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RESUME: L'optimisation de l'extraction et de la purification d'ADN de nodu les cl e

légumineuses a été réalisée en vue de PCRlRRPs permettant la caractérisation rapide des souche.;;

de Rhizobium contenues dans ces nodules. Nous avons testé différents tampons d'extraction.

notamment en faisant varier deux composants essentiels, le CTAB (CetylTriméthylAmmonium

Bromide) et le PVPP (PolyVynil PolyPyrrolidone). Des méthodes standards de purification de

l'ADN à base de phénol et de chloroforme ont été testées. Les conditions optimales d'extraction et

de purification sont proposées, permettant l'obtention d'un ADN pur, de haut poids moléculaire.

parfaitement amplifiable. Le protocole ainsi défini a été testé avec succès sur différents types et

divers modes de conservation de nodules, recoltés sur différentes espèces de légumineuses : jeune"

plantes de deux mois, plantes âgées de cinq à douze mois cultivées en conditions contrôlées et sur

des arbres âgés d'environ trente ans en conditions naturelles. Une étude préliminaire de

compétition entre huit souches de Rhizobium appartenant à des groupes taxonomiquement

différents, inoculées à dix espèces de légumineuses, a permis de mettre en évidence la dominance

de certaines de ces souches dans les conditions de l'expérimentation. L'application de la technique

à des études de compétition entre souches est discutée dans ce mémoire.

Mots-clés: Extraction ADN / Nodules / PCR-RFLP / Rhizobium / Légumineuses.

ABSTRACT: Optimisation of DNA extraction and purification from nodules of leguminous tree

have been realised for PCR.!'RRPs for a rapid characterisation of rhizobial strains in nodules.

Various extraction buffers were tested, different concentrations of both essential compounds

CTAB (CetylTriméthylAmmonium Bromide) and PVPP (PolyVynil PolyPyrrolidone). Standard

methods of DNA purification with phenol and chloroform were tested. The optimal conditions of

extraction and purification are proposed, to obtain pure DNA of high molecular weight and

perfectly amplifiable. This protocole was successfully tested with differents types of nodules, from

different leguminous species and after various conditions of conservation of nodules: young

plants of two months, plants of five to twelve months, and trees of thirty years old in naturel.

Preliminary studies of competition between eight rhizobial strains belonging to different

taxonomic groups, inoculated to ten leguminous species showed the domination of sorne strains in

experimental conditions. Application of this technique for competition studies between strains is

discussed.

Key words : DNA Extraction / Nodules / PCR-RFLP / Rhizobium / Léguminous tree.
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1. Introduction

Bien que l'inoculation de souches sélectionnées de Rhizobium aux légumineuses soit

pratiquée en agriculture depuis de nombreuses années pour améliorer la croissance des

légumineuses et la production de biomasse, l'introduction de souches bactériennes dans le sol, pour

qu'elle réussisse, exige que les bactéries inoculées survivent dans le nouvel environnement. Il e'>t

toutefois difficile de prévoir le taux de survie des souches introduites dans le sol à cause de la

grande hétérogénéité du milieu qui empêche les bactéries d'atteindre et d'occuper les micro-habitat,>

les plus propices à leur survie. Les différentes souches rhizobiales montrent, une différente capacité

à rivaliser pour coloniser les nodules et le succès de la symbiose est influencé par les facteurs

environnementaux, par la plante hôte, par la taille de la population rhizobiale initiale et par leur

répartition dans le sol. A ces contraintes, il faut ajouter la prédation, par les protozoaires, souvent

responsable du déclin des Rhizobium, après leur introduction dans le sol. D'autres facteurs

biotiques peuvent réduire le nombre de Rhizobium tel que les bactériophages, les parasites, les

antibiotiques produits par d'autres microorganismes et les bactéricides produits par d'autres

Rhizobium. Ainsi le contrôle de l'inoculation, nécessite de pouvoir vérifier si la souche inoculée est

bien à l'origine des nodules formés. Par ailleurs, nombreux travaux de caractérisation des

Rhizobium depuis une décenie ont montré une grande diversité des Rhizobiurn. Cependant il

apparait evident que l'étude de cette diversité est loin d'être totalement connue car elle se heurte à

des limites méthodologiques importantes notamment, l'absence de méthodes de caractérisation

rapides permettant de traiter un grand nombre de souches, condition nécessaire à une étude au

niveau de la population. En général, les études de diversité nécessitent un isolement à partir d'une

plante hôte et de cultiver les souches pour les caractériser. Les éventuels choix exercés par la plante

sur les souches inoculées et la sélection de certains génotypes compatibles avec les milieux de

croissance utilisés biaisent l'échantillonnage et peuvent amener a une sous-estimation de la

biodiversité. Dans les deux cas il apparaît donc indispensable de maîtriser une technique simple,

rapide et fiable permettant de caractériser directement la ou les souches présentes dans un nodule de

légumineuse, que ce soit pour vérifier l'efficacité d'un inoculum ou pour approfondir les études de

diversité des échantillons récoltés in natura.

Différentes méthodes ont été utilisées pour identifier directement les souches de Rhizobium

contenus dans un nodule de légumineuse. En général elles font appel soit au marquage préalable

des souches par introduction de gènes reporters (type gène Gus) ou par sélection de mutants

resistants à un ou plusieurs antibiotiques, soit à la caractérisation sérologique par les méthodes

d'immunofluorescence ou ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Ces méthodes

présentent l'inconvénient commun de nécessiter des travaux préalables avant l'utilisation de toute
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nouvelle souche. De plus, elles ne permettent que la détection des souches spécifiques du serum ou

du gène utilisé, mais pas celle de souches inconnues. L'évolution des techniques de biologie

moléculaire permet d'envisager la mise au point de protocoles adaptés. En particulier, la PCR

(Polymerase Chain Reaction, ou amplification génique) permet de détecter rapidement et

spécifiquement des micro-organismes (Bej et al., 1990, Josephson et al., 1991) ou d'accéder ù la

diversité génétique de populations bactériennes dans leurs milieux naturels (Moyer ct al., 1(94). La

PCR sur l'ADN issu de broyat de nodule a déjà été appliquée avec succès lors d'étude'>

phylogénétiques de souches appartenant au genre Frankia (Rouvier et al., 1996; Navarro et af..

1998), notamment couplée avec l'étude du polymorphisme des sites de restriction du fragment

amplifié (PCRlRFLP). Cette technique offre deux avantages: (i) la PCR nécessite très peu d'AD~

cible et peut donc être appliquée sur l'ADN extrait des nodules ; (ii) la RFLP permet une approche

rapide et fiable de la diversité génétique. Dans cette perspective, notre étude avait pour objectif

principal de tester sur des nodules de légumineuses l'applicabilité d'un protocole d'extraction et de

purification d'ADN qui avait été proposé par Rouvier et al (1996) sur les nodules de plantes

actinorhiziennes appartenant <lUX genres Allocasuarina et Casuarina.

Nous avons cherché à optimiser son utilisation, notamment:

* En testant l'effet de différentes concentration en CTAB (CetylTriméthylArnrnonium Bromide) et

ou en PVPP(PolyVynil PolyPyrrolidone) entrant dans la composition du tampon d'extraction sur

les polysaccharides, polyphénols et les composés humiques contenus dans les nodules.

* En testant différents types de purification de l'ADN extrait: au phénol, phénol-chloroforme-alcool

isoamylique, et au chloroforme-alcool isoamylique.

* En testant son applicabilité sur différents modes de conservation de nodules : nodules frais,

nodules secs, nodules conservés dans l'alcool 70%, nodules conservés dans du glycérol 60%.

* En testant son application sur différents types de nodules d'origines diverses:

- nodules récoltés sur des Acacia raddiana adultes (2 30ans) en conditions naturelles;

- nodules récoltés sur diverses légumineuses, notamment Acacia holosericea, AŒcia

mangium, Acacia auriculifonnis, Acacia senegal, Vigna unguiculata cultivées dans des conditions

expérimentales variées;

- nodules récoltés sur dix espèces de légumineuses pérennes et annuelles (Sesbania rostmta,

Alysicarplls glwnaceus, Acacia senegal, A. raddiana, A. albida A. seyal, A. lIlangiulIl, A.

auriculifonnis, Phaseolus vlllgaris, et Zornia glallchidiata) que nous avons cultivées en serre sur sol

2
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stérile en les inoculant avec un mélange de huit souches de Rhizobium appartenant à des groupe'>

taxonomiquement différents. La caractérisation des souches contenues dans les nodules récoltés

nous permettra de mener une étude préliminaire de compétition entre les différentes souche,>

inoculées.

3
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2. Rappels bibliographiques

Un des intèrêts agronomiques des légumineuses est leur capacité à fixer l'azote lorsqu'ils

sont en symbiose avec les Rhizobium. Cependant l'utilisation de nouveaux cultivars sélectionnés

ou introduits dans de nouvelles aires peut être accompagnée par un faible niveau de fixation

symbiotique d'azote due à l'absence de souches appropriées de Rhizobium (Halila, 1986, Keating

et al., 1988, Beek, 1992).

Pour remédier à cela, une technique communément utilisée pour améliorer la croissance des

légumineuses et la production de biomasse, est l'inoculation avec des souches sélectionnées de

Rhizobium. Toutefois ces souches inoculées peuvent être incapables de nodu1er à cause des stress

environnementaux (Thies et al., 1992). Par ailleurs, les bactéries inoculées ne survivent pas

toujours dans le sol et on observe une chute du nombre de bactéries dès la prémière année à la suite

de laquelle l'instalation de la souche n'est pas certaine. Ainsi, l'installation de la bactérie dans le sol

dépend de sa compétence saprophytique, définie par Crozat (1983) comme étant son aptitude à

survivre et à coloniser le sol de la rhizosphère.

2.1. Populations isolées de nodosités de légumineuses

Les Rhizobium isolés d'une légumineuse donnée ont été (et sont encore souvent) assimilés a

priori à l'espèce connue comme nodulant cette légumineuse ou, à défaut à un groupe d'inoculation

homogène. Les caractères étudiés sur ces Rhizobium ont été en toute logique assimilés à ceux de

l'espèce ou du groupe ainsi formé. Or, l'analyse des Rhizobium isolés des nodosités a montré qu'il

existait pour toutes les légumineuses étudiées une grande diversité génétique parmi les isolats

(Bottornley, 1992). Cette diversité est à la fois spécifique et intra-spécifique. En effet, même si

dans certains cas il est possible de penser que certaines légumineuses ne sont nodulées que par des

Rhizobium d'une seule espèce, il semblerait que pour une grande part d'entre elles, les RhizobiulIl

qui les nodulent appartiennent à des espèces voire des genres distincts (Bottornley, 1992 ; Laguerre

et al., 1993 ; Martinez-Romero et al., 1991). En outre, les propriétés saprophytiques de ces divers

taxons peuvent être totalement différentes. On comprend alors que certains résultats aient pu

apparaître contradictoires, ce qui conduit à la nécessité d'identifier les Rhizobium avant toute

poursuite de leur étude écologique (Amarger et al., 1996).

2.2. Populations isolées directement du sol

4
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Le procédé usuel d'isolement des Rhizobium à partir des nodosités ne permet d'accéder qu'à

la partie de la population suffisamment compétitive pour former les nodosités avec la léguIlÙneuse

considerée et non à l'ensemble des Rhizobium réellement présents dans les sols. Des protocoles

permettant l'isolement direct à partir du sol ont été récemment développés pour plusieurs espèces de

Rhizobium (Bromfeld et al., 1994, Louvrier et al., 1995). Ces protocoles font appel à des milieux

sélectifs permettant l'enrichissement en Rhizobium puis à un screening des colonies par hybridation

avec des sondes d'ADN spécifiques du génotype recherché. Des bactéries ne portant pas

d'information symbiotique mais génotypiquement semblables à des Rhizobium ont été ainsi isolées

des sols et ont été considérées comme des Rhizobium non symbiotiques car celles-ci étaient

capables d'exprimer les propriétés symbiotiques de l'espèce proche quand elles leur étaient

transférées. De tels isolats non-symbiotiques de R. leguminosarum (Laguerre et al., 1993), R. eth

(Segovia et al., 1991) et de plusieurs espèces proches de R. loti (Sullivan et al., 1996) ont été ainsi

trouvés dans le sol, la rhizosphère de haricots et dans la rhizosphère de lotiers. Il reste à déterminer

la taille, la nature et le rôle joué par ces populations dans la dynaIlÙque des populations de

Rhizobium dans le sol (Amarger, 1996).

