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OBJECTIFS DES RECHERCHES
Ce projet a pour objectif de répondre a plusiguesstions d’ordre scientifique

1- Dans une forét tropicale non perturbée, comreediversité des symbiotes bactériens associés dans
la fixation d’azote avec un arbre a-t-elle évolug¢ 20 ans ? Peut on mettre en évidence une variatio
(augmentation ou baisse) significative de cettemivé, ou son déplacement (changement de fréquiese
différents génotypes bactériens) ? Quelles conségseen tirer sur la gestion et la préservationrdgsources
génétiques bactériennes symbiotiques ?

2- Lors de son introduction hors de son aire diogg sans son cortéege symbiotique, avec quelles
souches bactériennes et quels champignons myamhi2icacia mangiuma-t-il réalisé sa symbiose ? Ces
nouveaux partenaires symbiotiques présentent wesité réduite par rapport a la zone d’'originedatc un

potentiel de sélection et d’adaptation limité ? @esveaux partenaires présentent ils une efficagitdbiotique



plus restreinte, justifiant ainsi des inoculatiantficielles lors de la mise en place des plaotati? Inversement,
le niveau atteint par les souches locales apréamixde plantation suggére t'il que cette durée séffisante
pour gu’une adaptation et une sélection des soumlissent intervenir efficacement ?

3- Dans le cas ou les plantationsAd’'mangiumont été faites en association avec des souches
précédemment sélectionnées, que sont devenuesouebes ? Ont-elles disparu depuis leur introduction
suggérant que l'effet de I'inoculation se restreink premiers temps de la plantation ? Ces soigghesnt elles
maintenues dans leur intégrité, suggérant inverserae caractére trés efficace de la sélection peur
maintien, et donc soulignant l'intérét de I'inodita initiale ? Enfin, observe t'on une recombimaisde ces
souches introduites avec des souches localesttetreeombinaison touche t'elle I'flot symbiotigdeectement
impliqué dans la symbiose ?

4- Dans le cas de recombinaison entre souchesebal souches introduites, la nouvelle souche
chimérique présente t'elle un niveau d’efficacité fixation identique a la souche initialement iduie ?
Inversement, la disparition de la souche initialatrietroduite est elle le résultat d'une différems survie ou

de compétition avec les souches locales ?



|. PRESENTATION DES TRAVAUX

INTRODUCTION (problématiques
Avec environ 1200 especes, originaires des cortsreginicain, américain et en Australie, le geAmaciaest de
loin le plus riche parmi les Mimosaceae, au se# ldsgumineuses (ou Fabaceae). Ce genre est divigéig
sous-genres Acacig Aculeiferum et Phyllodineae Des études récentes de phylogénie moléculaire des
Mimosoidae menées sur des séquences d'ADN chictaple (Llickow et al 2003) ont permis de confirrdeer
caractere paraphylétiqgue du geAacig avec des divergences trés marquées ente les3jsates. Ces mémes
travaux montrent le caractére monophylétique dussgenre Phyllodinae C'est parmi le sous-genre
Phyllodineaeque sont regroupés les acacias australiens quiteainplus de 900 espéces. Parmi ceux-ci, 3 a 4
especesnfjangium, auriculiformis, crassicarp&n font, aprégucalyptusle deuxieme genre le plus planté sous
les tropiques, avec environ 1,4 millions d'hectdmantations industrielles) (Cossalter and PyetBni003).
C'estAcacia mangiunqui est le plus largement utilisé avec une praditétannuelle de 15 a 30 m3 par ha et
une maturité a 7 ans. A partir d'une aire d'origias limitée et fragmentée dans quelques ilofod dense du
Nord-Queensland ainsi que de Papouasie NouvellegBuet TimorA. mangiuma été exporté d'Australie pour
la premiere fois en 1966 : il s'agissait d'un let2®0 graines récoltées sur un seul arbre, prédisigon Beach
dans le N QId, qui ont été plantées en Malaisieeretindonésie (Awang and Taylor, 1993). Devant les
performances exceptionnelles de ces arbres, supgsiauxEucalyptus degluptat Gmelina arboregusqu'alors
utilisés, les premiéres plantations industrielldst@s ont été mises en place dés 1976, par unpagme privée
du Sabah. Devant son adaptablité et sa produgtiliest passé, en une vingtaine d'années, dut statspece
sauvage a celui de plante industrielle, utiliséAsre (Indonésie, Malaisie, Philippines, Chine, Yia, Inde,
Thailande) mais aussi en Afrique (Cote d'lvoirejr@a, Madagascar) et Amérique du Sud (Brésil). lédmént
supplémentaire de son succes a été sa capaaitéer ligrace a la fermeture rapide de son couveplantation,
le développement ldhperata cylindricaune espéce de graminée trés envahissante edASied Est.

A. mangiumest une espéce de zone tropicale humide (1500 @ 800 de pluie annuelle) de faible
altitude, dont la hauteur adulte oscille entre 23%m. C'est une espéce a phyllode, dont les wfaiglles ne
sont visibles qu'au stade juvénile, les feuilleslt®d étant des pétioles modifiés (ou "phyllode$gs trés
bonnes performances sur sols érodés et peu fedibes généralement attribuées a sa capacité, assez
exceptionnelle, d'association symbiotique simukaag¢ec des bactéries du groupe des rhizobiumsresuage
(Galiana et al 1990, Nuswantara et al, 1997), #@snpignons mycorhiziens a vésicules et arbuscétesiig
and Taylor, 1993, Weber et al 2005) et des changpigrectomycorhiziens (Founoune et al 2002, Dupanei
al 2002), lui conférant un "plus" adaptatif sériedans sa croissance sur sols pauvres. Si les syewmid
mycorhizes VA sont,a priori, généralisées chez les légumineuses, la combmafs@tion d'azote/
ectomycorhization n'est connue que chez trés pmpéles Acacig appartenant d'ailleurs toutes au sous-genre
Phyllodinag comme chez trés peu de légumineuses, en général.

Depuis les années 1980, l'utilisation croissamteeite essence a suscité des travaux sur seagiaase
symbiotiques visant, en particulier, & identifies partenaires bactériens et mycorhiziens lesgfficices pour
promouvoir la productivité au champ dans les zatiesroduction.

En 1986, une campagne d'échantillonnage a été er&fine de récolter des graines dans les peuplements
naturels du nord Queensland en Australie (Souvamtaet Cremiere 1986). Par la méme occasion dade®d
furent prélevés sur de nombreux arbres et plusites (populations) couvrant I'aire de répartitam|'espece.
Ces nodules furent préservés desséchés en tutenaahtu silicagel. Au cours de sa thése, A. Gal{associé
a ce projet) a pu isoler 80 souches issues de Ulgtams différentes. Ces souches sont en colle@ioLSTM.
Une sélection de souches performantes en termgat®h d'azote en association avdcmangiuna été ensuite
réalisée. C'est ainsi que des essais d'inoculationgdlées avec des souches de rhizobiums séleées en
conditions de plantations ont pu étre mis placesdangrand nombre de pays depuis I'Asie (Malasiérfont
et al 1991, Martin Laurent et al 1999), I'Afriqueédte d'lvoire (Galiana et al 1994), Bénin (Galiaal 1998),
Madagascar (Prin et al 2003) ainsi que I'Océatés ook (Galiana et al 1998)). Ces essais omedaniére
générale, montré les effets trés significatifs ‘@¢ulation avec des souches sélectionnées dares d'origine
d’A. mangium(souches australiennegermettant d'obtenir des gains de productivitéefase terriere (mesure
reflétant directement la production de bois) dedfe de 20% - et parfois plus - par rapport au {&nmon
inoculé (et pourtant nodulé spontanément) (Galeinal 1998). Cette nodulation spontanée, mémelesiest
moins efficace, constitue probablement un frein di&weloppement des pratiques d'inoculation. Ainssg |
pratiques d'inoculation contrélées sont restéa€mdment marginales et limitées a quelques eskais, toutes
les zones d'introduction.

