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Présentation du laboratoire d'accueil

Le laboratoire des symbioses tropicales et méditerranéennes (LSTM)
est un laboratoire commun, fruit d'une collaboration entre organismes
de recherche et d'enseignement (Cirad, L.R.D., Inra et Ensa-M), dans
un domaine prioritaire pour [environnement.

Le LSTM développe des recherches fondamentales et appliquées sur
les microorganismes symbiotiques et leurs plantes hites. Deux axes de
recherche y sont privilégiés : [a caractérisation et ['utilisation de la
diversité des symbioses tropicales et méditerranéennes, et la
restauration des sols dégradés.

Les équipements utilisés sont ceux de la microbiologie, de la

cytologie, de la biochimie et de [a biologie moléculaire.

Actuellement, trois mille micro-organismes sont conservés au LSTM.
Les souches de la collection sont caractérisées au laboratoire et
utilisées sur le terrain comme inoculum pour des plantations d’arbres.



I - INTRODUCTION

Notre stage au Laboratoire des Symbioses Tropicales et Méditerranéennes a
duré trois mois, du 15 septembre au 15 décembre 1998. Le sujet que nous
avons abordé a porté essentiellement sur la "caractérisation des
rhizobiums et 1'ontogenése des nodules chez Pterocarpus erinaceus
et P. lucens." 11 s'integre dans le programme global ayant pour théme
"l'étude de la diversité microbienne et la fixation biologique de
I'azote'' qui est développé au LSTM.

Contexte scientifique

Pterocarpus erinaceus et Pterocarpus lucens sont deux arbres qui poussent
naturellement dans les sols pauvres des régions tropicales arides et semi-arides.
Ils font partie des espéces de la famille des Légumineuses qui s'associent avec
des rhizobiums logés dans des nodules au niveau de leurs racines. Cette
propriété leur confére la capacité a fixer 1'azote atmosphérique contribuant
ainsi a 1'économie d'azote du sol. Une meilleure connaissance des partenaires
symbiotiques et du fonctionnement de la symbiose permettrait la mise en place
de systémes fixateurs efficaces et durables. Dans ce cadre, les études initiées a
I'Université Cheikh Anta Diop en collaboration avec le Laboratoire de
Microbiologie de I'IRD, Dakar ont permis:

-de disposer d'une collection 70 souches de rhizobium isolées de ces deux
arbres a différents endroits de leur aire naturelle de répartition au Sénégal
(Sylla et al. 1996);

-de révéler une diversité phénotypique chez les rhizobiums isolés des deux
arbres (Sylla et al. 1997a);

-de sélectionner des souches de rhizobiums efficientes pouvant Etre
proposées pour le développement (Sylla et al. 1997b);

-et de déterminer le potentiel fixateur d'azote de la symbiose (Sylla et al.
1998a).

Objectifs spécifiques

Le but de cette présente étude a été d'approfondir la caractérisation des
rhizobiums en utilisant des techniques génotypiques et d'étudier les modalités
d'infection de la plante hote par les rhizobiums ainsi que 1'organogenése des

nodules.



II - MATERIEL ET METHODE
II.1 - Caractérisation génotypique des rhizobiums

La caractérisation des rhizobiums a été effectuée suivant deux approches
fondamentales que sont : (1) l'analyse du polymorphisme des fragments de
restriction du 16S rDNA (PCR - RFLP) et (2) le séquencage partiel du 16S
rDNA.

II.1.1. - Matériel biologique
31 souches de rhizobium ont été utilisées. Ce sont des souches représentatives

des différents groupes définis sur la base des études phénotypiques (Sylla et al.
1997a).

I1.1.2. - Extraction d'ADN des rhizobiums

L'ADN génomique des souches a été obtenu par extraction au phénol
chloroforme et traitement RNase, & partir de culture bactérienne en phase
exponentielle de croissance dans du YM (Vincent 1970).

I1.1.3. - PCR-RFLP

La réaction PCR permet la copie exponentielle de segments 16S d'ADN
matrice. Elle s'effectue en présence d'une enzyme polymérase (la Taq
polymérase), de ANTPS et de 2 fragments d'ADN de 20 a 30 mers tenant lieu
d'amorce ou primer a l'activité enzymatique. Les oligonucléotides utilisés
comme amorces sont la FGPS 6 (5-GGAGAGTTAGATCTTGGCTCAG-3') et la
FGPS 1509 (5'-AAGGAGGGGATCCAGCCGCA-3").

Les étapes successives de la réaction d'amplification du fragment 16S
(dénaturation de 'ADN, hybridation des amorces, extension) sont réalisées a
I'aide d'un thermocycleur de type Perkin Elmer 2400.

Le profil PCR appliqué est le suivant:
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L'amplification des fragments de 16S d'ADN a été mise en évidence par
électrophorese sur gel d'agarose a 1% (Sigma type II). Un marqueur de poids




moléculaire (Smart Ladder) sert de témoins. En présence de bromure
d'éthidium, les bandes 16 S sont révélées sous lumiere UV et photographiées.