2.3. Introduction et devenir des souches de Rhizobium dans les sols

Le succès de l'inoculation à des légumineuses par des Rhizobium, consideré comme étant

l'augmentation du rendement, est en général assuré lorsque les Rhizobium spécifiques de la

légumineuse sont absents ou en très faible quantité dans les sols (Catroux et al., 1992). C'est le cas

lors de l'implantation d'une légumineuse allochtone comme le soja en Europe, ou lorsque les

conditions pédoclimatiques sont défavorables à la survie des Rhizobium spécifiques comme pour

les Sinorhizobium meliloti en sols acides. Par contre dans de nombreux autres cas où une

population indigène de Rhizobium de la même spécificité mais peu efficiente est présente, il est

beaucoup plus rare d'observer un effet bénéfique de l'inoculation (Ham et al., 1971). L'absence

d'un génotype de Rhizobium dans les nodosités de légumineuses ne signifie pas forcément son

absence dans le sol, car la plante peut exercer une pression de sélection contre certains génotypes.

Par ailleurs, la formation des nodosités par la souche inoculée peut permettre à cette souche de se

retrouver multipliée par 102
- 103 pendant la période végétative de la léguIlÙneuse. Mais cette

augmentation est souvent transitoire et le nombre peut retomber à un niveau d'équilibre après

récolte. Dans certains cas une souche introduite peut s'implanter durablement à un niveau voisin de

celui des souches indigènes sans qu'il soit pour cela nécessaire que la souche forme des nodules ni

même qu'elle soit introduite avec une légumineuse (Amarger et al., 1990). Il est donc nécessaire de

travailler sur des populations isolées directement du sol pour pouvoir suivre une souche introduite

dans le sol. L'utilisation de marqueurs génétiques natUlels ou introduits dans le génome peut
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pennettre, d'une part de détecter une souche particulière à partir du sol et d'autre part de différencier

et de suivre les bactéries inoculées dans des sols contenant des Rhizobium de même spécificité

(Arnarger et al., 1990; Hirsch et al., 1994). li apparaît donc, bien qu'un passage par la plante

puisse pennettre à un génotype d'être multiplié transitoirement, qu'il n'y a pas une nécessité

absolue d'une étape symbiotique pour pennettre à une souche de Rhizobium de s'implanter dans le

sol. Les échecs d'inoculation ne peuvent pas être considerés comme systématiquement causés par

des difficultés d'implantation mais doivent être souvent liés à une faible compétitivité pour la

nodulation.

En conditions naturelles, l'inoculation par des souches sélectionnées en l'absence de souches

natives est très efficace (Brill, 1981). Par contre, quand elles sont inoculées en présence de souches

natives il y a parfois absence d'amélioration du rendement. En effet, les souches introduites

peuvent ne pas facilement faire compétition avec les microorganismes indigènes adaptés (Dowling

et Broughton 1986). Toutefois il est possible de sélectionner des souches selon leur compétitivité

(Danso et Owiredu, 1988). En plus, leur haut~ efficience obtenue, l'utilité des souches

sélectionnées dans chaque région devrait être evaluée avant leur large utilisation (Beck, 1992).

Plusieurs méthodes ont été décrites pour évaluer la compétitivité entre les souches et le suivi

in situ. Leur principe est le plus souvent basé sur la co-inoculation des plantes par une souche de

référence et un ou plusieurs compétiteurs, le succès de la souche testée étant évalué par l'étude de

l'occupation des nodules par les différentes souches. Certaines méthodes d'évaluation de

l'occupation nodulaire sont indirectes. Par exemple, si la souche testée est effective pour la fixation

d'azote et que les compétiteurs ne le sont pas, le rendement peut être mésuré (Amarger, 1984).

L'absorption d'hydrogène (EIHassan et al., 1986), la chlorose de l'hôte / ou la fonnation de

pigments noirs dans les nodules peuvent aussi être utilisées avec certaines souches comme

indicateurs de compétitivité (Eagleshman et al., 1982). Cependant, dans la plus part des cas, il est

préférable de pouvoir identifier directement la souche présente dans les nodosités et plusieurs

approches ont été décrites dans ce sens.

2.4. Nouvelles approches permettant la caractérisation des Rhizobium

Les études de la biodiversité intéressant le plus souvent un nombre important de souches et se

situant au niveau intraspécifique, nécessitent l'utilisation de techniques très discriminatoires avec

des protocoles suffisamment simples pour être compatible avec le grand nombre de souches

examinées. Nous ne ferons pas l'inventaire de toutes les techniques envisageables pour étudier la
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biodiversité microbienne, mais nous retiendrons celles qui sont actuellement les plus couramment

utilisées.

La technique RAPD ou Random Amplified Polymorphic DNA (Williams et al., 1990) est

basée sur l'utilisation d'amorces choisies arbitrairement (Caetano-Anollès et al., 1991) qui sont de

petites tailles et non spécifiques. Elles vont de ce fait se fixer en de nombreux sites de l'AD?\:

génomique. La taille des fragments et leur nombre permet de différencier les souches et d'éviter

ainsi l'utilisation des enzymes de restriction. Toutefois la non spécificité des amorces impose de ne

travailler que sur des bactéries en culture pure. La RAPD présente donc un champ d'application

plus limité et pose un problème de reproductibilité.

La technique de détection des variations génétiques par comparaison des profils

isoenzymatiques a été étendue aux populations bactériennes (Mytton et al., 1978 ; Goullet, 1980 :

Selander et al., 1986). En effet l'application de ces techniques au monde bactérien nécessite tout

d'abord la possibilité de cultiver un nombre important de souches bactériennes en quantité

suffisante pour être analysable au niveau de l'activité enzymatique. Ceci représente une difficulté

non négligeable avec certains genres bactériens à croissance lente, contraignant ainsi l'investigateur

à réduire sérieusement la taille des populations à étudier (Schwencke, 1991). D'une manière

générale, l'étude du polymorphisme enzymatique consiste tout d'abord à réaliser un extrait

protéique a partir d'un culot bactérien et à rechercher dans cet extrait, le polymorphisme

enzymatique par rapport à un substrat donné. Après électrophorèse, les enzymes sont révélées par

réaction colorée. La lecture des gels permet de classer les isolats en fonction de leur type

électrophorétique au sein duquel ils partagent les mêmes allèles à tous les locis enzymatiques

examinés (Young, 1992).

Les techniques immunologiques sont couramment utilisées dans le suivi et l'identification des

souches grâce à l'utilisation d'anticorps poly ou plus récemment monoclonaux (Velet et al., 1988:

Kinkle et Schmidt, 1992). Ainsi, l'utilisation du test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) par Kishinevsky et Bar-Joseph (1978) pour l'identification des Rhizobium d'Arac1zis

hypogea a été étendue à d'autres Rhiz.obium. Cette technique utilise de faibles quantités de serum et

ne nécessite pas d'équipement microscopique. Par ailleurs, son utilisation n'affecte pas l'efficience

des souches (Kishinevsky et Bar-Joseph, 1978; Ayanaba et al., 1986; Cleyet-Marel, 1987; Wolff et

al., 1991; Anyango et al., 1998) et permet de traiter un nombre très élevé d'échantillons. Ce test

peut être utilisé avec des bactéries non isolées (systèmes racinaires, sols, ... ) à condition de disposer

d'anticorps spécifiques (Fernandez-Flouret et Cleyet-Marel, 1987).
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La technique d'amplification de gènes ou PCR: Polymerase Chaine Reaction (Saiki et al.,

1988 ), est une réaction de polymérisation réitérative de nucleotides triphosphates qui permet la

synthèse rapide d'un très grand nombre de copies d'une séquence polynucleotidique (ADN ou

ARN ) unique. L'échantillon initial est constitué d'un fragment d'ADN mono ou bicaténaire qui

peut être déja partiellement purifié ou tout simplement contenu dans une population brute

hétérogène.

Grâce à la technique d'amplification par PCR, de nouvelles approches ont été développées

qui permettent de cibler un biomarqueur pour analyser la structure des communautés bactériennes.

L'utilisation d'amorces PCR spécifiques d'une région génétique définie a priori, permet d'obtenir

l'augmentation du signal. Un grand nombre de copies d'une séquence cible est ainsi rapidement

obtenu au sein d'un mélange complexe d'ADN. Toutefois les méthodes utilisant la PCR doivent

prendre en considération les biais liés à cette technique pour l'analyse des données. Les principaux

biais de cette technique sont (i) l'amplification non spécifique , (ii) la création de séquences

recombinantes ou chimères et (iii) l'amplification préférentielle. Les conditions de la PCR (nombre

de cycles ), l'utilisation d'ADN fortement dégradé (faible poids moléculaire) et la quantité d'ADN

cible, peuvent fortement influencer la reproductibilité et l'éfficacité de la PCR par la formation de

molécules chimériques (Liesack et al., 1991; Wilson,1997; Chandler et al., 1997). La fréquence de

reproduction de ces molécules est approximativement de 10% quand on réalise une amplification

par PCR de deux séquences présentant 82% d'homologie, mais peut augmenter jusqu'à 30% de

produit final dans une coamplification de séquences très proches (Wang et Wang, 1997).

L'amplification préférentielle dépend aussi du nombre de cycles d'amplification PCR mais encore

de facteurs tels que la nature de l'ADN matrice (%G+C), la nature des amorces et les conditions

d'hybridation (Reysenbach et al., 1992; Suziki et Farrelly et al., 1995; Giavannoni, 1996; Chandler

et al., 1997). li en résulte que la coamplification par PCR d'un mélange de séquences cibles peut

favoriser ou défavoriser l'obtention de certaines séquences présentes dans l'ADN extrait et donc

fournir une mauvaise estimation du nombre de cibles relatives à l'origine. Ainsi, il reste

indispensable de vérifier la représentativité des séquences obtenues par comparaison avec les bases

de données (Larsen et al., 1993), mais aussi de pallier les problèmes d'amplification préférentielle

par l'utilisation de plusieurs cibles ou par dilution de la solution d'ADN de départ. Neanmoins, la

technique d'amplification par PCR a permis de pouvoir aborder de manière qualitative la diversité

microbienne aussi bien dans le sol que dans les nodules.

L'amplification de l'ADN par PCR: Polymerase Chaine Réaction, (Saiki et al., 1988) permet

d'obtenir une grande quantité d'ADN; le fragment amplifié pouvant atteindre une taille de 4000 pb

(paires de bases ). L'ADN amplifié peut être analysé par des enzymes de restriction, par des sondes
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spécifiques ou éventuellement par séquençage direct (Bally et al., 1992 ). La PCR permet de

travailler sur des biomasses bacteriennes très réduite en multipliant l'ADN et non pas les cellules

(Simonet et al., 1990), de ne s'intéresser éventuellement qu'à une fonction spécifique (en utilisant

des amorces spécifiques des gènes codants pour cette fonction), de comparer des fragments d'AD:\"

en aveugle et d'évaluer ainsi la présence de bacteries capables d'assurer cette fonction dans un

environnement aussi complexe que le sol, sans passer par une étape d'isolement de souches (picard

et al., 1992).

