1 7 11 hydrocorea {tamale) Mimo. water
1511 5 13 hydrocorea {tamale) Mimo. ground
22.1 8 14 pterocarpus [mutushi) Papil. water 21.09 en cours
13.1 2 20 inga (weko) Mimo. water 7.09 en cours
1111 3 35 inga (weko) Mimo. litter
312 1 37 _pterocarpus {mutushi) Papil. litter 7.09 en cours
612 8 39 pterocarpus {mutushi) Papil. ground 21.09 en cours
312 6 46 hydrocorea {tamale) Mimo. dryground en Cours
9.1 1 58 inga (weko) Mimo. water 7.09 Brady sp.
23.1 6 60 inga (weko) Mimo. water en cours
22.1 9 72 pterocarpus [mutushi) Papil. water
17.1 6 74 inga (weko) Mimo. ground 7.09 (P6/74 2) Brady sp.(P6/74 2) Brady sp.(P6/74 1)
5.1 7 74 hydrocorea (tamale) Mimo. water
5.1 7 80 inga (weko) Mimo. wet ground
8.1 8 93 inga (weko) Mimo. water 7.09 Bradly sp.
1811 8 93 inga (weko) Mimo. ground
612 8 95 hydrocorea {tamale) Mimo. ground 7.09 en cours
712 5 116 inga (weko) Mimo. litter 13.09 en cours
712 5 116 inga (weko) Mimo. ground 7.09 Brady sp.
72 5 132 inga (weko) Mimo. ground
612 2 188 inga (weko) Mimo. ground 7.09 Brady.japo.
B 12 2 251 macrolobium (watatonka) Caesalp. g/nodules pas du macrol. 7.09 Brady. japo.
8.1 8 327 zygia (buachimaweko) Mimo. dryground 7.09 Brady sp.
8.1 8 327 zygia (buachimaweko) Mimo. water 21.09 w2 Brady sp.(w2)/w1: en cours
24.1 8 327 zygia (buachimaweko) Mimo. water
1911 8 327 zygia (buachimaweko) Mima. ground
712 5 338 inga (weko) Mimo. ground 7.09 Bracly sp.
712 5 341 inga (weko) Mimo. ground 7.09 Brady sp.
712 8 408 inga (weko) Mimo. ground 7.09 en cours

figure 3: les isolats guyanais mis en collection et séquencés (correspondant au matériel 2b)




genre espéce souche/Isolat nif H nodulation type
Andira inermis STM 803 - + Lente
Andira inermis STM 814 - + Lente Sup
Andira inermis STM 781 + ++++ Rac
Andira inermis STM 741 + ++++ Rac
Andira inermis STM 783 - ++++ Sup
Andira inermis STM 748 + ++++ Sup
Andira inermis STM 843 - - -
Andira inermiis STM 817 + 4 Lente
Andira inermis 28 - + Sup
Andira inermis STM 816 - - -
Andira inermis STM 758 & bt Rac
Dalbergia monetaria STM 752 + ++ Lente
Dalbergia monetaria STM 753 + + Lente
Dalbergia monetaria STM 822 + - -
Dalbergia monetaria STM 823 + + Sup
Dalbergia monetaria STM 825 + - -
Daltbergia monetaria ST™M 826 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 827 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 833 - + Rac
Dalbergia monetaria STM 834 + + Rac
Dalbergia monetaria 42 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 835 + + Rac
Dalbergia monetaria ST™M 837 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 754 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 755 + + Sup
Dalbergia monetaria STM 756 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 757 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 788 + + Sup
Dalbergia monetaria STM 838 + + Sup
Dalbergia monetaria STM 845 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 846 + + Rac
Dalbergia monetaria STM 848 & - -
Machaerium lunatum STM 815 - + Sup
Indigofera sp. STM 840 + ++++ Rac
Indigofera sp. STM 844 + ++++ Rac
Indigofera SpP. STM 749 + ++ Rac
Indigofera sp. STM 759 ++++ Rac
Erythrina amazonica STM 782 + ++++ Rac
Erythrina amazonica STM 841 + +4+++ Rac
Erythrina amazonica STM 742 + +4+++ Rac
Erythrina amazonica STM 743 + +HEE Rac
Erythrina amazonica 11 + +++4 Sup
Erythrina amazonica STM 744 + et Sup
Erythrina amazonica STM 745 + bt Sup
Erythrina amazonica STM 746 + +Ht+ Sup
Erythrina amazonica STM 747 + +4++ Sup
Erythrina amazonica STM 750 + +t+ Sup
Erythrina amazonica STM 784 + ++ Sup
Erythrina amazonica STM 785 + +4++4+ Rac
Erythrina amazonica STM 751 + ++ Sup
Erythrina amazonica STM 786 + ++++ Rac
Clitoria racemosa STM 850 & ++ Rac
Clitoria racemosa STM 760 & - =
Clitoria racemosa STM 820 & ++ Rac
Desmodiu sp. STM 847 & + Rac
Desmodium sp: STM 818 & & &
Desmodium sp. STM 819 & & &
Legende

Plantes non nodulées (=)

Plantes nodulées mais qui ne fixent pas I'azote (+)

Petites plantes vertes (++)

Plantes de taille moyenne (+++)

Grandes plantes vertes (+4+++)

Lente Colonisation lente

Rac Colonisent la racine

Sup Colonisent fa partie supérieure de fa racine
& Non testées

fig 4: caractérisation symbiotique des souches (voir matériel 2c)
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figure 5 : le séquencage sur les isolats provenant des nodosités récoltées par Piia Koponen (matériel 2b)
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figure 6: le matériel a analyser par histologie