L'analyse électrophorétique du polymorphisme des fragments de restriction
(RFLP) d'ADN 16 S a été faite (1) par digestion des produits de PCR en
utilisant des enzymes de restriction et (2) par la mise en évidence des profils de
restriction des fragments digérés en utilisant 1'électrophorese sur gel d'agarose
3% (Sigma type II) a 75 Volts pendant 3 heures. Un marqueur de poids
moléculaire (100pb) sert de contrdle. Les enzymes de restriction utilisées sont
Mspl, Haelll et Sau 96. Ce sont des enzymes reconnaissant des sites a 4 bases.
Les sites de restriction de ces enzymes sont respectivement: GG*CC; C*CGG;
G*AnTC; G*GnCC.

En présence de bromure d'ethidium, les profils de 16S digérés sont révélés
sous lumiere UV et photographiés.

I1.1.4. - Séquencage du 16S tDNA

Le séquencage du 16S rRNA (rDNA) a été faite suivant la méthode de
Sanger (1977). Elle est également dite méthode des terminateurs en chaine.
L'extraction et la purification du 16S rRNA a été faite suivant le protocole
utilisant le kit QIAquick Gel Extraction (QIAquick Spin Handbook, 07/97). Le
séquenceur utilisé est le modele ABI 377 A DNA (Perkin Elmer Co.).

Les fragments de 16S rRNA séquencés sont ceux de 8 souches de rhizobiums
représentatives des différents groupes définis sur la base des études
phénotypiques (Sylla 1996). Ces souches de rhizobiums sont les suivantes :
ORS 199, ORS 203, ORS 206, ORS 207, ORS 214, ORS 215, ORS 217 et ORS
230.

Les séquences obtenues ont été alignées en utilisant les logiciels G.CG.
(GENETICS COMPUTER GROUP, Wisconsin) du serveur Infobiogen. Ces
séquences ont été comparées a celles des souches de références disponibles dans
la banque de données.

II.2. - Etude de l'infection et ontogénése des nodules

Des tests d'inoculation ont été effectués chez des jeunes plants de P. erinaceus
et P. lucens cultivés en tube, en condition aseptique. Quarante huit jeunes
plants ont été inoculées et dix jeunes plants non inoculés ont servi de témoins.
A partir du 15 iéme jour apres inoculation, les plantes sont réguli¢rement
sacrifiées au rythme de 4 plants par jour. Les coupes histologiques ont été
effectuées au niveau des racines des plantes. L'étude structurale des nodules a
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été faite en utilisant des techniques d'histologie classique et de microscopie et
suivant le protocole ci aprés :

1) coupe a main levée;

2) décoloration a l'acide lactique 90% pendant au moins 2 heures (T°
ambiante);

3) coloration au bleu de méthyléne a 0,01% pendant 30 minutes;

Les observations ont été faites au microscope photonique aprés ringage a
I'eau.



III - RESULTATS
II1.1 - Caractérisation génotypique des rhizobiums

III1.1.1 - Extraction d'ADN
Des extraits d'ADN génomique ont été obtenus pour 31 souches de rhizobium

de P. erinaceus et P. lucens. Ces extraits sont disponibles a - 20°c.

III.1.2 - PCR - RFLP

Des copies de fragments d ADN16S amplifiés ont été obtenus par PCR pour
les 31 souches. L'électrophoreése sur gel d'agarose a permis la mise en évidence
des bandes 16S. Les données (figure 1 ) montrent que pour toutes les souches
utilisées, les bandes 16S ont le méme poids moléculaire. Ceci conforte 1'état de

pureté I'ADN génomique extrait.
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Figure 1 : Gel d'électrophorése
montrant |'amplification des fragments
16S rDNA de souches de rhizobiums
isolées de P. erinaceus et de P. lucens
au Sénégal. M (100 PB DNA); N

(témoins négatif).

L'analyse des profils RFLP de I'ADN 16S des souches de rhizobiums utiligées
(figure 2 et tableau 1) montre : (1) une homogénéité des profils de restriction
des souches de Bradyrhizobium obtenus aprés digestion avec l'enzyme Mspl.
Ces souches se distinguent en trois sous - groupes avec l'enzyme Haelll; (2)
une hétérogénéité des profils de restriction des souches de Rhizobium obtenus
avec les deux enzymes, permettant de définir 3 sous - groupes de souches.
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Tableau 1 : Comparaison des groupes définis sur la base des profils de
restriction obtenus par PCR - RFLP du 16S rDNA, utilisant deux enzymes de
restriction, Mspl et Haelll.