Ce contexte, assez exceptionnel, du passage ebpéee végétale d’'un stade “ sauvage ” (avec ume zo
d'origine fragmentée et trés ponctuelle, et a pdtarbres semenciers originels identifiés et sntiemcore en
place actuellement dans leur écosysteme forestterel) au stade industriel, en une vingtaine dasnfait dA.
mangiumun matériel de choix pour analyser le comporterdanie espéce végétale vis-a-vis de ses partenaires



symbiotiques, bactériens et ectomycorhiziens, tlirssa dispersion géographique et au cours du teingst
notable qu’une telle étude ne peut évidemmentise d@e sur une espéce présentant les deux typgnal@oses
(bactérienne fixatrice d’azote et ectomycorhizignmd quAcacia mangiunmest une des rares légumineuses a
posséder une telle caractéristique.

Nous proposons donc, sur ce modeéle, d’étudiepbiot des variations géographiques et temporeliele su
fonctionnement des communautés biologiques enaictiens, en confrontant notamment des zones dieigi
avec des zones d’introduction, et d’analyser laadyique des réseaux d’interactions durables ainsiés.

Nous pourrons répondre a ces problématiques disadtades inventaires de diversités bactérienne
symbiotique et ectomycorhizienne dans trois enviesnent contrastés :

(i) d’'une part dans la zone naturelle d'origind dnangiumdans le Nord Queensland. La premiére phase
d’échantillonnage des bactéries associées aux @igng naturelles d’Amangiumavait été réalisée au cours de
'année 1986. Les données d'échantillonnage séntgdrécises (localisations des arbres échantilireté&couvre
I'aire de répartition de I'espéce en Australie ;udsouhaitons procéder a une seconde phase d'#oimaaige,
et de comparer I'évolution de la diversité bactmin situ sur 20 ans, globalement mais aussegrar arbre.

Il n'existe actuellement aucune étude évaluanteslifications des compositions génétiques des pdipuk
bactériennes symbiotiques du sol non anthropisé.pBpulations naturellesAl’ mangiunse trouvent dans des
zones protégées, et donc faiblement soumise a attsrlpations anthropiques directes. Nous évalueaims
I'évolution “ naturelle ” de cette diversité, proant d’effets de sélection, de dérive, voir de atign.

(i) A partir début des années 88, mangiuma été introduit en tant qu’espéce sylvicole danaambreux
pays de la zone intertropicale. Dans les peuplesrainil n'y a pas eu inoculations volontaires giesits, nous
analyserons la stratégie comportementale d’'une nmé&apéce de plante face a des communautés micrelsienn
édaphiques “ allopatriques ”, que cela soit lemmmmnautés procaryotiques nodulant spontanémezofriims
s.l.) et les communautés eucaryotiques mycorhizptdntanément (champignons ectomycorhiziens). En
particulier, nous souhaitons déterminer quelle it® génétique de souches a pu étre “ capturéermparer
cette diversité a celle observée dans la zonegifmride I'espéce, et déterminer si ces souche®me,
comme la théorie le prédit, une effectivité de tiima d'azote plus faible que les souches de la zbodgine.

(i) Enfin, dans le cadre de dissémination sympat plantes/rhizobiums, nous souhaitons étudier |
devenir des souches allogénes introduites, notamsiefies se sont maintenues en tant que teiledles ont
disparu du fait d’'une moindre valeur sélective audes phénomenes de recombinaison entre souches
autochtones et allogenes se sont produits, notamdes clusters symbiotiques des souches intrayiir
rapport aux populations bactériennes locales noatkedaplusieurs années apres leur introduction.

Matériels et méthodeg(sites, espeéces, protocoles...)

- Diversité et évolution des souches bactériengat®tiques en zone d’origine. Pour cela nous disps
de I'échantillonnage de nodules réalisé au nortiAlestralie en 1986 et piégé (apres broyage) santgls. Un
second échantillonnage a été réalisé en 2007 &, 200 tous les sites de 1986 avec un protocosmldinent
identique. Le pouvoir renodulant de tous les isold¢ cette étude a été testé systématiquementianteq
L'analyse de cette diversité s’est faite par ségage du géneecA, géne de ménage impliqué dans la réparation
et la recombinaison de I’ADN.

- Diversité et évolution des souches bactérienngsbmtiques en zone d'introduction (nodulation
spontanée) : Parcelles non inoculées présentamadhdation spontanée, échantillonnées au Brési§énégal
et en Malaisie. Le pouvoir nodulant de tous letatsade cette étude a été testé systématiqueneplasies.

- Suivi des souches inoculées en parcelles d’ess&résil, au Sénégal et en Malaisie. Les nodédlesltés
dans les parcelles inoculées sont traités et éarses de la méme maniére que pour les parcelfemnoulées.

- Diversité des champignons ectomycorhiziens aésa#. mangiundans les différents sites visités.

Résultats - discussion

1 - Evolution de la diversité des bactéries synifpists associéesAcracia mangiunen zone d’origine

Sur les 80 souches australiennes (représentambgdspisolées en 1986 par broyat de nodules/pifgea
provenant de populations naturelle&dmangiumy/6 ont pu étre redémarrées. A partir de la ré@dt@7, 103
isolats nouveaux (représentant 26 arbres) ontngupéégés selon la méme méthode qu'en 1986. Cattnde
récolte est complétée par une troisieme récoltecefée en 2009, dans le cadre de la thése de Malle
Perrineau, doctorante CIRAD, sur ce méme sujetr Befte derniere récolte les isolements et testsodealation
et caractérisation sont toujours en cours.

Le séquencage du gerexA définit ces bactéries symbiotiques comme appantehaeux groupes de
Bradyrhizobium le premier proche dB. japonicunmet le deuxieme proche & elkanii

La comparaison, encore préliminaire (par Neightmonidg), des séquences, ne met pas en évidence une
claire structuration géographique des souchese stricturation particuliere entre les souchegemEn 1986 et



en 2007. Des analyses statistiques plus pousséeasn £chantillonnage augmenté des isolats dectzteé2009
sont en cours dans le cadre de la thése de MMnearrj en liaison avec le Dr J Thioulouse, UMR CNi858
Université Lyon 1.

2 - Au sein des aires d'introduction et sans inatioh artificielle, a quels partenaires bactéridns
mangium s’est-il associé ? Existe-il une structuration despulations en fonction de leurs origines
géographiques ?

Une campagne d'échantillonnage a été réalisée asilBren 2007, grace au partenariat avec
'EMBRAPA, pour prélever des souches provenant dées non inoculés. Deux de ces quatre sitesjwiétre
ré-échantillonnés en 2009 pour compléter les isolat

En Malaisie, grace au partenariat avec Innoprisg@ation Sdn Bhd, la campagne d’échantillonnage,
réalisée sur 3 sites de cette compagnie (TaliwasnBs, Luasong), a permis au final I'obtention 8asdlats de
parcelles non inoculées.