En général, les études moléculaires de caractérisation et de diversité des Rhizobium se font

le plus souvent par l'amplification des régions 16S ou IGS (IGS=InterGenic Spacer) de l'ADN

ribosomal. L'ADN codant pour l'ARNr 16S permet d'établir des groupes phylogénétiques, maIS

est trop contraint évolutivement pour établir un niveau de discrimination comparable aux

isoenzymes. Ainsi il apparait qu'aucune des dix enzymes les plus fréquemment utilisées ne permet

pas de séparer toutes les espèces du genre Sinorlzizobium (Neyra et al., 1998). Par contre la région

intergénétique (IGS=InterGenic Spacer) située sur l'opéron ribosomal entre les ARNr 16S et 23S

pourrait avoir subit moins de contraintes évolutives, et donc être beaucoup plus variable permettant

ainsi une meilleure discrimination.

L'IGS (InterGenic Spacer) peut être analysé de différentes manières. S'il est suffisamment

grand, il peut être analysé par polymorphisme de restriction du fragment amplifié (PCR/RFLP). Ce

type d'étude a été mené sur des ectomycorhyzes et a pennis de descendre au niveau de

discrimination de la souche (Gardes et al., 1991). Les microorganismes appartenant à la sous

classe des protéobactéries de la sous division a semble présenter un IGS d'au moins 1000 pb

(Normand et al., 1994). Son étude par PCR/RFLP sur les genres Nitrobacter et AgrobacteriuJIl a

permis de discriminer des souches que l'analyse de l'ARNr 16S n'avait pu différencier (Navarro et

al., 1992, Ponsonnet et Nesme, 1994).

Le polymorphisme de longueur de l'IGS peut être un bon outil de caractérisation rapide.

L'amplification de plus de 300 bactéries appartenant à 8 genres, dont Listeria, StaplzylococcllS et

Salmonella, a permis de différencier les souches au niveau de l'espèce, avec quelques

caractérisations au niveau du genre (Jensen et al., 1993) Cette méthode d'analyse a également

pennis de discriminer des souches de Clostridium difficiles à séparer.

2.5. Diversité symbiotique et taxonomie des Rhizobium
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L'amélioration de l'efficacité de la fixation symbiotique passe par la sélection végétale et la

gestion des populations de Rhizobium dans les sols et la rhizosphère. Ainsi, il est important

d'étudier la dynamique des populations (transferts de gènes, persistance des souches et des

caractères introduits par inoculation).

La description des populations et de leurs diversités est réalisée à l'heure actuelle par

l'utilisation de marqueurs moléculaires (RFLP, méthodes dérivées de la PCR, hybridation etc ... )

(Laguerre et al., 1996). Le classement, la nomenclature et l'identification des souches passent par

une étude taxonomique de type polyphasique basée sur une combinaison de méthodes

phénotypiques et génotypiques (Vandamme et al.. 1996). La taxonomie des Rhizobium.

s'appuyant sur des relations phylogénétiques évaluées par des similitudes de séquences d'ARt'\'

ribosomal l6S essentiellement, a ainsi permis d'idendifier une vingtaine d'espèces regroupées en

six genres (Jordan et al., 1982; Jarvis et al., 1982; Jordan et al., 1984; Dreyfus et al., 1988; de

Lajudie et al., 1994 de Lajudie et al., 1998 ) dans la sous-classe alpha des protéobactéries:

Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium. Rhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobillln

appartenant à la famille des Rhizobiaceae (Tableau 1) qui comprend également deux autres genres:

Agrobacteriwn et Phyllobacterium..

li n'y a pas de correspondance stricte entre la position taxonomique d'un Rhizobium et ses

propriétés symbiotiques comme la spécificité d'hôte. En effet de nombreuses espèces sont

héterogènes d'un point de vue symbiotique et contiennent des souches ayant des spectres d'hôte

totalement différents. Par exemple l'espèce Rhizobium leguminosarum est divisé en trois

symbiotypes (ou biovars) nodulant respectivement le pois (bv. viciae), le trêfle (bv. trifolii), ou le

haricot (bv. phaseolus) (Marninez-romero et Caballero-Mellado, 1996), de même que l'espèce

Sinorhizobium terangae renferme des souches d'Acacia (bv. acaciae) et des souches de Sesbania

(bv. sesbaniae) (Lortet et al., 1996). Par ailleurs des isolats d'une même plante comme le haricot

peuvent appartenir à au moins trois espèces différentes (Martinez-Romero et Caballero-Mellado.

1996).
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Tableau 1 : ClassificatIOn des bacténes ;ymbiotiques fixartices d'azote ùe la famille ùes Rhizobiaceae
(Nick et al., 1998)

Genres Espèces

R. leguminosarum
biovar viciae
biovar trifolii
biovar phaseolus

R galegae
hlOvar orientalis
biovar officlnalt:>

Plantes hôtes

P,sum, Vicia, Lalhyms, Lens
Trifolium
Phaseolus vulgaris L.

Galega orientalis
Galega offinalis

Références

Jordan, 1984
Jordan,1984
Jordan,1984
Jordan,1984

Lindstrbm, 1989
Lmdstrom, 1998
Lmùstràm, 1998

R. IroplCI liA
R. Impiei liB

Phaseolus vulgaris L., Leucaena Martinez-Romero el al, 1991
Phaseolus vulgaris L., Lellcaena Martinez-Romero el al., 1991

R. el/i

Rhizobium R. halnanensis
(croissance rapide)

R. galltcum
biovar gallicum
blOvar phaseoli

R. giardlmi
biovar giardinll
biovar phaseolt

Phaseolus vulgaris L.

Leg.tropicale, Hainan de chme

Phaseolus vulgaris L.
Phaseolus vulgaris L.

Phaseolus vulgaris L.
Phaseolus vulgaris L.

Segovia el al, 1993

Chen et al., 1994; Chen cl al., 1997

Amarger el al., 1997
Amarger el al., 1997

Amarger et al., 1997
Amarger et al., 1997

R. mongolense Medieago rUlhenica L. Ledebour Berkum et al., 1998

R. huautlense

M. loti

Mesorhizobium M. huakuii
(croissance rapide)

M. ciceri

M.lianshanense

M. medtterraneum

M. plurifarium

M. amorphae

Sesbania herbacea

Lotus

Astragalus sinicus

Cicer anntinum

13 espéces de Leg.tropica1es

Clecr arietinum

Acacia, prosopis

Amorpha fruticosa

Wang et al., 1999

Jarvis et al., 1982; JarvIs el al., 1997

Chen et al., 1991 ; Jarvis el al., 1997

Nour el al., 1994; JarvIs et al., 1997

Chen el al., 1995, JarvIs el al., 1997

Nour el al, 1995 ; jarvIs el al., 1997

de Lajudie et al., 1998

Wang el al, 1999

S. meltloll

S·fredii

Medicago, Meltlotls,Ttngonelia Jordan, 1984; Earù1y el al, 1990
de Lajudle el al., 1994

Glycine max, Glycine soja de Lajudie et al., 1994

Sinorhizobium
(Croissance rapide)

S. sahelt

S.lerangae
blOvar acaciae
blOvar sesbamae

S. medicae

S. arboris

S. kostlense

Sesbanw

AcaclQ
Sesbama

Medlcago trunculala

Acacia senegal

Prosopis chilensis

de Lajudle et al., 1994

de LaJudle el al., 1994
Lortet et al., 1996
Lortet et al., 1996

Eard1y el al., 1990, Rome et al., 1996

NIck et al., 1998

NIck et al., 1998

Allorhizobium lA. lIndicola
(croissance rapide)

Azorhizobium lA caullllOdans
(CrOIssance rapide) A sp

B. japomcwn

Neptunia natans

Sesbania rostrata
Sesbania rostrata

GLYCine max, G.soja

de LaJudie et al., 1998

Dreyfus cl al., 1988
Dreyfus cl al., 1988

Jorùan , 1982

Bradyrhizobium
(Croiswnce lellle )

n. sp

B. elkanll

B. ltaoningensis

Vigna, Lupinus, Mimosa, Acac/{l
Aeschynomene
GLYCine max

Glycine max, G.soja

Jordan, 1982 , Dupuy el al., 1994; Alazarù,
1985, Young, 1991
Kuykendall Cl al., 1992

Xu et al., 1995
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3. Matériels et méthodes

3.1. Origine des nodules

Les nodules ont été récoltés des légumineuses d'origines diverses qui se sont développés soit

naturellement soit dans des conditions contrôlées. Ainsi les nodules utilisés dans cette étude

proviennent soit:

- des plantes d'Acacia raddiana adultes qui se sont développées en condition:'>

naturelles dans la région du Ferlo (Sénégal) et dont l'âge est estimé à 30 ans. Les nodules

provenant de ces arbres sont souvent de très petites tailles (quelques milimètres) récoltés des racines

secondaires.

- de diverses légumineuses d'Acacia holosericea, Acacia lllangiwn, ACXlci(l

auriculifonnis, Acacia senegal, Vigna unguiculata qui ont été cultivées en conditions variées (nature

du substrat, origine du substrat, substrat stérile ou non, inoculé ou non ... ). Les nodules provenant

de ces plantes sont polymorphes (sphériques, allongés, ovales), leur taille varie entre 0,5 cm et l,2

cm. Ces nodules nous ont été gracieusement fourni par des chercheurs de l'IRD et du CIRAD.

- De dix espèces de légumineuses (Sesbania rostrata, Alysicarpus gllllnaceiis, Acacia

senegal, Acacia raddiana, Acacia albida Acacia seyal, Acacia mangium, Acacia auriculiformis.

Phaseolus vulgaris, et Zornia glauchidiata) pérennes et annuelles (Tableau 1 annexe) que nous

avons élevées en serre sur sol stérile. Elles ont été inoculées par un inoculum mixte comportant huit

souches de Rhizobium appartenant à des groupes taxonomiquement différents dont les principales

caractéristiques sont présentées sur le tableau 2 (annexe). Ces souches sont capables de noduler ces

plantes. Vingt répétitions sont effectuées pour chacune des espèces de légumineuses utilisées.

Nota: Les conditions de cultures, les milieux de culture des bactéries et des plantes ainsi que la technique

de dénombrement des bactéries sont résumés en annexe.

3.2. Mode de conservation et traitement des nodules

Les nodules prélevés sur les racmes des différentes espèces de légumineuses, sont rincés

plusieurs fois à l'eau distillée.

Il
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Les nodules sont répartis en quatre groupes en vue de l'extraction d'ADN.

* Groupe 1: constitué de nodules frais; ces nodules sont désinfectés avec du HgCh 0,1 o/c

pendant 30 secondes puis rincés à l'eau stérile.

* Groupe 2: constitué de nodules frais désinfectés au HgClz 0,1% pendant 30 secondes

puis rincés à l'eau stérile et conservés dans du glycérol 60% à - 80°e.

* Après un rinçage à l'eau permutée, les nodules du groupe 3 sont conservés directement

dans l'alcool 70% pendant deux mois. Ils seront réhydratés de la façon suivante: alcool 70%, alcool

SO% (l heure), alcool2S% (1 heure), eau ultra pure.

* Groupe 4: constitué de nodules séchés à l'étuve à 40°C pendant 10 à 14 jours. Ils seront

réhydrater pendant 4 heures au moins dans l'eau ultra-pure stérile avant toute extraction d'ADN.

3.3. Principe de la méthode d'extraction d'ADN à partir de nodules

La méthode est adaptée de celle de Rouvier et al (1996) sur les nodules de plantes

actinorhiziennes appartenant aux genres Allocasuarina et Casuarina. Afin d'optimiser au maximum

qualitativement et quantitativement l'ADN extrait de broyat de nodules de différentes espèces cie

légumineuses, nous avons testé quatres types de tampons d'extraction en faisant varier leur

composItIon en CTAB (CetylTriméthylAmmonium Bromide) et en PVPP (PolyVynil

PolyPyrrolidone). Quatre différents types de purification ont également été testée afin d'obtenir cie

l'ADN de bonne qualité.