Souches Type de Enzymes de restriction

croissance

Mspl Haelll

ORS 196
197
198
199
201
203
204 Bradyrhizobium
206 (croissance lente)
208
211
221
222
226
228
256
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ORS 217
227
243
214
233
242
246
247
248 Rhizobium
230 (croissance rapide)
231
240
241
235
215
239
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ORS230
ORS215

’———R. galegae

—— A.tumefaciens

A.rubi

B.aggregatus

A.vitis

R.etli

R.leguminosarum

R.tropicillB
ORS214

] ORS217
R.tropicillA

A.rhizogenes
S.fredii
S.teranga

S.saheli

S.meliloti
l:S .medicae

—M.dimorpha

[P.myrsinacearum
P.rubiacearum

M.ciceri

M.loti

Figure 3

M.mediterraneum
M. huakuii
ORS207

A.caulinodans

B.elkanii

_I-—ORS206
B.japonicum

—ORS199

22/02/99

ClustalX /no gaps

Dendrogramme montrant la phylogénie des souches de

rhizobiums, obtenue par séquencage partiel du 16S rDNA. Les souches

isolées de Prerocarpus erinaceus et de P. lucens sont codées ORS.
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III.1.3 - Le séquencgage partiel du 16S rDNA.

Des séquences partielles ont été obtenues (tableaux 2 et 3). Ces séquences
concernent les 400 premieres paires de base du 16S rDNA des souches de
rhizobium choisies. L'alignement des séquences par rapport a celles des
souches de références (fig. 3) montre une grande différence parmi les souches
étudiées. Les souches ORS 214 et ORS 217 groupent avec Rhizobium tropici
IIB; la souche ORS 207 s'identifie a I'espéce Mesorhizobium huakii et les
souches ORS 199 et ORS 206 groupent avec la souche type de B. japonicum.

Tableau 2 : Analyse de la séquence des 400 premiéres paires de bases du
16S rDNA d'une souche 'type croissance rapide" (ORS 214) isolée de P.
erinaceus et de P. lucens au Sénégal.

GGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGT
AACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATA
CCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGCAAGAGATGAGCCCGCGTTGGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAG
AGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGT
GATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCC
GGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCACAGCCGCGGTAAT

Tableau 3 : Analyse de la séquence des 400 premieres paires de bases du
16S rDNA d'une souche ''type croissance lente" (ORS 199), isolée de P.

erinaceus et de P. lucens au Sénégal.

TAACACATGCAAGTCGAGCGGGCGTAGCAATACGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTA
ACGCGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATAC
CGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCGCGTCTGATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGA
GGATGATCAGCCACATTGGGACTGACACGGCCAAACTCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCACCATGCCGCGTGAGTGATG

q



II1.2 - Etude de l'infection et ontogénese des nodules

L'histologie des nodules n'a pas permis de révéler la mise en place des
cordons d'infection des bactéries sur la racine. De méme les séquences de
coupes et d'observation n'ont pas permis de mettre en évidence les différentes
étapes de la formation des nodules.
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IV - DISCUSSIONS ET PERSPECTIVES

La caractérisation génotypique confirme la diversité phénotypique des
rhizobiums isolés de Pterocarpus erinaceus et P. lucens. Ces rhizobiums
comportent des souches a croissance lente qui s'identifie au genre
Bradyrhizobium et des souches a croissance rapide qui s'identifient aux genres
Mesorhizobium et Rhizobium. Les Bradyrhizobia forment un groupe
homogene. Le séquencage de I'ADN 16S des 400 premieres paires de base
montre que ces souches s'identifient avec la souche type de Bradyrhizobium
japonicum isolée d'un sol hydromorphe au Japon. Les souches a croissance
rapide, sont proches des genres Mesorhizobium et Rhizobium sont
hétérogenes. La comparaison des séquences des 400 premieres paires de bases
des fragments 16S de ces souches montre que les souches a croissance rapide
isolées de Pterocarpus sont hétérogénes. Elles s'identifient aux especes
Rhizobium leguminosarum et Rhizobium tropici. Ce résultat devra étre étayé
par l'utilissation d'un plus grand nombre d'enzymes de restriction, par la
comparaison de séquences entieres du 16S rDNA et par l'hybridation
ADN/ADN.

L'histologie des nodules n'a pas permis de révéler la mise en place des
cordons d'infection. Cependant des stades présidant l'infection et l'apparition
des nodules sont observés. Notons en particulier la déformation des poils
absorbants en structure en bouteille et les ébauches de nodule circonscrites a
l'aisselle de ces poils absorbants et seulement au niveau de la racine principale.
Cette étude histologique mérite d'étre €lucidée par des techniques de coupe
beaucoup plus fines (microtomie) et par des séquences d'observation beaucoup
lus rapprochées.

V - VALORISATION

Une partie de ce travail a fait 1'objet d'une communication présentée au
VIIIieme congré de I'AAFBA (Association Africaine pour la Fixation
Biologique de 1'Azote), Novembre - Décembre 1998 a Capetown.

L'ensemble de ce travail entre dans le cadre de mon programme de these de
Doctorat d'état a 'UCAD de Dakar.

VI - AUTRES ACTIVITES

L'occasion de ce séjour m'a permis : (1) de faire la mise au point sur 1'état
d'avancement de mes travaux avec mon Directeur de Thése et d'en dresser les
perspectives, (2) de discuter de mes travaux de recherche avec d'autres
chercheurs qui travaillent dans le méme domaine, (3) de consulter les banques
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de données disponibles sur la Foresterie, 1'Agroforesterie, la biologie
moléculaire et la microbiologie des sols en zone tropicale.
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