Au Sénégal, la campagne d’échantillonnage a étésée, en 2008, grace au partenariat avec I'lSRA
(Institut Sénégalais de Recherches Agricoles),rmigeau final I'obtention de 27 isolats sur un siten inoculé
(Richard Toll).

Enfin, les nodules provenant de la campagne diddlumnage Australienne de 2007, ont également
servi pour comparer ces trois «populations » auxises issues de 'aire d’origineAdd’'mangium

Les résultats obtenus par séquencage durgeAent montré qué\. mangiuns’'associe principalement
avec des bactéries fixatrices d’azote du g@meslyrhizobiumCe genre bactérien est celui qui est classiquement
retrouvé en association avec cet arbre. De plugjrssite brésilienA. mangiumest également associé au genre
Mesorhizobiumdéja retrouvé en Indonésie.

Enfin, il ne semble pas y avoir de structurati@ographique de la diversité des souches isolées dan
différents pays, différents continents.

3- Dans leurs aires d'introduction et avec inodafatartificielle, comment ont évolué les souches
bactériennes introduites ?

Au Brésil, des souches de 2007 issues de 3 sitesiliés, par deux souches brésiliennes sélectisnnée
ont été isolées. Un de ces trois sites a di égale@te ré-échantillonné en 2009 faute d'isolaan®les deux
sites étudiés, on ne retrouve pas les soucheslimocu

En Malaisie, les nodules de cing arbres inocypés, une souche australienne ou asiatique, ont été
analysés. Seulement trois souches ont pu étrecis@é qui n'a pas permis de tirer de conclusiomigaala
persistance de I'inoculum.

Au Sénégal, un site inoculé par une souche aigstred a été analysé, dans ce cas l'inoculum n'a
également pas pu étre détecté.

Ainsi dans les trois cas d’introduction, il ne semble pasvoir de persistance des souches inoculum
remettent en cause l'intérét de 'inoculation cOlée.

- Symbioses ectomycorhiziennes

En Australie et dans les zones d'introduction, daherche de carpophores sdlismangiuma été
poursuivie pendant toute la durée du projet. AusBr& carpophores ont été récoltés dont 5 songetue
Pisolithuset de I'espécenicrocarpus ce qui parait original, cette espece étant pldémilieu méditerranéen
('espéce classiqguement rencontrée awecmangiumest P. albug. En Malaisie, les carpophores récoltés
appartiennent aux genréelephoraetPisolithus Aucun carpophore n’a été trouvé au Sénégal.

CONCLUSIONS — PERSPECTIVES
Globalement, sur les 20 derniéres années, il neblsepas que les populations australiennes de hestér
symbiotiques associées A mangiumaient radicalement évolué. De plus, il ne sembds p avoir de
structuration géographique au sein méme de I'dosgine. Il ne semble également pas y avoir dacttration
géographique a une plus large échelle. Enfin F&ttéle I'inoculation contrdlée est sérieusementisean cause
par cette étude qui met en avant la nécessité ldetiséiner des souches inoculum efficaces maiseéggzit
persistantes.
Le projet étant en décalage d’'une année avec e tthe Melle MM Perrineau, un certain nombre detpa@ont
encore en cours et vont étre éclaircis d'ici aita 2010 dans le cadre de cette thése. En particube
rééchantillonnage de sites australiens et brésilipermettant de valider statistiquement certainesnées
(courbes de raréfaction) ainsi que l'exploitatidatistigue compléte des centaines de séquencesgiques
(phylogénies, ....) et I'identification des souchasceptibles d’avoir subi des recombinaisons.

Il. ACQUIS EN TERMES DE TRANSFERT
Méthodologies :



- Echantillonnage : La récolte de nodule sur leaiar n'est pas toujours évidente sur des arbres
relativement agés en zone de foréts dense (ou atgafibns déja anciennes). Le nombre de nodules
récoltés s’est de ce fait trouvé parfois relativetrianités ce qui a imposé des rééchantillonnageslus

possibles par des financements complémentairesui(aih@sard du CIRAD a MM Perrineau) et
l'investissement répété des partenaires locaux.

- Stratégie d’isolement des souches : la caraetéis des souches nodulantes peut se faire selsiepts
stratégies : directement a partir d’ADN extrait miedules récoltés sur le terrain, avec tout un cluix
marqueurs procaryotiques neutres ou symbiotiquasamrés isolement. L’isolement peut étre réalisé
directement a partir des nodules récoltés surrtaite(« isolement direct ») ou aprés broyage dehiles
terrain et inoculation de germinations de la méifaeatp (« piégeage homologue»). Les souches dehihizo
étant faciles a conserver sur de longues périale80°C) c’est cette approche isolement qui a #liéae
dans cette étude. Nous avons également, pour Falisstcherché a reproduire au maximum le protocole
utilisé en 1986, c'est a dire la technique du piégehomologue. Cette technique plus longue estrappa
beaucoup plus efficace que I'isolement direct squél le taux de réussite ne dépassait parfoifepd®%.

- Le test de pouvoir nodulant des isolats en tifbawnés et en chambre de culture, développé a grande
échelle pour cette étude s’est avéré extrémemabtefiau niveau des risques de contamination (sur
plusieurs centaines d’isolats testés, aucun témoim inoculé n'a nodulé), rapide pour la lecture des
résultats, avec aucun entretien (ajout de milieuxstte durée de manipulation. Des cas de contdions
ponctuelles de certains témoins se sont par c@ntr@duits, malgré les précautions prises, lors dissde
piégeage en pot et en serre, probablement en riasec la présence chéz mangiumde nectaires
foliaires apparemment trés attractifs vis a vifalegmis et de moucherons divers (difficiles a coler en
serre), transporteurs potentiels de contaminargs. t€sts de nodulation (homologues ou hétérologues)
parfois lourds (en fonction des plantes considgréesnalheureusement pas toujours effectués dans la
littérature, sont pourtant essentiels pour remjdirpostulat de Koch et valider la notion de souche
bactérienne.

- La validation relativement récente du marquewgi chez leBradyrhizobiumen particulier nous a amené
a ne pas pousser davantage les caractérisation® Aplus lourdes a mettre en ceuvre et pas plus
informatives, sur la séquence de restriction testée

- Les représentations phylogéniques classiqueddglammes et phylogrammes) se sont révélées assez p
adaptées aux questions que nous nous posions riguliEer celle relative a une éventuelle structiara
géographique des isolats. Des partenariats somt@tonours avec des biostatisticiens pour trougsrtelsts

et des représentations statistiques adaptées.

- Enfin, en terme d’application, le suivi molécutates souches inoculums est un des résultatsafnépde
cette étude puisque dans aucun des sites d'inttioduétudiés les inoculants ne se sont maintentdsipa
méme aprés des périodes trés courtes comme au. Brélsi ne remet pas forcément en cause la négessit
de l'inoculation celle-ci pouvant avoir joué unedéterminant dans le taux de survie des planssdor
transfert de la pépiniére au champ.
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Résumés

En francais

RESUME

La problématique générale de ce projet porte &wolution des bactéries symbiotiques et des
champignons ectomycorhiziens associésacia mangiumen communautés naturelles et introduites. Cailrav
se situe dans le cadre général de I'évolution diesactions inter-spécifiques apres introductioni®ntaires et
de la comparaison de réseaux d'interaction durddes divers contextes géographiques et biotiques.