3.4. Effet du CTAB et du PVPP sur l'ADN extrait de broyat de nodules

Le but de l'extraction est d'obtenir des acides nucléiques débarrassés des contaminants

bactériens et d'autres substances pouvant inhiber la Taq polymérase. Les nodules sont broyés dans

un tampon d'extraction contenant du CTAB (CetylTriméthylAmmonium Bromide) et du PVPP

(PolyVynil PolyPyrrolidone). Ces deux produits avaient été utilisés dans des études précédantes

pour complexer et éliminer les contaminants solidement liés à l'ADN lors de son extraction

(Ausubel, et al., 1990, Holben et al., 1988)

Le CTAB est un détergent qui, en présence d'une forte concentration en NaCI (au moins O.S

M), forme avec les protéines, les polysaccharides et les composés phénoliques des complexes
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facilement extractibles par le chloroforme (Murnay et Thompson, 1980). Les polysaccharides et les

tanins produits par la plante sont très difficiles à séparer de l'ADN car ils ont des propriétés

biochimiques communes (ce sont de grandes molécules chargées négativement). Or ces molécule,>

inhibent la Taq polymérase, l'enzyme de la PCR, en complexant les ions Mg2
+ qui sont de'>

cofacteurs de l'enzyme (Tsai et OIson, 1992). Le CTAB permet donc la lyse des cellules végétale"

et bactériennes et évite la contamination de l'ADN par les composés phénoliques. Les solution"

contenant du CTAB ne doivent pas être soumises à des températures de moins de 15°C sinon le

CTAB précipite.

Le PVPP complète l'action du CTAB en piégeant les tanins et les polyphénols végétaux.

Ceux-ci se fixent, grâce à des liaisons hydrogènes, sur ce composé insoluble dans l'eau et les

complexes PVPP/composés phénoliques et sont éliminées par centrifugation.

La solution d'extraction est tamponée par du Tris-HCl pH 8 et contient de l'EDTA à haute

concentration afin de protéger l'ADN libéré de l'attaque des ADNases.

Nous avons donc évalué l'effet du CTAB et du PVPP contenus dans le tampon d'extraction

sur les polysaccharides, polyphénols et les composés humiques entrant dans la composition des

nodules. Les nodules sont broyés dans un tampon contenant (i) ni CTAB ni PVPP ou (ii) du CTAB

ou (iii) du PVPP ou (iiii) du CTAB et du PVPP.

Le nodule est broyé dans 200 /-!l d'eau ultra-pure stérile à l'aide d'un poter en plastique

stérile (Piston Pellet, Bioblock, Illkirch, France). 150 ~Ll ( les 50/-!1 restant seront melangés à 100 /-!l

de glycérol 60% pour avoir un volume final de 20% en vue d'un isolement ultérieur) de ce broyat

de nodule sont additionnés à 150 /-!l de tampon d'extraction deux fois concentré 2X (voir annexe).

La solution obtenue est laissée 1 heure au bain-marie à 65°C afin de lyser les cellules. Une

centrifugation de 10 min à 13000 rpm à la température ambiante permet d'éliminer les débris

cellulaires, les polyphénols et les polysaccharides piégés par le CTAB et le PVPP. Cette méthode

de lyse chimique permet d'obtenir un bon rendement mais elle utilise des detergents qui sont des

inhibiteurs de nombreuses réactions enzymatiques et génèrent généralement une coextraction

(substances humiques essentiellement) plus importante. Il est donc indispensable d'éliminer ces

impurétés résiduelles c'est à dire de purifier l'ADN extrait.

3.5. Purification de l'ADN extrait de broyat de nodules

13
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Le chloroforme est un solvant organique qui dénature les protéines. Il est non miscible à

l'eau et de densité supérieure à celle-ci; les acides nucleiques n'y sont pas solubles. Après

extraction par agitation et centrifugation, l'ADN se trouve exclusivement dans la phase acqueuse

supérieure. L'alcool isoamylique est un agent anti-mousse stabilisant la séparation des phases, et le

phénol intervient dans l'élimination des protéines contaminantes.

Quatre méthodes de purification de l'ADN extrait de nodule ont été testées. Après la ly~e

bactérienne et une centrifugation, de 10 min à 13000 rpm:

* le surnageant est recueilli, on ajoute un volume de Phénol et on agite (par

retournement) pour mélanger les deux phases jusqu'à ce qu'il se forme une émulsion. Une

centrifugation à 13000 rpm pendant 15 min est suivi d'une purification avec un volume phénol

chloroforme alcool isoamylique (25:24: 1), et d'un volume de chloroforme-alcool isoamylique

(24: 1;).

* le surnageant est recueilli, on ajoute un volume phénol-chloroforme alcool

isoamylique (25:24: 1). Une agitation par retournement permet de mélanger les deux phases jusqu'à

ce qu'il se forme une émulsion suivi d'une purification avec un volume de chloroforme-alcool

isoamylique (24: 1).

* une seule purification du surnageant avec un volume de chloroforme-alcool

isoamylique (24: 1),.

* deux purifications du surnageant avec un volume de chloroforme-alcool

isoamylique (24: 1).

Toutes ces différentes phases de purifications sont suivies d'une centrifugation pendant 15

minutes à 13000 rpm à la température ambiante afin d'éliminer les proteines et les lipides.

3.6. Précipitation de l'ADN extrait de nodule

La précipitation se fait en présence d'éthanol pur et d'un cation monovalent. Après la dernière

extraction au chloroforme-alcool isoamylique, la phase supérieure est récupérée tout en notant le

volume exact. Le chloroforme étant un déprotéinisant très puissant, il doit être éliminé pour

permettre l'action ulterieure des enzymes de restrictions sur l'ADN extrait. On ajoute 1/10e volume

d'acetate de sodium 3M pour un volume de surnageant et 2,5 volumes d'éthanol absolu froid.

14
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Après avoir observé la précipitation des acides nucléiques, les tubes sont placés à -20°C pendant

une nuit. Les tubes sont centrifugés 30 min à 13000 rpm (4°C). Le surnageant est éliminé et on

ajoute 1 volume d'éthanol à 70% pour laver le culot d'ADN. Le lavage par une solution d'éthanol

70% permet d'éliminer les sels. On centrifuge 15 min à 13000 rpm.

Le surnageant est soigneusement éliminé puis les culots sont séchés 30 min au Speed Vac.

Les culots sont dissous dans 20 ~l d'eau ultra pure stérile.

L'ADN est ensuite conservé à -20°C.

3.7. Contrôle de la pureté et détermination de la concentration de l'ADN en

solution

3.7.1. Dosage de l'ADN extrait au spectrophotomètre

Le spectre d'absorption des solutions d'ADN est enregistré à l'aide du spectrophotomètre

UVNIS (Phannacia Biotech) dans une cuve en quartz de 1 cm de trajet optique. Un échantillon de

50 J.ll a permis de faire une analyse quantitative et qualitative de l'ADN extrait. Pour affiner cette

approche, un balayage des longueurs d'ondes comprises entre 200 et 340 nm est effectué pour

l'ensemble des échantillons analysés. Des précautions se sont révélées nécessaires pour obtenir des

mesures fiables: le rinçage de la cuve en quartz à l'acide sulfochromique et la recalibration de

l'appareil entre chaque passage, à l'aide de l'eau ultra-pure qui avait servi à diluer les solutions

d'ADN.

La densité optique à 260 nm est corrélée à la concentration d'ADN en solution, il a été

montré qu'une solution d'ADN de concentration égale à 50 j.lg/rnl a llne densité optique de 1. La

quantité d'ADN est donc déterminée de la manière suivante:

QADN (j.lg/ml) = 50 x D0260 x facteur de dilutioil.

Pour contrôler la pureté de l'ADN en suspension, il faut vérifier que:

u= D0260 /D028o est compris entre 1,8 et 2.

15
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Une valeur inférieure indique une contamination par des protéines. Une nouvelle extraction au

phénol/phénol-chloroforme alcool isoamylique ou au chloroforme-alcool isoamylique est donc

nécessaire.

[)= D026ü /DOnü doit être compris entre 2 et 2,3. Une valeur supérieure traduit la

présence d'ARN et! ou de nucléotides libres.

3.7.2. Dosage de l'ADN extrait sur gel d'agarose

En complément du dosage par spectrophotométrie, une estimation sur gel après coloration

au bromure d'éthidium doit être effectuée. Afin de visualiser les produits de l'amplification, 5/-l1 de

la solution d'ADN sont déposés sur un gel d'agarose (Sigma, La Verpillière, France) 1% ( w/v).

Après 2h de migration à 80 Vcm- I dans une cuve horizontale contenant un tampon TBE (Tampon

Tris-Borate, 1 /-lg ml- I
) (cf. Annexe), le gel est coloré pendant 30 min dans une solution de BET

(Bromure d'Ethidium, 1 /-lg ml- I
) et photographié sous UV avec le Gel Dcc (BIO-RAD).

3.8. Amplification enzymatique de l'IG8 168/238

3.8.1. Amorces utilisées

La région intergénique entre l'ADNr 16S et l'ADNr 23S a été amplifiée par PCR avec des

amorces dérivant de l'extrémité 3' de l'ADNr 16S (FGPS1490-72; 5'

TGCGGCTGGATCCCCTCCTT-3') (Navarro et al., 1992) et de l'extrêmité 5' de l'ADNr 23S

(FGPL132-38; 5'-CCGGGTTTCCCCATTCGG-3') (Ponsonnet et al., 1994).

3.8.2. Conditions de la réaction

L'ADN extrait des nodules constitue l'ADN matrice employé pour l'amplification de l'IGS.

La réaction d'amplification s'effectue sur un volume total de 25 /-lI contenant pour chaque réaction

une bille lyophillisée ( Ready-to-go PCR beads, Pharmacia Biotech) renfermant 1,5 U de TaC}

polymérase, 10 mM Tris-Hcl, (pH 9 à la température ambiante), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCI2, 200

/-lM de chaque dNTP, l/-lM de chaque amorce, et entre 10 et 50 ng d'ADN génomique. Un témoin

négatif sans ADN est inclus dans l'expérience. Les conditions de la PCR adoptée sont les

suivantes: 1 cycle à 95°C 5 min afin de dénaturer l'ADN, 35 cycles composés des étapes suivantes:

95°C pendant 30 s (dénaturation), 55°C pendant 1 min (hybridation), noc pendant 1 min

(élongation ). Les échantillons sont ensuite laissés 3 min à noc afin de terminer l'élongation des
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brins incomplets. Cette réaction s'effectue dans des tubes de 0,2 ml à l'aide d'un amplificateur

automatique Perkin -Elmer (GeneAmp® PCR System 2400). Afin de visualiser les produits de

l'amplification, 3 ~l du mélange réactionnel sont déposés sur un gel d'agarose (Sigma, La

Verpillière, France) 1% (w/v). Après 1h de migration à 80 Vcm- 1 dans une cuve horizontale

contenant un tampon TBE (cf Annexe), le gel est coloré pendant 30 min dans une solution de BET

(Bromure d'ethidium, 1 /lg mr l
) et photographié sous UV avec le Gel Doc (BIO-RAD).

3.9. RFLP sur les fragments amplifiés

La RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) consiste à couper par différente..,

endonucléases de restriction, un fragment d'ADN donnant, pour chaque endonucléase, un profil de

restriction type. Ce fragment sera donc caractérisé par une combinaison de profils types obtenus

pour plusieurs endonucléases. Un groupe PCRlRFLP comprendra des souches dont les fragments

amplifiés auront les mêmes combinaisons de profils types.

Les enzymes HaeIII et MspI ont été choisies pour leur capacité de discrimination mise en

évidence lors d'études antérieures de caractérisation de Rhizobium (Neyra, communication

personnelle). Suivant l'intensité de la bande d'amplification 5 à 10 ~l sont digérés par lOG

d'enzymes dans un volume réactionnel de 20 /lI à 37°C pendant 2 heures. Les fragments digéré..,

sont déposés sur gel d'agarose Metaphor® (FMC BioProducts, Rockland, Marine USA) horizontal

à 2,5% (w/v). Les fragments digérés sont ensuite soumis à une électrophorèse. Après 3h de

migration à 80 Vcm-1 dans une cuve horizontale contenant du tampon TBE (Annexe), le gel est

coloré pendant 30 min dans une solution de BET (Bromure d'ethidium, 1 /lg mr l
) et photographié

sous UV avec le Gel Doc (BIO-RAD).
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Figure 1: Spectres d'absorption de l'ADN ex trait de nodules obtenus par différents traitements

a- CTAB - / PYPP -: absence de CTAB et de PYPP.

b- CTAB+ / PVPP -: présence de CTAB et absence de PVPP.

c- CTAB - / PVPP+: absence dc CTAB et présence de PVPP.

d- CTAB+ / PVPP+: présence de CTAB et de PVPP.