Acacia mangiuna été introduit dans de nombreux pays de la zopicale en vue d’exploitation a partir
de son aire d’'origine australienne, avec ou saosuiations volontaires par des souches sélectianridee
campagne d’échantillonnage des souches symbiotaéés réalisée en Australie en 1986, 2007 et 280%ans
3 zones d’introduction (Brésil, au Sénégal et erala ) ou nous possédons un historique précia dese en
place des plantations, ainsi que les souches gigmtvété initialement utilisées lors des inocoladi artificielles.

L'évolution de la diversité des souches symbiai&jen zone d’origine au cours des 20 derniéreseanné
a été analysée sur le géemeA Cette caractérisation nous permet de confirmemwbdulation limitée au genre
Bradyrhizobiumen Australie, avec une diversification accrue BRg 2 campagnes d’échantillonnage. La
campagne 2009 en cours d’analyse devrait nous peende vérifier la saturation de cette diverdié jJa méme
maniére, dans les trois zones d'introduction, lgusécage du méme génecA sur un échantillonnage de
plusieurs centaine d'isolats, vérifiés comme reufadts, a permis de montrer une diversité parféis téduite
(Sénégal) mais aussi, au Brésil, une nodulationdear genres nouveaux, non retrouvés dans l'airggiie
commeMesorhizobiunmou Rhizobium

Enfin, dans les sites oA. mangiuma été introduit conjointement avec une bactérimtsgtique
sélectionnée, le séquencage du méme gagfesur des isolats vérifiés comme re-nodulants a jgeden montrer
une absence des souches originellement utilisées & essais d’'inoculation. Des analyses pluss foles
séquences visent a étudier I'existence de phénaineecombinaison avec les bactéries autochtones.

Au niveau des champignon ectomycorhiziens, larditéedes carpophores récoltés semble trés réeuite
zone d'introduction au regard de l'aire d’origire® qui validerait un recours a l'inoculation pouyatimiser la
productivité des plantations, en fonction de l'edfiité des souches locales.

Les résultats acquis nous permettent d’émettrerdesmmandations en terme de sauvegarde de la
biodiversité microbienne symbiotique en zone ndigir@insi que des recommandations sur la pertmeate
procéder a des inoculations artificielles lorsalenise en place de plantatiofAdacia mangium.

MOTS CLES
Acacia mangium ; Bradyrhizobium sgctomycorhize symbiose zone d'introduction ; évolution.

In English

ABSTRACT

¥5-1 page

The aim of this project is to study the evolutiohsymbiotic, ectomycorrhizal and nitrogen-fixing dberial
communities associated Azacia mangiunboth in native and introduction zones. From Adgtrats native area
and since 3 decades,. mangiumhas been introduced in many tropical countriespualp- and fuelwood.
Symbiotic nodule bacteria have been sampled froer @0 sites in Australia in 1986 and 2009 and in 3
introduction countries : Brazil, Senegal and MaiaysvhereA. mangiumhad been used for inoculation trials
with selected bacterial strains. More than 500sai®s were obtained from which over 300 gave p@sitdgponse
in nodulation tests witlh. mangium.These were then characterized using PCR/sequenbangcterization of
therecA gene, a particularly efficient marker Bfadyrhizobiumnstrains.

Phylogenies of the obtained sequences were mad@rnaimg the high level of bacterial diversity ihe native
area, and the much more reduced diversity in ttrednction zones. In Australia, over 20 years, eheas no
clear geographical structuration of the samplinigssi as particular clades within the phylograms. ti#d
taxonomic level all the strains belonged to theugdradyrhizobiumwith some putatively new species. In the
different introduction areas some other bactemglega were found to nodulate mangiumbut the main results
was the absence of the inoculant strain within teslfrom the inoculated plots. More isolate arenbeaiurrently
analysed to confirm these data.

The diversity of ectomycorrhizal sporocarps wasnfbuo be dratiscally reduced in introduction arégs
reference to Australia, evidencing a potentialdiie ecm inoculant from the native area to be meglable
for testing in introduction zones (at least for gotnltivable ecm taxons).

We demonstrated through this study tAatmangiumalthough preferentially nodulated by bradyrhizoipidts
native area might be nodulated by gendiesorhizobiumin introduction zone. We also showed a systematic
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loss of inoculant strains in test plots of introtioie zones even with Australian strains, a resofttadictory to
previous studies but often after shorter periodlsiong inoculation.

KEY WORDS
Acacia mangium ; Bradyrhizobium sg¢tomycorrhizg symbiosis; introduction zone; evolution.
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Note importante

Cette partie peut étre rendue sous forme non naddéi(fichier pdf de préférence).

- Rappel succinct des objectifs

Ce projet a pour objectif de répondre a plusigumsstions d’ordre scientifique mais aussi en tetdme
gestion

1- Dans une forét tropicale non perturbée, comreediversité des symbiotes bactériens associés dans
la fixation d’azote avec un arbre a-t-elle évolué 20 ans ? Peut on mettre en évidence une variatio
(augmentation ou baisse) significative de cettemdit®, ou son déplacement (changement de fréquiese
différents génotypes bactériens) ? Quelles conségseen tirer sur la gestion et la préservationrdgsources
génétiques bactériennes symbiotiques ?

2- Lors de son introduction hors de son aire diogg sans son cortége symbiotique, avec quelles
souches bactériennes et quels champignons myamhi&icacia mangiuma-t-il réalisé sa symbiose ? Ces
nouveaux partenaires symbiotiques présentent wezsité réduite par rapport a la zone d'origined@bc un
potentiel de sélection et d’adaptation limité ? @esveaux partenaires présentent ils une efficagitébiotique
plus restreinte, justifiant ainsi des inoculatiansficielles lors de la mise en place des plaotei? Inversement,
le niveau atteint par les souches locales apréamixde plantation suggére t'il que cette durég séffisante
pour gu’une adaptation et une sélection des soumlissent intervenir efficacement ?

3- Dans le cas ou les plantationsAd’mangiumont eu lieu en association avec des souches
précédemment sélectionnées, que sont devenuesouebes ? Ont-elles disparu depuis leur introdugction
suggérant que l'effet de I'inoculation se restregink premiers temps de la plantation ? Ces sousghesnt elles
maintenues dans leur intégrité, suggérant inversema caractére trés efficace de la sélection peur
maintien, et donc soulignant l'intérét de I'inodita initiale ? Enfin, observe t'on une recombimaisde ces
souches introduites avec des souches localesttetreeombinaison touche t'elle I'llot symbiotigdizectement
impliqué dans la symbiose ?

4- Dans le cas de recombinaisons entre souchefedoed souches introduites, la nouvelle souche
chimérique présente t'elle un niveau d’efficacité fikation identique a la souche initialement iduie ?
Inversement, la disparition de la souche initialetrietroduite est-elle le résultat d'une différerds survie ou
de compétition avec les souches locales ?