CTAB = CetylTriméthylAmmonium Bromide.

PYPP = PolyVynil PolyPyrrolidone.



Résultais

4. Résultats

4.1. Effet du CTAB et ou du PVPP sur l'ADN extrait de nodules

Dans le but d'avoir une lyse la plus exhaustive possible pour libérer l'ADN le plus

représentatif des bactéries contenues dans les nodules, nous avons effectué une lyse chimique par

utilisation de détergents (CTAB, PYPP).

L'analyse des spectres (Figure 1) nous montre que des différences significatives sur la

pureté et la concentration de l'ADN extrait du broyat de nodule sont notables lorsque le tampon

d'extraction ne contient ni CTAB ni PYPP ou lorsqu'il contient simultanément les deux. Par contre

il n'existe pas de différences significatives sur la pureté de l'ADN extrait lorsque le tampon

d'extraction contient soit du CTAB soit du PYPP. En effet lorsque le tampon d'extraction ne

contient ni du CTAB ni du PYPP, le rapport de la D026o/D028o (1,130) est largement inférieur à la

normale (21,8) montrant la présence des polysaccharides et des polyphénols capables d'inhiber la

Taq polymérase. L'ADN extrait avec un tampon contenant du CTAB et du PYPP est de bonne

qualité (D026ofD0280 1,985), le rendement de l'extraction est satisfaisant et permet une reussite de

amplification de 100% (Figure 2). Par contre lorsque le tampon contient soit du CTAB ou du

PVPP, le rapport de la D026ofD028o est relativement proche de la normal respectivement 1,77 et

1,88. L'ADN extrait de tels tampons renferme encore quelques contaminants en polysaccharides et

en polyphénols mais relativement faibles pour entrainer une inhibition de la Taq polymérase (Figure

2).

L Nf CTABfPYPP CTAB / PYPP CTAB PYPP T-

Figure 2: Electrophorèse sur gel d'agarose (1% w/v) des produits d'amplification de l'IGS(16S/23S) après
extraction d'ADN de nodules d'Acacia holosericea . L= ladder, 100 pb (Pharmacia Biotech); Ni CTAB/PYPP:
absence de CTAB et de PYPP; CTABfPYPP: présence CTAB et de PYPP; CTAB: présence CTAB uniquement;
PYPP: présence PYPP uniquemenLT-: Temoin négatif.
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•
4.2. Comparaison des différents modes de purifications d'ADN extrait de

nodules

Les premières observations du surnageant recueilli après lyse et centrifugation du broyat de

nodules ont montrés que les acides nucléiques extraits de nodules sont relativement colorés, en

fonction du sol sur lequel la légumineuse a été cultivée. Cette coloration provient vraisemblablement

des composés humiques ou polyphénols co-extraits avec l'ADN des différents échantillons de

nodules. L'amplification directe de ces dilutions est très souvent inhibée. Il semble donc que ce~

impurétés (pigments jaunes et bruns) diminuent considérablement le taux d'hybridation des

amorces. Il s'avérait donc nécessaire de purifier l'ADN extrait de ces pigments. Compte tenu des

données bibliographiques, nous avions testé quatre types de purifications.

l-Une purification au phénol suivie d'une purification au phénol-chloroforme alcool

isoamylique (25:24: 1) et au chloroforme-alcool isoamylique(24: 1).

2-Une purification au phénol-chloroforme alcool isoamylique puis au chloroforme-alcool

isoamylique (25:24: 1).

3-Une seule purification au chloroforme-alcool isoamylique (24: 1).

4-Deux purifications au chloroforme-alcool isoamylique (24: 1).

Les purifications 1,3 et 4 n'induisent aucune différence notable au nIveau du taux

d'amplification. La reussite de l'amplification pour ces trois types de purifications est de 33%. Par

contre purification 2 permet d'obtenir un taux d'amplification de 100% (Tableau 4).

! 1 Tableau 4: Optimisation de l'étape de purification de l'ADN extrait de nodules

P = Phénol, C = Chloroforme, A = Alcool isoamylique

+/-

+/-

+/-

++

Reussite PCR

+

++

+

+++

Concentration ADN
(ng/~l)
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1,50

1,88

Traitements
P+PCA+CA

PCA+CA

CAIX 1,95

CA 2X 1,64

u
U

1
1
1
1
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La méthode d'extraction et de purification d'ADN utilisée dans cette étude est donc une

extraction au CTABIPYPP suivie d'une purification au phénol-chlorofonne alcool isoamylique

(25:24;1) puis au chlorofonne alcool isoamylique. Cette méthode nous a pennis d'obtenir un très

bon rendement en ADN avec des reussites d'amplification de 100% (Figure 2).

La figure 3 résume toutes les étapes du protocole d'extraction.

4.3. Comparaison des différents modes de conservation et possibilité

d'isolement au cours de l'extraction d'ADN de nodule

Etant donné que les étapes préliminaires des études écologiques se réalisent sur le terrain, il

se pose donc le problème de conservation des nodules en vue d'études écologiques. De même, lors

de l'extraction d'ADN, nous avons utilisé un tampon qui contient un détergent (CTAB) qui permet

la lyse des bactéries et par conséquent ne pennettra pas un isolement ultérieur lorsque les analyses

de PCRlRFLP révèlent le profil d'une souche nouvelle. Il devient donc urgent de mettre au point un

mode de conservation des nodules et une phase d'isolement avant toute lyse en vue d'obtenir des

résultats fiables lors des études écologiques. Les différents modes de conservation des nodules et

les possibilités d'isolement sont résumés sur le tableau 5. Les résultats montrent que l'isolement est

possible à travers tous les différents modes de conservation sauf avec les nodules conservés dans

l'éthanol 70%. Par contre, quelque soit le mode de conservation, l'amplification de la région

intergénique située entre les ARNr 165 et 235 (rG5 165/235) est positive (Figure 4); nous avons

obtenu une amplification de l'ADN extrait des souches contenues dans les nodules de huit espèces

de légumineuses étudées sur dix.

Nodules frais Nodules gJycérol60% Nodules éthanol 70% Nodules secs

1.2- <

l,Jo
1,0-

L 2 3 4 2 3 4 2 3 4 2 3 4

Figure 4: Résultat de l'amplification de la région IGS (16S/23S) après extraction d'ADN de différents
traitements de nodules d'Acacia holosericea. L, ladder = 1kb (pharmacia Biotech) ; 1 à 4 , di fférents nodules
récoltés des plantes d'Acacia holosericea .
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Figure 3: Protocole d'extraction d'ADN de nodules de légummeuses.



Tableau 5: Critères ayant orientés le choix des différents types de conservation, le degré
d'amplifiabilité et les possibilités d'isolement

Types de conservation nodule frais Nodule

conservé

glycérol 60 %

Nodule

conservé

l'alcool 70%

Nodule sec

Temps de conservation

Possibilité d'isolement

Résultat amplification

Acacia holosericea

Acacia raddiana

A.cacia senegal

Acacia auriculiformis

Acacia mangium

Acacia seyal

Acacia albida

Sesbania rostrata

Phaseolus vulgaris

Vigna unguiculata

+ : amplification possitive.
- : amplification négative.
nt: non nesté

30 min

+

+

+

+

+

+

+

+

nt

6 mois

+

+

+

+

+

+

+

+

nt

6 mois

+

+

+

+

+

+

+

nt

60 mois.

+

+

+

+

+

+

+

+

+
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4.4. Amplification enzymatique de l'ADN

L'ADN extrait des nodules de différentes espèces de légumineuses est en quantité suffisante

pour être lu au spectrophotomètre UVNIS (Pharrnacia Biotech) et être visualisé sur gel. Le

bromure d'éthidium pennet de visualiser sur gel des quantités d'ADN supérieures à 1 ng

(5ambrook et al., 1989). Cet ADN est largement suffisant pour être amplifié et une dilution au

dixième voire au centième est parfois nécessaire pour éviter l'inhibition de la Taq polymérase p~l.f

les composés phénoliques encore présents. L'amplification des souches de références et les

souches non-isolées a donné un seul fragment de taille attendue de l'ordre de 1400 paires de base~

La taille de l'IG5 qui inclut les 200 pb de bordures du 165 et 23S n'est pas la même pour toutes les

souches; elle est comprise entre 1 et 1,4 kb (kilobase). Notons cependant que si toutes les souches

de référence ont amplifié (Figure 5 a et b), les souches non isolées contenues dans les nodules

n'ont pas toutes amplifié. Ainsi l'extraction d'ADN des souches contenues dans les nodule~

d'Acacia raddiana, Acacia senegal, Acacia auriclliifonnis, Acacia seyal et Sesbania rostrata, ont très

bien amplifié, les souches contenues dans les nodules d'Acacia albida et de Phaseolus vlllgaris

n'ont pas amplifié et laissent apparaître des smires.

Des nodules provenant d'autres espèces de légumineuses cultivées dans des conditions

variées (nature du substrat, origine du substrat, substrat stérile ou non, inoculé ou non... ) ont été

utilisés dans ce travail. Ainsi les souches contenues dans les nodules récoltés des plantes d'Acacia

holosericea montrent une très bonne amplification de la région IGS (165/23S) avec une taille

d'environ 1200 pb (Figure 6 a, b et c). Les souches contenues dans les nodules des plantes de

Vigna unguiculata cultivées directement sur le terrain sous couvert ou hors couvert d'Acacia

raddiana, et Acacia senegal, révèlent une très bonne amplification de la zone IG5 (Figure 7 a et b).

4.5. Choix des enzymes de restriction

Ce paragraphe a pour but d'évaluer le pouvoir discriminant de la région intergénique située

entre les ARNr 165 et 235 (IG5 165/235) de huit souches de référence. Nous avons choisi cette

région parcequ'elle semble présenter moins de contraintes évolutives que ces régions t1anquantes,

que sont 165 et 235. De plus, l'IG5 s'était montré 20 fois plus discriminant que l'ARNr 165 sur

des souches de Frankia (Rouvier et al., 1996).

L'amplification de la région intergénétique située entre l'ARNr 165 et 235 (IG5 16S-235)

aussi bien des souches pures de référence que des souches non isolées des différentes espèces de

légumineuses, révèle des bandes de tailles différentes permettant une discrimination mineure
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Figure Sa: E1ectrophorèse sur gel d'agarose (1 % w/v) des produits d'amplification de
l' IGS (16S/23S) de 8 souches de référence; L, ladder 1kb (Phannacia Biotech); Puit l, ORS
609T

; P2, ORS 604; P3, ORS 1009 T
; P4, ORS 1032 T

; P5, ORS 571 T
; P6, ORS 188; P7,

llC (ORS 1782); P8, 13C (ORS 1785); T- Témoin négatif; L, ladder lkb (Pharmacia
Biotech).
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Figure Sb: EJectrophorèse sur gel de MetaPhor (2,5% w/v) des produits de restriction
obtenus avec les endonuléases Msp 1 et Hae III après digestion de l' IGS( 16S-23S) ampl ifié
de 8 souches de référence; Puits 1 et 10, ladder (marqueur VIII, Boehringer Mannheim,
France); Puits 2 à 8 groupes PCRlRFLP.
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Figure 6a: Electrophorèse sur gel d'agarose (1 % w/v) des produits d'amplification
de l'IGS (16S/23S) après extraction d'ADN de souche contenue dans chaque nodule
d'Acacia h%cericea; (1 à 13) representant l'extrait d'ADN de chaque souche contenue
dans un nodule différent. L, ladder 100 pb; T-, témoin négatif.
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Figure 6b: Electrophorèse sur gel de MetaPhor (2,5% w/v) des produits de
restriction obtenus avec l'endonucléase Msp! après digestion de l'IGS(16S/23S)
amplifié. Puits 1 à 13 groupes PCRJRFLP. L. ladder 100 bp (Phannacia Biotech).
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Figure 6c: Electrophorèse sur gel de MetaPhor (2,5% w/v) des produits de
restriction obtenus avec l'endonucléase Haell1 après digestion de IGS(16S/23S)
amlpifié Puits 1 à 13 groupes PCRJRFLP. L, ladder 100 pb (Phannacia Biotech)
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Figure 7a: Electrophorèse sur gel d'agarose (1 % w/v) des produits d'amplification de l'IGS(l6S123S)
après extraction directe d'ADN de souches contenues dans différents de nodules de Vigna Unguiclilata.
T-, temoin négatif; L, ladder 100 pb; 1 à 7, nodules récoltés des plantes de Vigna Unglliclilaia
cultivées sous couvert Acacia raddiana, l' à 6'; nodules récoltés des plantes de Vigna Unglliclilata
cultivées hors couvert Acacia raddiana.
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Figure 7b: Electrophorèse sur gel de MetaPhor (2,5% w/v) des produits de restriction obtenus avec
les endonucléases Mspl el Hael1J après digestion de j'IGS (16S/23S) amplifié. L, ladder 100 pb; 1 à 7,
groupe PCRJRFLP sous couvert Acacia raddiana; l' à 6', groupe PCR/RFLP hors couvert Acacia
mddiana



Résultats

(Figure 5a). L'utilisation de deux endonucléases de restriction dont HaeI/I et MspI, (Phannacia

Biotech) pennet une discrimination quasi totale des souches de référence à l'exception des souches

ORS 604 et ORS 1009T qui appartiennent à la même espèces (S. terangae) et nécessitent l'utilisation

d'amorces spécifiques pour être dfférentiées. Les souches non isolées contenues dans les nodules

sont discriminées de manière parfaite par ces deux endonucléases.

4.6. Application à des études de compétition des différentes souches

inoculées pour la formation des nodules

Pour évaluer l'aptitude de survie et de fonnation de nodules des souches de référence à l'état

saprophytique dans la rhizosphère, nous avons préparé un inoculum mixte contenant

approximativement le même nombre de bactéries en phase exponentielle de croissance de toutes les

souches de référence. 8 ml de cet inoculum sont utilisés pour infecter chaque gaine contenant un sol

sableux pauvre en matières organiques et en azote préalablement stérilisé pendant 1 heure à 120°e.

Dans chaque gaine infectée, est effectué une transplantation d'une jeune plantule de chaque espèce

de légumineuse que nous avons fait prégenner stérillement en boîte de Petri sur de l'eau gelosée.

Les plantes sont périodiquement arrosées à l'eau distillée stérile. Après deux mois de culture en

serre, l'application directe de la technique de PCRlRFLP sur les nodules récoltés pennet après

analyse des profils obtenus, d'évaluer la compétitivité des souches de référence en fonction de la

légumineuse.

Le résultat sur la compétition entre les différentes souches de Rhizobium inoculées est

résumé dans le tableau 6.

L'application de la technique de PCRlRFLP sur les extraits d'ADN de 60 nodules récoltés

de 20 plantes de Sesbania rostrata cultivées en serre révèle sans aucune ambiguité le profil de la

souche ORS 571 T aussi bien avec MspI qu'avec HaeIII. Les plantes d'Acacia nuldiana, d'Acacia

senegal et d'Acacia seyal révèlent le profil de la souche ORS 1009T après amplification et digestion

(Figure 8 a et b). Par contre les extraits d'ADN des nodules récoltés d'Acacia auriculiformis

montrent après PCRlRFLP 10% du profil de la souche 11C (ORS 1782) et 90% du profil de la

souche 13C (ORS 1785).

Les souches contenues dans les nodules d'Acacia albida, d'Acacia mangium et de Phaseolus

vulgaris n'ont pas amplifié malgré la bonne qualité et quantité de l'extrait d'ADN. La petite taille

des nodules de Zomia glauchidiata et d'Alysicwpus glumaceüs n'a pas permis une extraction

d'ADN amplifiable.
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Figure 8a: Electrophorèse sur gel d'agarose (l % w/v) des produits d'amplification de )'IGS
(16S/23S). 1 à 13 souches contenues dans 13 nodules provenant de 5 pieds d' Acaciaraddial/a

infectés par un inoculum mixte renferment 8 souches de référence appartenant à 5 genres de
Rhizobium taxonomique ment différents. L, ladder 100 pb (Pharmacia Biotech); T-, témoin
négatif
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Figure Sb: Electrophorèse sur gel de MetaPhor (2,5% w/v) des produits de restriction
obtenus avec les endonucléases Mspl et Haelll après digestion de l' IGS (16S/23S) amplifIé.
1 à 13 le profils de la souche ORS 1009T

; L, ladder 100 pb (Pharmacia Biotech).



Tableau 6: Tableau récapitulatif des résultats de l'applicabilité de la technique de PCRlRFLP à des études de compétition.

Sesbania rostrafa
Acacia raddiana
Acacia senegal
Acacia albida
Acacia auriculifonnis

Acacia mangium
Acacia seyal
Alysicarpus glumaceus
Phaseolus vulgaris
Zomia glauchidiata

+ : réaction possitive
- : réaction négative
T : souche type

Forme

Sphérique
Sphérique
Sphérique
Sphérique
Sphérique

Sphérique
Sphérique

Sphérique

Nodule Evaluation
Racine Total/plante Extraction Extraction PCRADN Profils

ADN ADN
principale/ plante secondaire/plantt

50-60 0 50-60 60 + + ORS 571 T

25-30 0 25-30 60 + + ORS 1009 1

25-3 0 25-30 60 + + ORS 1009 1

10-15 0 10-15 30 +
10-15 0 10-15 50 + + 90%13C

10%11C
15-20 0 15-20 30 +
10-15 0 10-15 35 + + ORS 1009 1

0 0 0 0
0 2-5 2-5 20 +
0 0 0 0

---------------------
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Discussions & contusions

5. Discussion et conclusions

Ce travail s'intègre dans le cadre d'une recherche de l'application de la technique de

PCRfRFLP sur différents types de nodules et divers modes de conservations de nodules de

différentes espèces de légumineuses. Le but étant d'aboutir à l'optimisation d'un protocole

d'extraction et de purification d'ADN de nodules de légumineuses avec une application à des étude"

de compétition entre souches de Rhizobium.

Nous avons développé et optimisé un protocole d'extraction directe de l'ADN sur différent<.,

traitements de nodule corrélé simultanément à une étape d'isolement bactérien.

Les résultats de nos travaux nous ont pennis de proposer des méthodes simples fiables

permettant une bonne conservation des nodules en vue d'une applicabilité de la technique de

PCRfRFLP sur nodules pour des études écologiques. Ainsi les nodules peuvent être conservés soit:

frais, secs, dans du glycéro160% ou dans l'alcool 70%.

Cependant la conservation dans l'alcool 70% n'est pas très recommandée dans la mesure ou

l'éthanol 70% en fonction de son pouvoir pénétrant détruit les bactéries ce qui ne permet pas

l'isolement ultérieur des Rhizobium.. La conservation dans le glycérol à 60% bien que permetant

un isolement, présente l'inconvenient majeur d'exiger la conservation des nodules à -80°. Les

nodules frais ne peuvent être gardés à l'air libre ou à la température ambiante pendant plus d'une

heure après la récolte. Le type de conservation le plus simple et le plus pratique est le séchage des

nodules à la température ambiante ou à l'étuve entre 35°C et 40°C pendant dix jours; (des nodules

âgés de 60 mois ont été testés à partir de ce type de conservation).

Nous avons pu montrer l'applicabilité directe de la technique de PCRJRFLP sur différents

traitements de nodules provenant de plusieurs espèces de légumineuses. Pour cela, nous avons

optimisé un protocole d'extraction d'ADN de nodules prélevés des plantes qui a permis d'éviter

l'étape d'isolement bactérien. Cette étape devrait être évitée car elle est très longue dans la mesure

ou, une étape d'isolement bactérien de nodule précedée d'une étape de purification met deux à

quatre jours selon le genre auquel appartient la souche à isoler. De plus, l'isolement peut permettre

la sélection de certains génotypes compatibles avec les milieux de croissance utilisés.

L'ADN a été extrait par une lyse chimique utilisant le CTAB et le PYPP, qui ont permis

d'éliminer assez conectement les composés humiques et phénoliques des nodules et qui pouvaIent
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inhiber la Taq polymérase. L'ADN obtenu est de bonne qualité, puisque l'amplification de

fragments de plus de 1000 pb est facilement obtenue. De plus cette méthode d'extraction directe

d'ADN de nodules est très rapide dans sa réalisation (moins de 24 heures) et permet donc de réculer

les limites des protocoles standards d'extraction d'ADN bactérien qui durent 48 à 72 heure'>

(Porteous et Armstrong 1991; Tsai et OIson, 1991; Zhou et al., 1996; Portenous et al., 1997) et qui

sont toujours précédés d'un isolement de Rhizobium .. Cependant, l'ADN extrait de nodules peut

contenir l'ADN de la plante-hôte, de l'endosymbionte, et de l'ADN de contaminants n'ayant pas été

complètement éliminés lors de la desinfection ou lors du pelage des nodules ce qui peut donc

nécessiter l'utilisation d'amorces spécifiqies. De plus seules deux purifications standards (phénol

chloroforme alcool isoamylique et chloroforme-alcool isoamylique) ont été effectuées; ces

purifications peuvent s'averer insuffisantes en fonction de la nature de sol sur lequel la légumineuse

a été cultivée. Notons cependant que les étapes de purifications entrainent toujours une perte

d'ADN (Renaud et al., 1998). Il s'agit donc de trouver le meilleur compromis assurant rendement

et purété maximum. Une alternative aux purifications excessives peut consister en une simple

dilution de l'ADN.

L'analyse par RFLP des produits d'amplification après extraction d'ADN de nodules nous a

permis d'identifier très rapidement les souches de référence introduites dans le sol. en comparaison

avec les profils des souches pures de référence.

Dans le cadre de notre étude, la digestion des produits d'amplification des nodules

provenant d'une même espèce végétale par deux enzymes de restrictions (Raelll et Mspl) a permis

de distinguer sans ambiguité le profil d'une des souches de référence, signe de la «présence» d'une

seule souche de bactérie dans le nodule. Exceptionnellement, les nodules récoltés des plantes

d'Acacia auriculiformis montrent une certaine dualité et même dans ce cas, la souche minoritaire

n'occupe que 10% des nodules.

Les profils obtenus par l'utilisation de la technique de PCRJRFLP nous ont permis de

montrer que la totalité des nodules récoltés d'Acacia sellegal, (60 nodules) d'Acacia raddiana, (60

nodules) d'Acacia seyal (50 nodules) est essentiellement occupée par la souche ORS 1009T
• Cette

souche isolée d'Acacia laeta, est un SinorhizobiulIl terangae bv acaciae, la souche ORS 1032T (de

Lajudie et al., 1998) est un Mesorhizobium isolée d'Acacia selleRai. Bien que toutes les souches

d'Acacia nodulent Acacia raddiana, Acacia sellegal, Acacia nilotica, P.julijlora et L. lellcocephala en

condition de laboratoire (Boivin et al., 1997), et que ces deux genres possedent les mêmes gènes

Nod communs (Lorquin et al., 1997), la souche ORS 1032T devrait logiquement noduler Acacia

senegal. La présence de la souche ORS 1009T dans les nodules de ces trois légumineuses nous
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permet de dire que la souche ORS 1009T est beaucoup plus compétitive que la souche ORS 1032T

et qu'en condition de serre, lorsqu'une bactérie du genre Sinorhizobill1ll et une bactérie du genre

Mesorhizobium sont en compétition, c'est le genre Sinorhizobiu11l qui se révèle beaucoup plus

compétitive.