- Justification des éventuels écarts par rapport aprojet de départ (partie
obligatoire en cas de modification du projet)

Notre projet affichait a I'origine comme partengi@ur le continent africain le Laboratoire de
Microbiologie et d’Ecologie a Antananarivo, Madaggs Ce partenariat n'ayant finalement pas pu strenen
place, c'est le Sénégal (ou sont implantés deshkars du LSTM) et ou plusieurs essais d’'inocufativaient
été mis en place qui a été choisi comme parteafi@ain. Au départ prenant en compte les troisdsaypes
de symbioses rencontrées ciieznangiumc’est a dire fixation d’azote (rhizobiums), mykmation
arbusculaire et ectomycorhization, notre projetéarécentré plutdt sur les rhizobiums et les chgnms
ectomycorhiziens (avec une caractérisation limatié@hénotype des carpophores), son enveloppe laidgét
étant passée del22 000 euros demandés a 80 GB0ésttr
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- Description du déroulement du projet et des matéels utilisés

Asia
North Europe
America
Aflantic
Ocgan
Alrica
(]
®
Southg
America
E:g';‘: Indian B
Ocean Austra

1- Acquisition du matériel biologique

Suivant le programme proposé, nous avons prospduséeurs sites afin de procéder a l'isolement de
souches bactériennes symbiotiqueodicia mangiumqgue cela soit en zone naturelle d’origine, ouzenes
d’introduction artificielle.

- Sites prospectés :

Aire d'origine : Australie - Les sites Australiens présentent deux intérétgeuns : D’'une part
I'Australie est la zone d'origine naturelle d& mangium D’autre part, les populations avaient déja été
échantillonnées en 1986. Les sites de nouveau #lidrames, tous situés dans le Nord Queensland, gouar
'essentiel les mémes que ceux prospectés ent®d lectobre et le 4 novembre 1986 lors d'une récdée
graines conjointe entre le CSIRO australien etdatf@ Technique Forestier Tropical du CIRAD. A bépe,
les nodules avaient été récoltés sur 7 sites etrBies/provenances différents. Ces mémes sitestént
prospectés a nouveau en avril 2007 et 2009, adjgian du site de Iron Range, trés isolé des auites,
localisé trés au nord, a approximativement 200 knvdl d'oiseau) de Cape York, la pointe nord du dNor
Queensland, et inaccessible selon les saisons.

Zones d'introduction

Trois zones d'introduction, situées sur 3 contiaddifférents avaient été choisies afin d’évalusr le
potentialités dA.mangiuma trouver des parteniares symbiotiques en deleossu aire naturelle d’origine, mais
aussi de tester la persitence des souches attéioient introduites lors des plantations.

Brésil : les prospections ont été faites dans 3 étatg€lifté : récolte de nodules, sporophores et racines
ectomycorhiziennes Acacia mangiunen plantations, inoculé et non inoculé par desobiiiams.

Sabah (Malaisie) Récolte de nodules sur parcelles inoculées etnumulées. Récolte de racines pour
identification ectomycorhizes.

Sénégal. Récolte de nodules sur parcelles inoculées etrmamulées. Récolte de racines pour
identification ectomycorhizes

2- Echantillonnages et conditionnement .Les nodules ont été récoltés avec leurs systéagaires et

conservés frais dans le sol local en sachets glesti Les sachets de sols avec racines et noduiesteckés a
4°C.
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3- Cultures bactériennes :

Les souches isolées en 1986 par piégeage (Galiag8) étaient conservées a — 80°C en présence de
glycérol. Aprés plusieurs repiquages sur milieu Yieast mannitol) solide pour éliminer des éventuels
contaminants des souches et aprés controle ape loimoculaire de la pureté des souches conservéles-ci
sont réensemencées dans 20 mL de milieu de cuftMrdiquide. La composition du milieu YM du est la
suivante (Somasegaran and Hoben, 1985): 10 g/Lagmitol ; 0,5 g/L de K2HPO4 ; 0,2 g/L de MgS04 7H20
0,1 g/L de Na ClI; 0,5 g/L d’extrait de levure. Emiture liquide , pour I'extraction d’ADN, la congation de
mannitol est ramenée a 1 g/L pour limiter la prdiuncd’exopolysaccharides par les bactéries.

4- Isolements a partir de nodules :

- Isolements « direct » ;: Les nodules sont sépdedssystémes racinaires sous une loupe binoculaire.
Deux nodules de chaque échantillon sont lavéséetlisés dans I'H202 30% pendant 2 mn, rincés aul'e
distillée stérile et étalés sur YM solide. Un axiaolats sont sélectionnés par nodule.

- Isolement aprés piégeage : Aprés stérilisatiolons le méme traitement que pour les tests de
nodulation les graines sont transférées en potsitstrat attapulgite stérile, et inoculé a I'aithen broyat de
nodules (4 nodules par arbre). Aprés 8 semainesailgsance les nodules sont récoltés et traitésipolement
selon le protocole de I'isolement direct.

5- Test de nodulation :

Les graines dicaciamangium(lot 19297 du CSIRO Tree Seed Center) sont traiééBeau bouillante
pendant 2mn et stérilisées a 'H202 30% pendantrb Elles sont mises a germer dans des conditidmdes
sur gélose nutritive pendant 3 jours. Les grainersnges et stériles sont trempées dans la cultwtérienne
pendant 10 min (inoculation) et transférées dandigpositif de culturén vitro stérile.

Aprés 2 semaines de développement les plants beat\@s a la loupe binoculaire afin de vérifigpdésence de
nodules. Ceux-ci sont ensuite prélevés et conselaés du glycérol a 25% et conservés a —20°C.

6- Conservation de souches :

Les souches sont stockées a -80°C dans la souguetiois LSTM. Pour cela, 7G0 de chaque culture
bactérienne liquide sont ajoutés a {0@le glycérol a 50 %. Aprés homogénéisation auevpries différentes
collections sont ensuite numérotées, répertoritemgées a —80°C.

7- Caractérisation moléculaire :

La caractérisation moléculaire des souches esttaffe selon 2 approches : PCR-séquencgage du géne
recA (Stepkowski et al, 2005) permettant un premienoggpage et AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) sur les isolats australiens afin tibiesr la variabilité génomique et le « plus » éuehtié a cette
approche. En plus decA les marqueurgInB, dnaK etnodAont été testés sur les isolats brésiliens
- Extraction d’ADN : La méthode utilisée comprded étapes suivantes :

- lyse cellulaire sur le culot bactérien par 200 g Sodium Dodecyl Sulfate et agitation vigoureuse

durant 3 minutes,

- solubilisation de I'ADN par 133 pL de NaCl 5M mlmt 15 minutes dans la glace,

- deuxiéme solubilisation de I'ADN par 1 volume dahloroforme + alcool isoamylique avec

renversements,

- précipitation de I'’ADN a I'aide d'un volume d’ipoopanol avec inversion

- lavage et précipitation a I'éthanol.

- le dernier culot est repris dans du Tris EDTA+&na
Le dosage des extraits obtenus se fait par unrgpbcttometre sans dilution (Nanodrop) pour lecpagilement
2 UL de la solution sont suffisants. La concentratien’extrait doit étre supérieure a 50 pig/pour les PCR, et
supérieure a 200 ngl pour 'AFLP. L'extrait peut étre ensuite conse&é°C ou —20°C.