Nous avons émis plusieurs hypothèses pour expliquer «l'absence» de la souche ORS 1032T

dans les nodules d'Acacia senegal:.

1- une différence des gènes Nod spécifiques présents chez ces deux espèces de RhizobiulIl

serait peut-être à l'origine d'une meilleure compétitivité de la souche ORS1009Tpar rappor1 aux

autres souches d'Acacia utilisées dans cette étude notamment la souche ORS 1032T. Ce résultat

suggérerait qu'en conditions de serre ou, les bactéries sont en compétition, la plante excerce une

certaine pression de selection en faveur des souches produissant une population de facteurs Nod

présentant des particularités structurales bien définies. Une technique de caractérisation globale des

facteurs Nod pourrait donc être intéressante pour le suivi du pouvoir de nodulation et des

inoculums. En effet plusieurs travaux effectués par Boivin et al., (1998) ont montré qu'il existe une

relation entre la structure des facteurs Nod synthétisés par un Rhizobium donné et son spectre

d'hôte, indepéndamment de sa position taxonomique.

2- elle serait liée à une inhibition de la croissance de la souche ORS 1032T par la souche

ORS 1009T après une infection simultanée de la plante par ces deux souches.

3- la souche ORS 1032T n'a peut-être pas pu supporter les conditions de stress

environnementaux (acidité, salinité, sécheresse, température ... ) qui ont probablement modifié la

génétique et/ou les propriétés symbiotiques de cette souche (Hoang., 1993) la rendant ainsi moins

compétitive par rapport à la souche ORS 1009T.

L'analyse par RFLP des produits d'amplification de 60 nodules provenant de Sesbania

rostrata révèle très clairement le profil de la souche ORS 571 T. Ce résultat confirme les analyses

faites au laboratoire par Boivin et al., (1997) en rapport avec la spécificité de nodulation de

Sesbania rostrata par ORS 571 T. Nos résultats montrent qu'en conditions de serre, malgré la

présence des souches ORS 604, ORS 609T qui ont été isolées de Sesbania, spp, la totalité des

nodules récoltés des plantes de Sesbania rostrata est occupée par la souche ORS 571 T. La souche

ORS 571 T se montre donc potentiellement plus compétitive que les autres souches de RhizobiulIl

isolées de Sesbania, spp, à savoir les souches ORS 604 et ORS 609T et les autres Rhizobium

présents dans l'inoculum mixte utilisé sur Sesbania rostrata, la plante d'isolement.
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90% des nodules récoltés des plantes d'Acacia Clllriculifomzis ont révélé très clairement les

profils de la souche Il C alors que les 10% seulement montrent le profil de la souche l3C. Ce~

résultats montrent une meilleure compétitivité de la souche IlC par rapport à la souche l3C. En

condition naturelle, Galiana et al., 1996, ont remarqué que la souche 13C a une très grande

infectivité et effectivité sur les plantes d'Acacia mangillm par rapp0l1 aux souches natives, d'ou

l'interrogation sur l'issue de ce résultat si nos études avaient été effectuées en mileu naturel.

Quatre souches à savoir ORS 188, ORS 604, ORS 609T et la ORS 1032T n'apparaissent

dans les nodules d'aucune des espèces de légumineuses utlisées, Il semble que ces souches sont

probablement moins compétitives. Mais «l'absence» de ces souches dans les différents nodules des

différentes espèces de légumineuses utilisées par la technique de PCRlRFLP devra être considérée

avec beaucoup de réserve et cela pour plusieurs raisons:

(i) l'amplification peut favoriser préférenciellement de l'ADN de la bactérie présente

majoritairement dans le nodule.

(ii) les souches ont peut-être été détruites par l'action de prédateurs ou de facteurs liés au sol

réduissant ainsi leur nombre et entrainant leur faible compétitivité.

(iii) aucune autre méthode pratique ne nous a permis (dans le cas de cette étude) de suivre la

dynamique des différentes souches une fois introduites dans le sol.

La souche ORS 188 aurait pu être retrouvée dans les nodules d'Acacia albida puisqu'elle a

été isolée de cette espèce de légumineuse. Mais malheureusement l'ADN extrait des nodules

d'Acacia albida n'était pas amplifiable pour des problèmes certainement liés à la qualité des

amorces. Le même problème s'est posé avec les nodules de Phaseolus vulgaris et Acacia mangilllJl.

Ces résultats tout à fait surprenant dans l'occupation de la quasi totalité des nodosités par

«une seule» souche pourraient être liés aux facteurs du sol dont les facteurs chimiques (pH,

salinité, métaux lourds, ... ), température, facteurs biologiques et certainement les interactions enrre

ces facteurs que nous ne contrôlons pas dans cette étude. Cependant plusieurs études ont été

effectuées pour évaluer l'effet cIe ces facteurs. C'est ainsi que Trinick et al., 1983 ont montré qu'à

25°C les souches à croissance rapide sont plus compétitives pour l'occupation des nodules, mais à

30°C, ce sont les souches à croissance lente qui sont plus compétitives, ou présentent une égale

compétitivité avec les souches à croissance rapide pour l'occupation des nodules. Ces hypothèses

pourront être facilement confirmer ou infirmer par l'utilisation de la technique de PCRlRFLP directe
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sur nodules en tenant rigoureusement compte de tous les facteurs qUi peuvent influencer la

compétitivité des souches.

Ce travail constitue la première étude concernant l'extraction d'ADN bacténen

directement de nodules de légumineuses. L'objectif de cette étude visant à extraire directement le"

acides nucleiques des nodules de différentes espèces de légumineuses afin de leur appliquer le"

méthodes moléculaires précédemment réservées aux isolats, nous a permis d'occulter les étapes

d'isolement et de culture des bactéries. Cette étude nous a peffiÙs de révolutionner le:,

méthodologies classiques d'extraction d'ADN de bactéries. La technique de PCRlRFLP appliquée

directement sur nodule présente l'avantage de s'affranchir de l'étape d'isolement in vitro des

microorganismes. Elle apporte non seulement un gain de temps, mais élimine aussi les biais dus à

l'étape de l'isolement.

Les résultats acquis dans ce travail nous ont permis de tirer les conclusions suivantes:

- Un ADN bactérien de bonne qualité est extractible et purifiable directement de nodules de

légumineuses.

Cet ADN pennet de caractériser rapidement par PCRlRFLP les souches de RhizobiulIl

contenues dans les nodules.

Les souches de Rhizobium peuvent être isolées a posteriori pour des études ultérieures.

L'ADN extrait peut être utilisé pour d'autres approches: séquençage, hybrydation sur

membrane avec des sondes spécifiques.

En perspectives, L'application de cette technique est possible aussi bien pour le suivi de

souches inoculées que pour l'étude de la compétition ou de la diversité de populations naturelles.

Couplée à d'études technique telles que l'hybridation in situ, elle pennettra une meilleure

connaissance de l'écologie des Rhizobium dans le sol, en testant différentes hypothèses sur les

relations trophiques entre les organismes et sur l'identification des populations pivots. Ces

approches demandent pour être fécondes un approfondissement des modèles déja maîtrisés pour

l'affinage des mesures des activités microbiennes.
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Annexe.\

Protocole d'extraction d'ADN bactérien directe de nodules

PREPARATION DES SOLUTIONS:

Travailler dans des conditions DNAase-free: Eppendorf stériles, eau ultra-pure,
porter des gants.

Travailler sous une hotte aspirante lors de l'utilisation des solvants.

EDTA 0,5 M pH 8 (Solution mère) 1----------------_......
Quantité:

Intérêt:

Produits:

Protocole:

Solution mère de 100 ml.

EDTA inhibe les DNAases par capture du calcium nécessaire au fonctionnement
des enzymes.

EDTA SIGMA Molecular biology: 18,6 g

Eau ultra-pure: 100 ml

-Ajuster au pH 8 avec environ 2 g de NaOH en granules, jusqu'à la dissolution de
1'EDTA (celle-ci n'apparaît pas avant pH 8).

-Complèter à 100 ml avec de l'eau ultra-pure.

-Conserver à +4oC

Acétate de sodium 3M 1----------------
Quantité:

Intérêt:

Produits:

Protocole:

1/10 du volume du surnageant prélevé à la dernière phase d'extraction

Précipitation des acides nucleiques.

Acétate de sodium: 24,6 g

Eau ultra-pure: 100 ml



Aflflexe~

-Conserver à la température ambiante.

-Aliquoter en tubes Eppendorf stériles.

-Dissoudre 24,6 g d'Acétate de sodium dans 100 ml d'eau ultra-pure.

-Conserver à +4oc.

PVPP (PolyVinylPolyPyrolidone) Sigma ref P- 6755: SOg

HCl 10%: SOOml

-Aliquoter en falcon.

première étape de purification de l'échantillon, face aux composés humiques et
aux polyphénols.

-Dissoudre 6,06 g de Tris-HCl dans 100ml d'eau ultra-pure.

-Ajuster le pH à 8.

Eau ultra-pure lOOml

19 dans 100 ml du tampon d'extraction

Solution mère de 100ml.

Tris-HCl: 6,06g

Quantité:

Intérêt:

Produits:

Protocole:

produits:

Quantité:

Tris - Hel 0,5 M pH S( Solution mère) 1----_......._--------------

PVPP (PolyVinyIPolyPyrolidone) insoluble lavé à l'acide 1......__................................_---------

Tp Phosphate de Potassium 100 mM (SX):21

Tp Phosphate de Potassium 20 mM (SX):3 à 51

Protocole:

-Ajouter SOg de PVPP dans 500 ml d'HClIO%

-Laisser à température ambiante durant 12 à 16 h

1



Annexes

Protocole

-Filtrer le PVPP sou vide, sur deux couches de filtre Wathman nOl

-Sécher durant une nuit le PVPP réduit en poudre, dans un dessicateur sous vide

Concentration finale

PVPP 1%

CTAB 2%

TrisHCl pH 8 100 mM

NaCL 1,4 M

EDTA20mM

ajouter lOml

ajouter 28ml

ajouter 4ml

ajouter 2g

QSP 100ml

ajouter 19

Conserver à -20°C au cours de la manipulation.

précipitation des acides nucleiques

TrisHCl pH 8 lM

NaC15M

PVPP

EDTAO,5M

CTAB

Le PVPP ne se dissout pas, c'est normal.

AUTOCLAVER à 110°C pendant 30 min.

-Vérifier le pH du liquide résultant de la filtration

-Stériliser 30 mn à 110°C, aliquoter dans des tubes Eppendorf stériles et conserver
à -20°C

Intérêt:

-Conserver dans une bouteille ambrée à température ambiante.