- PCRrecA

Les PCR ciblées sur le gémecA (recombinase bactérienne) ont été réalisées @del'des amorces TsrecAf
(CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG) et TsrecA (CGGATCTGGTKIGAAGATCACCATG). Aprés
PCR et migration sur agarose, les bandes d’ADN porifiées a I'aide du kit QIA quick Gel Extractid€it de
QIAGEN. L'ADN ainsi purifié est dosé au Nanodrop.

- Séquencage

Le séquencage est confié soit a la société Macrege@orée du Sud, soit a Genoscreen, Lille, Frabes
résultats sont regus via Internet aprés une semaine

- Alignement des séquences et construction d'uregshylogénique

Les séquences nucléotidiques sont corrigées mametit et alignées a l'aide des logiciels ChromasPro
ClustalX (Thompson et al, 1997) &eneDoc (Nicholas and Nicholas ,1997). Enfin clestogiciel PAUP
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(Swofford, 1998) qui est utilisé pour construirarbre final selon la méthode du maximum de vraidende.
L'arbre obtenu est visualisé en utilisant le logidireeView.

- AFLP

Les analyses AFLP ont été obtenus a partir d’'undesdigestion enzymatique, par Pstl sur 1 pug d’ADN
génomique bactérie. Apres ligation, les fragmeintsiabtenus sont amplifiés grace a une amorce A&LP
(GACTGCGTACATGCAGGT, PM : 5539,7) spécifique des adaptatelus.migration des produits PCR est
réalisée sur gel d'agarose a 1% TBE a 70 VoltsrdiZaheures environ. Les photos des gels prisesmla de
révélation sont traitées par le logiciel GelCompgtii permet de normaliser les différents profilEL4 obtenus

et de les comparer un a un pour composer les gobsésgéniques.

- Présentation des résultats des recherches

- Missions - Récoltes de matériel :
(NI': Non Inoculé, I : Inoculé)

- Brésil
IsImetn W EIHELE

Venezuela

Porto Trombetas : NI & |

- Goias

@Brasllia
Guania Minas
_leeqlaﬁndiu Gerais
30 José do Belo o
a Rio Pnatn‘. “Harizonte

Seropedica : NI & |

Itatinga : NI & |
Angatuba : NI
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- Australie
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- Sabah (Malaisie)

Taliwas : NI

Brumas : NI

Luasong : NI & |

- Sénégal

Richard Toll

Saint Louis
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Matériel récolté : (NI : Non Inoculé, | : Inoculé)

Pays Site Nb Arbres NI Nb Isolats NI Nb Arbres | Nblats |
Australie Iron Range 0 (0) 0 (0) - -
Bloomfield 4 (+13) 16 (+26) - -
Daintree 2 (+9) 8 (+10) - -
Kimberley 2 (+4) 8 (+8) - -
Mossman Rd 2 (+4) 7 (+8) - -
Murray River 2 (+3) 8 (+6) - -
Ellerbeck Rd 2 (+6) 8 (+12) - -
Arnot Creek 2 (+4) 8 (+8) - -
Lannercost 8 (+8) 32 (+16) - -
Total Australie 24 (+51) 95 (+94) - -
Brésil Porto Trombetas 10 18 10 19
Seropedica 10 22 10 45
Itatinga 11 (+10) 3 (+19) 11 (+10) 2 (+50)
Angatuba 12 1 - -
Total Brésil 43 44 31 66
Malaisie Luasong 7 14 5 10
Taliwas 6 12 - -
Brumas 4 8 - -
Total Malaisie 17 34 5 10
Sénégal Richard Toll 6 26 6 26
Total Sénégal 6 26 6 26

Les chiffres entre parenthéses correspondent aéchentillonnages récents en cours d’analyse dacdie de la thése de MM Perrineau.

- Australie : Les chiffres donnés correspondenteasais d’'isolement aprés piégeage. Les isolendaetsts
ne sont pas reportés. Les sites Kimberley et MosdRtan'avaient pas été échantillonnés en 1986.

- Brésil : Il s’agit d’isolements directs, réalisgar 'TEMBRAPA. Les tests de nodulation sont ais&al Les
sites d’ltatinga et d’Angatuba vont également ébéchantillonnés afin d’augmenter le nombre d’isolae
faible taux de réussite de ces 2 sites, par ragportombre de nodules traités, ne trouve pas détmn
évidente.

- Malaisie : Isolements directs.
- Sénégal : Isolements directs.

Collections bactérienned es souches isolées en 1986 et conservées @ @@0faboratoire ont été remises
en culture sur milieu YM gélosé. Sur les 80 sosahiginelles issues de 21 arbres sur 7 sitesrdiffs, 76
souches se sont avérées viables , avec la ménéseapation en nombre de sites et d’arbres.

Caractérisations moléculaires :

- TypagerecA: La phylogénie moléculaire des souches austradieie 1986 ciblée sur les séquerrees\

est présentée Figures 2 et 3. On voit que, parora@ux espéces et especes génomiques définies de
Bradyrhizobium(séquences de souches-type), toutes les souchasli@nnes semblent appartenir a ce
genre. La diversité infragénérique rencontrée sgiortante, avec certains clusters originaux pouvant
représenter des especes nouvelles. La Figure 3renqoe cette diversité ne s'organise pas de maniere
évidente en fonction de l'origine géographique. séra particulierement intéressant d’enrichir cette
phylogénie avec les souches rééchantillonnées.
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On ne retrouve donc pas dans l'aire d'origine, ileeité décrite chez les souches isolées de diffés
zones d’introduction comme la Chine et I'ilndonésieplusieurs auteurs ont isolé les gemvesorhizobium
(Clappet al 2001, Wanget al, 2006),Rhizobiumet Ochrobactrum(Ngomet al, 2004).Mesorhizobiumet
Rhizobiumont été cependant retrouvés au Brésil.

- AFLP : Les résultats sont restés limités (undesemzyme utilisée, Pstl), confirmant la faisabilite la
méthode sur notre matériel. La validation récentegdnerecA dans les phylogénies d&radyrhizobium
nous a fait privilégier ce marqueur, en augmenpéutbt notre échantillonnage.

- Question 1 : Evolution de la diversité des baegsymbiotiques associéesAaacia mangiumen zone
d’origine

Le séquencage du gene recA définit ces bactériabisyiques comme appartenant a deux groupes
de Bradyrhizobium le premier proche dB. japonicumet le deuxiéme proche d& elkanii D'aprés les
reconstructions phylogéniques, il ne semble pasqgjrale structuration spatio-temporelle des souches
compris entre 1986 et 2007.

- Question 2 : Au sein des aires d'introductiosats inoculation artificielle, a quels partenabastérien®.
mangium s’est-il associé ? Existe-il une structuration dgespulations en fonction de leurs origines
géographiques ?

Les résultats obtenus par séquencage durgeAent montré qué\. mangiuns’'associe principalement
avec des bactéries fixatrices d'azote du geradyrhizobium.Ce genre bactérien est celui qui est
classiqguement retrouvé en association avec ceg.dbler plus, sur un site brésilieh mangiunest également
associé au gentdesorhizobiumdéja retrouvé en Indonésie. Enfin, il ne semlale yp avoir de structuration
géographique de la diversité des souches isoléesditierents pays, différents continents.

Question 3 : Dans leurs aires d’introduction etcam@culation artificielle, comment ont évolué Esuches
bactériennes introduites ?

Au Brésil, des souches de 2007 ont été isoléesta des sites inoculés par deux souches brésdie
sélectionnées,. Un de ces trois sites a d0 étéehéntillonné en 2009 faute d'isolats. Dans lesxdstes
étudiés, on ne retrouve pas les souches inoculum.

En Malaisie, les nodules de cing arbres inoculifs2psouches sélectionnées, une australienneeet un
asiatique, ont été analysés. Seulement trois seumfitepu étre actuellement isolées ce qui ne peparte
tirer de conclusions définitives quant a la peasise de I'inoculum. Des caractérisations compléaiers
sont en cours.

Au Sénégal, un site inoculé par une souche aigstred a été analysé, dans ce cas ci I'inoculum n’a
également pas pu étre détecté.

Ainsi dans les trois cas d'introduction, il ne semble pasvoir de persistance des souches inoculum
remettent en cause l'intérét de 'inoculation cOlée.

- Symbioses ectomycorhiziennes :

Les sporophores récoltés ont été caractérisés sw@pmuement, les parts d’herbiers réalisées, etpantie de
chaque sporophore ainsi que des apex mycorhizienditonnés en tubes Eppendorf. Le tableau ci-desso
présente la liste des sporophores récoltés daveri Queensland.

Ref. N° Field identification Site Host

MDO07-306 Panellus ligaturus Lannercost 1 Soil organic matter
MDO07-307 Polyporus badius Lannercost 1 ind. dead wood
MDO07-308 Micropus xanthopus Lannercost 1 ind. dead wood
MDOQ7-309 Cortinarius aff. canaria Lannercost 1 A. mangiumt 10 sp.
MDO07-310 Cortinarius aff. sinapicolor Lannercost 1 A. mangiumt 10 sp.
MDO07-311 Ramariagracilis Lannercost 1 A. mangiumt 10 sp.
MDO07-312 Clavaria sp. Lannercost 1 A. mangium+ 10 sp.
MDO07-313 Ryvardenia cretacea Lannercost 2 ind. dead wood
MDO07-314 Russula sp. Lannercost 3 A. mangium
MDO7-315 Laccaria sp. Lannercost 3 A. mangium
MDO07-316 Lactarius sp. Ellerbeck 1 A. mangiumt 1 sp.
MDO07-317 Lactarius sp. Ellerbeck 1 A. mangiumt 1 sp.
MDO07-318 Phylloporus sp. Ellerbeck 2 A. mangium
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MDO07-319 Saprophyte ind. Ellerbeck 2 ind. dead wood
MDO07-320 Hygrocybesp. Ellerbeck 2 Soil organic matter
MDO07-321 Dermocybe sp. Ellerbeck 2 A. mangium
MDO07-322 Amanitopsis sp. Murray upper rd  A. mangiumt 2 sp.
MDOQ7-323 Pycnioporus sanguineus Mission bay ind. dead wood
MDO07-324 Hygrocybe miniata Mission bay Soil organic matter
MDO07-325 Ganoderma applanatum Mission bay ind. dead wood
MDO07-326 Inocybe sp. Collins ck Casuarina equisetifolia
MDO07-327 Russula sp. Collins ck Melaleuca leucadendron
MDO07-328 Amanita sp. Bloomfield 1 A. mangium+ 1 sp.
MDO07-329 Phaeocollybiasp. Bloomfield 2 Soil organic matter
MDO07-330 Amauroderma rude Bloomfield 2 Soil organic matter
MDO07-331 Amanitopsis sp. Bloomfield 3 A. mangium +2 sp.
MDOQ7-332 Phaeocollybiasp. Bloomfield 3 Soil organic matter
MDO07-333 Amanita sp. Daintree CT 1 E. pellita

MDO07-334 Boletellus emodensis Daintree CT 1 Soil organic matter
MDO07-335 Hebeloma sp. Daintree CT 1 E. pellita

MDO07-336 Hygrocybesp Daintree CT 2 Soil organic matter
MDO07-337 Russula sp. Daintree CT 3 E. pellita

MDO07-338 Thelephora sp. Noah beach Casuarina equisetifolia
MDO07-339 Amanitopsis sp.

MDO07-340 Cookenia tricholoma ind. dead wood
MDO07-341 Russula sp. Kimberley rd A. mangium+ 1 sp.
MDO07-342 Russula sp. Kimberley rd A. mangiumt 1 sp.
MDOQ7-343 Plectania campylospora Kimberley rd Soil organic matter

M D07_344 *kkkkk *k% *kkk

MDO07-345 Saprophyte ind. Kimberley rd ind. dead doo
MDO07-346 Russula sp. Peterson ck E. tereticornis

En Australie et dans les zones d’introduction,daeherche de sporophores s@usmangiums’est poursuivie
pendant toute la durée du projet. Au Brésil, 6 gpbores ont été récoltés dont 5 sont du geiselithuset de
'espéce microcarpus (Figure 1), ce qui parait original, cette espécantéplutdét de milieu méditerranéen
('espéce classiquement rencontrée a&emangiumestP. albug. En Malaisie, on retrouve des sporophores de
Telephora ramarioidestP. albus Aucun sporophore n'a été trouvé au Sénégal.

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 1 : Sporophore d&solithus microcarpusousAcacia mangiuna ltatinga (Brésil).

» Premiers acquis en termes de transferfméthodes, recommandations)

- Echantillonnage : La récolte de nodule sur leaiarn’est pas toujours évidente sur des arbresivement agés
en zone de foréts dense (ou de plantations déjara&s). Le nombre de nodules récoltés s’est daitgouvé
parfois relativement limités ce qui a imposé deschéntillonnages rendus possibles par des finamdsme
complémentaires (appui thésard du CIRAD a MM Peru) et I'investissement répété des partenairesijoc

- Stratégie d'isolement des souches : la caraetéis des souches nodulantes peut se faire selmiepts
stratégies : directement a partir d’ADN extraitraelules récoltés sur le terrain, avec tout un cteixnarqueurs
procaryotiques neutres ou symbiotiques, ou apmsngent. L'isolement peut étre réalisé directensepartir
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des nodules récoltés sur le terrain (« isolemengictl») ou apres broyage des nodules terrain eulation de
germinations de la méme plante (« piégeage homelggles souches de rhizobia étant faciles a coassur

de longues périodes (a -80°C) c'est cette apprisiement qui a été utilisée dans cette étude. Novosis
également, pour I'Australie, cherché a reprodumenaaximum le protocole utilisé en 1986, c’'est sedm
technique du piégeage homologue. Cette technique l@ngue est apparue beaucoup plus efficace que
I'isolement direct sur lequel le taux de réussitedgpassait parfois pas les 10 %.

- Le test de pouvoir nodulant des isolats en tibeaés et en chambre de culture, développé a gréctusle

pour cette étude s’est avéré extrémement fiableiaau des risques de contamination (sur plusiesnsaines

d’isolats testés, aucun témoin non inoculé n'a t&duapide pour la lecture des résultats, avecmentretien

(ajout de milieu) sur cette durée de manipulatides cas de contaminations ponctuelles de cert@dmsihs se

sont par contre produits, malgré les précautioisegrlors d’essais de piégeage en pot et en geatgablement
en liaison avec la présence ch&zmangiumde nectaires foliaires apparemment trés attraviffsa vis de

fourmis et de moucherons divers (difficiles a coldr en serre), transporteurs potentiels de comt@mms. Ces
tests de nodulation (homologues ou hétérologuem)ois lourds (en fonction des plantes considéréss)
malheureusement pas toujours effectués dans édaalitire, sont pourtant essentiels pour remplirogtydat de

Koch et valider la notion de souche bactérienne.