Concentration initiale

-Neutraliser le PVPP en versant successivement sur le filtrat le tampon Phosphate de
Potassium 5X (21) puis IX ( 3 à 5 1)

Protocole:

Eau ultra-pure 1________IIIIIIiIIIIII.- __

Ethanol absolu 1----------------

TAMPON D'EXTRACTION 1-----------------
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Préparation du marqueur de taille (lkb, lOOpb) 1
---~-_........_-_..........................._-
10!!1 de ladder lkb, 100pb,... )

40!!1 de bleu de charge

50!!1 d'eau ultra-pure stérile

Composition du bleu de charge lOX 1---_........_-----------
à utilisé au l/lOèrr1C

0,25%(w/v)

30% glycérol

lûmMd'EDTA

H 20

242,2g

lS,54g

57,lg

qsp l litre

TAMPON Tris-borate (TBE) lOX 1--------------------
Tris-base

N<l:1EDTA,2H20

Acide borique

H 20

10Sg

7,44g

55g

qsp l litre

Bromure d'éthidium 1---------------
La solution de BET à lOmg/ml:

à protéger de la lumière, conserver à 4°C, manipuler impérativement avec des gants.
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Premier jour 1-----------------
Etapes:

1. Dans une boîte de petri, désinfecter le nodules au HgClz 0,1% pendant 1min.

2. Rincer dans l'eau ultra-pure stérile.

3. Peler l le nodule à l'aide d'un scalpel stérile sous hotte

4. Mettre le nodule pelé dans un Eppendorff stérile puis ajouter 300)J,1 de tampon d'extraction.

5. Broyer le nodule à l'aide d'un poter en plastique

6. Laisser au bain marie 65°C pendant 1 heure pour la lyse des bactéries

7. Centrifuger à 13000 rpm pendant la min

8. Récupérer le surnageant

9. Ajouter 1 volume de Phénol Chloroforme Alcool isoamylique (25:24: 1)

10. Centrifuger à 13000 rpm à la température ordinaire pendant 15 min pour séparer les phases
aqueuse et phénolique

Il. Reprendre le surnageant aqueux dans un tube Eppendorf 1,5 ml

12. Ajouter 1 volume de Chloroforme Alcool isoamylique (24: 1)

13. Centrifuger à 13000 rpm à la température ordinaire pendant 15 min pour séparer les phases
aqueuse et phénolique

14. Reprendre le surnageant aqueux dans un tube Eppendorf 1,5 ml

15. Centrifuger à 13000 rpm pendant 5 min

16. Récuperer le surnageant aqueux dans un tube Eppendorf 1,5ml

17. Ajouter au surnageant 1110 d'Acetate de Sodium 3M et 2,5 volume d'éthanol absolu. On doit
pouvoir observer la précipitation de l'ADN

18. Mélanger doucement

19. Laisser précipiter toute la nuit à -20°C

Deuxième jour 1------_.........------_.....
20. Centrifuger à 13000 rpm à 4°C pendant 30 min
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21. Le culot doit être visible (noter le sens du tube dans la centrifugeuse), on jette le surnageant qui
contient phénols et contarninants

22. Reprendre le culot dans 300 JlI d'éthanol 70% pour laver le culot

23. Centrifuger à 13000 rpm à 4°C pendant 15 min

24. Jeter le surnageant

25. Laisser sécher les tubes au Speed Vac pendant 30 min

26. Reprendre le culot dans 20 JlI d'eau ultra-pure

27. Centrifuger pendant 30 s pour obtenir une solution translucide

28. Stocker les échantillons à -20°C



Composition du milieu YM et YMA (Vincent, 1970)
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Mannitol

Glutamate Na

K 2HP04

NaCI (l ml de solution à SO mg/ml)

Solution T (MgSO.p 7H20 àlO g/l)

Solution U (CaCI2 à 40 gll)

Solution V (FeCI3 à 4gll)

Extrait de levure

Eau distillée
ml

Agar

Ajuster le pH à 6,8 (HCI NilO) et stériliser 30 min à 110°C

Composition du milieu YL et YLA (Vincent,

Lactate Na

K2HP04

KH2P04

K 2HP04

NaCI (1 ml de solution à SO mg/ml)

Solution T (MgS04, 7H20 àlO g/l)

Solution U (CaCI2 à 40 g/l)

Solution V (FeCI3 à 4gll)

Oligoelements de Jensen

Extrait de levure

Glutamate Na (ou (NH4)2S04)

Eau distillée
qsplOOOml

lOg

O,Sg

O,Sg

O,OSg

10ml

lml

lml

19

qsplOOO

20g

1970) 1
16ml

1,67g

0,87g

O,Sg

O,OSg

10ml

lml

lml

Iml

19

19
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Agar

Ajuster le pH à 6,S (Hel NIlO) et stériliser 30 min à llOoC

Oligoelements de Jensen

H 3B03

MnS04,4H20

ZnS04,7H20

CuS04,5H20

Na2Mo04,2H20

H 20 qsp

Annexes

20g

1
2,S6g

2,03g

0,22g

O,OSg

0,09g

1000ml
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1. Souches bactériennes

Les principales caractéristiques des souches de rruzobia utilisées dans cette étude sont

présentées dans le tableau 2.

1.1. Milieu et conditions de culture des souches bactériennes

Les souches bactériennes de référence utilisées ont été repiquées séparement dans des boîte~

de Petri contenant du milieu YMA (Yeast Extract Manitol) puis mises en incubation à 28°C. Elles

proviennent toutes de la collection ORS (ORSTOM). Toutes les souches ont été conservées à -80oe
dans des cryotubes en milieu complet contenant du glycérol 20% en volume final.

Après vérification de la pureté des colonies à la loupe puis au microscope, pour chaque

souche bactérienne repiquée, deux colonies sont cultivées séparément dans deux fioles

d'Erlenmeyers de 250 ml contenant 150 ml du milieu liquide YM pour les Bradyrhizobiulll, les

Sinorhizobium les Mesorhizobium et du milieu YL pour les Azorhizobium. Les cultures ainsi

réalisées en condition aseptique sous hotte à flux laminaire sont mise à incuber sous agitation (Orbit

Shaker, Bioblock) à environ 170 rpm à une température de 28°C. Le temps d'incubation est de 96

heures pour les souches de Bradyrhizobium et de 48 heures pour les souches de Sinorhizobilll71 ,

Mesorhizobium et les Azorhizobium .

1.2. Préparation de l'inoculum

Dans le but d'avoir approximativement pour chaque souche de référence le même nombre de

bactéries dans l'inoculum mixte, deux méthodes de quantifications ont été utilisées.

1.2.1. Mesure de la DO (densité optique) pour quantification bactériènne

Les suspensions bactériennes de même souche contenues dans deux fioles d'Erlenmeyers de

250 ml sont mélangées dans une fiole d'Erlenmeyer de 500 ml. Après agitation, la densité optique à

600 nm (D060o) de la suspension est enregistrée à l'aide du spectrophotomètre (Berkman DU 40)

avec une cuve de 1 cm de trajet optique. L'inoculum final est obtenu en mélangeant dans une fiole

d'Erlenmeyer de 3000 ml préalablement stérilisé un volume contenant environ 109 bactéries/ml (en

fonction de la D060o) de chaque souche bactérienne des souches de référence en phase exponentielle

de croissance.

En effet les différentes suspensions bactériennes n'ayant pas les mêmes densité optique à

600 nm, donc ne contenant pas les mêmes nombres de bactéries, la formule C,V j =C2V2 , permet à
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Tableau 2: Liste des souches de référence, des souches type, des différentes espèces
d'Azorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium et de Mesorhizobium.

Espèces Souche plante hôte origine Référence
d'isolement Géographique

Azorhizobium
A. caulinodans ORS 571T Sesbania rostrata Senegal (Ferla) Dreyfus et

al., (1988).

Bradyrhizobium
B. sp ORS 188 Acacia albida Senegal (Ferla) Dupuyet

al., (1993)
B. sp 11C Acacia auriculiformis Australie (Bloomfield) Galiana et

al., (1996)
B. sp 13C Acacia mangium Australie (Daintrree) Bremner et

al., (1982)

Sinorhizobium
S. saheli ORS 609T Sesbania cannabina Senegal (Bel-air) de Lajudie et

al., (1994)
S. terangae

biovar acaciae ORS 1009T Acacia laeta Senegal (Bel-air) de Lajudie et
al., 1994)

biovar sesbaniae ORS 604 Sesbania aculeata Senegal (Bel-air) de Lajudie et
al., (1994)

Mesorhizobium
M. plurifarium ORS 1032T Acacia senegal Senegal (Camberène) de Lajudie et

al., (1998)
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partir de la D06(Xl de calculer le volume précis de suspension bactérienne de chaque souche à

additionner pour la formation de l'inoculum final.

1.2.2. Dénombrement des bactéries

Le dénombrement des colonies de chaque souche bactérienne se fait de la manière suivante:

Sous une hotte à flux laminaire on prélève 100 III de chaque suspension de la même souche de

référence qu'on met dans un tube d'Eppendorf stérile pour obtenir un volume final de 200 III Après

avoir vigoureusement vortexer le contenu de l'Eppendorf, on le conserve à 4°C pour éviter toute

nouvelle multiplication des bactéries. Ce mélange qui constitue la solution mère est utilisé pour

réaliser des dilutions à l'aide d'une solution d'eau physiologique de NaCI à 0,9% (w/v). Le

comptage se fait avec les dilutions à 10.
5

, 10'6. 10'7. Pour chaque dilution, 100 III sont déposés

stérilement en boîte de Pétri sur milieu YMA (YLA pour la souche ORS 571) contenant 10 billes

stériles à raison de trois répétitions pour chaque dilution. Les boîtes de Pétri sont vigoureusement

agitées afin de permettre une répartition plus ou moins homogène sur toute la surface de la goutte de

suspension bactérienne. Les boîtes sont scellées par un film de parafine pour éviter toute

contamination et sont mises en incubation dans l'étuve à 32°C.

Après 48 heures d'incubation les boîtes de Petri contenant les souches à croissance rapide

laissent apparaître des colonies dont le nombre décroit en fonction de la dilution. Le comptage se

fait sous une lampe fluorescente.

2. Culture des plantes

Les espèces de légumineuses testées pour leur capacité à être nodulées par les différents

genres de Rhizobium choisis, proviennent de diverses régions du Sénégal de la France et de

l'Australie. Les graines d'Alysicarpus glumaceüs, d'Acacia albida, Acacia raddiana, Acacia

senegal, Acacia seyal, de Sesbania rostrata et de Zomia glauchidiata proviennent du laboratoire de

microbiologie de l'IRD (ex ORTOM) de Bel-Air (Sénégal), les graines d'Acacia auriculifonnis et

d'Acacia mangium proviennent d'Australie, celles de Phaseolus vulgaris proviennent de Contender

(France).

2.1. Germination des graines en conditions stériles.

Dans le but de lever l'inhibition tégumentaire et de les désinfecter superficiellement, les

graines sont plongées dans des composés organiques pendant des temps variables en fonction des

espèces (tableau 3). Les graines sont abondamment rincées à l'eau bidistillée stérile pour faciliter

leur germination. Les graines sont ensuite déposées dans des boîtes de Petri contenant de l'eau
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gélosée 8g/l. Ces opérations sont effectuées en condition aseptique sous hotte à flux laminaire. Les

graines sont incubées à l'obscurité dans une chambre thermostatée à 32°C. Le temps de germination

varie selon les espèces (tableau 3). Les graines prégermées sont ensuite mise en culture.

2.2. Inoculation des plantes

Après homogénéisation par agitation grâce à un barreau magnétique pendant 5 minutes de

l'inoculum mixte contenant environ le même nombre de bactéries pour chacune des souches de

référence, un volume total de 2400 ml nous a pennis d'infecter 240 gaines contenant du sable

stérile de plage préalablement humidifié. 8 ml ont été utilisés pour infecter chaque gaine.

2.3. Culture en pépinière.

24 heures après l'inoculation, les jeunes plants sont repiquées dans des gaines en plastiques

noir percées. 20 répétitions sont effectuées pour chacune des espèces de légumineuses utilisées.

Les plantes sont disposées dans l'ombrellaire et sont periodiquement arrosées toutes les 48 heures à

l'eau distillée stérile afin de limiter l'apport d'autres microoganismes.
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Tableau 3: Temps de désinfection, d'imbibition et de germination des graines des plantes

étudiées.

Espèces végétale Origine Temps de désinfection Temps Temps de

d'imbibition germination

Alcool HgCl2 H 2S0 4

96% 1 %0 96%

Alysicarpus glumaceüs Bel-Air 15 min 1 nuit 24 h

Acacia albida Bel-Air 1 h Inuit 24 h

Acacia auriculifonnis Australie 1 h 1 nuit 24 h

Acacia mangium Australie l h 1 nuit 24 h

Acacia raddiana Bel-Air 1 h 1 nuit 24 h

Acacia senegal Bel-Air 14 min 1 nuit 24 h

Acacia seyal Bel-Air 30 min 1 nuit 24 h

Phaseolus vulgaris Contender 3 min 5 min 4h 48 h

sesbania rostrata Bel-Air 1 h 1 nuit 24 h

Zomia glauchidiata Souilène 1 h 1 nuit 24 h

- : Traitement non réalisé.