- La validation relativement récente du marqueaA chez leBradyrhizobiumen particulier nous a amené a ne
pas pousser davantage les caractérisations AFLB, Iplurdes a mettre en ceuvre et a priori pas plus
informatives, sur la séquence de restriction testée

- Les représentations phylogéniques classiqueslgtammes et phylogrammes) se sont révélées assez p
adaptées aux questions que nous nous posions, réaulier celle relative a une éventuelle structiomr
géographique des isolats. Des partenariats sortt elorcours avec des biostatisticiens pour trouesrtésts et
des représentations statistiques adaptées.

- Enfin, en terme d’application, le suivi molécuéades souches inoculums est un des résultatsaingpge cette
étude puisque dans aucun des sites d’introductiaiés les inoculants ne se sont maintenus parféise apres
des périodes trés courtes comme au Brésil. Celamet pas forcément en cause la nécessité de Ulatom
celle-ci pouvant avoir joué un role déterminantsdbntaux de survie des plants lors du transfetagepiniére
au champ.

VALORISATION DES TRAVAUX

- Mora Fanchon (2007) Diversité des rhizobiums siptidues dAcacia mangiunen zone d'origine, évolution
et adaptation en zone d'introduction. Rapport 'd& dnnée d’lUP. 34 pp.

- Le Roux Christine (2007) Rapport de mission aés8ydu 16 mars au 3 avril 2007. 35 pp.

- Prin Yves, Béna Gilles et Ducousso Marc (2007p et d'une mission au Queensland (Australie), dui28
avril 2007.12 pp.

- Taschen Elisa (2009) Diversité des bactériesciésss aAcacia mangiumau Brésil. Rapport de stage M1
BGAE Université Montpellier 2.

- Perrineau MM (2009) Rapport de mission en Auiralul0 au 27 mai 2009.

Diversité des souches isolées d’Australie entre 198t 2007

Les objectifs étaient d’'une part d’analyser la csité génétique des souches s’associant avec Agioran
dans sa zone naturelle d’origine, et d’autre pastaner si sur 30 ans, il y avait eu des modiftas majeures
de diversité bactérienne au sein d’'une méme zofisolément des souches en 1986 ne montre pas de
structuration liée a l'origine (figure 2). Les sbies des différents sites s'intercalent dans les esécades,
suggérant ainsi une dispersion importante entreliféérents sites. Les souches se classent toates lé genre
Bradyrhizobium, connu pour étre les symbiotes habit’Acacia mangium. La phylogénie suggeére que les
souches sont pour une partie apparentée au cRisi@ponicum/B. liaoningenset une autre partieB elkanii
On note par ailleurs une importante diversité diebles 76 souches résultant en 23 génotypes eliffér alors
méme que l'approche d'isolement par piégeages anbumiser la diversité recouvrée. Des analyses de
raréfaction pour relier a la diversité théoriquil® sont en cours.
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Figure 2 : Phylogénie des souches de 1986 basée sur legghe

La comparaison des diversités obtenues entre 1988 est illustrée sur la figure 3.
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Figure 3 : Diversités échantillonnées en Australie entre 1&88007.

Nous ne mettons en évidence aucune structuratidonetion de I'année d'isolement. Il ne semble dpas
y avoir eu de modification majeure de la diversité 30 ans. De plus, on peut noter que plusieunshes
partagent la méme séquemeeA (telles que Aust15b et Qam25W). Il conviendrandeiveau de tester par des
approches de raréfaction la diversité obtenue 807 2Mais les résultats obtenus tendent a montrersgr 30
années, et malgré un certain nombre de modificatinajeures environnementales (urbanisation, pasbage
cyclone), la diversité des souches s’associant Avetangiunm’a pas profondément été modifiée. Des analyses
plus fines en terme de différentiation génétiquet ®n cours pour appuyer statistiquement cett®@wisdDn ne
retrouve donc pas dans l'aire d’origine la divérsiiolée de différentes zones d'introduction contem€hine et
I'Indonésie ou plusieurs auteurs ont isolé les geMesorhizobium(Clapp et al 2001, Wanget al, 2006),
Rhizobiumet Ochrobactrum(Ngomet al, 2004).

Diversité en zones d’introduction

Nous voulions déterminer la diversité des bactésgmbiotiques avec lesquellds mangiumpouvait
s’associer en étant introduit dans des régions’'e@apéce n'est pas naturellement présente. De ploss
souhaitions suivre le devenir des souches inoc@ééiiellement lors de la mise en place des fiaons dA.

mangium

Les résultats sont extrémement variables en fomclés sites.

Au Sénégal, cas le plus simple, nous observondivegsité génétique sur le géne recA extrémement
faible (figure 4). En effet, nous ne retrouvons toés génotypes différents, dont un présent a ¢é80%.
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Figure 4 : Phylogénie recA des souches isolées du Sénégaltiage parcelles

historiguement inoculées et non inoculées lorsigplantation dA. mangium

Que cela soit en zones ou une inoculation artlfecievait été réalisée (avec la souche australidust13c),
ou en zone ou les arbres avaient été implantésisaniglation, nous n'observons pas de différeneedidersité
entre les deux conditions. Nous ne retrouvons @asbuches inoculées, et il n'existe aucune diffé&geentre
sites inoculés et non inoculés.

En Malaisie (Figure 5), nous observons une diversité génétlipmucoup plus élevée qu'au Sénégal.
Nous ne retrouvons pas la souche initialement iidec(Austllc et Austl3c), mais il faut noter quele® trois
souches ont été isolées des zones inoculées, dd'fimie absence quasi-totale de nodules accessibéss
souches isolées sont de nouveaux fortement appaeeatix deux espeddselkaniietB. liaoningense
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Le Brésil a permis I'échantillonnage d’une diversité taxormpme différente puisque des souches de
Mesorhizobiumy ont été isolées (figure 6). Nous retrouvons dichan résultat d’étude précédentes suggérant
gueA. mangiumpouvait s'associer avec d'autre genre guadyrhizobium Il convient cependant de noter que
ces souches, nodulantes, se sont révélées étréxatices, limitant ainsi la notion de diversitgnsbiotique.
Nous retrouvons par ailleurs une diversité relatigat faible entre les souches Biedyrhizobium avec certes
15 génotypes différents pour 49 souches de Braziyphum séquencées, mais cette diversité se rédwasan
final a 4 grands clades. La diversité se strrucpaeailleurs dans ce cas en fonction non seuledentsites
d’étude, mais aussi des traitements (inoculé vsmaculé) appliqués.
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Figure 6 : PhylogénigecA des souches isolées des sites d’étude du Brésil

Comme dans les cas précédents, nous ne retrouasria pouche initialement inoculée. Afin d’affiner
ce résultat, et vérifier qu’il ne résultait pas pleénoméne de recombinaison chromosomique, noussavon
également séquencé les genes de médiage et gInB chez ces souches. Nous confirmons dans les deubac
distinction d'une part entre les différents clades fonction des conditions expérimentales et le sit
d’échantillonnage, mais aussi le fait que les dguches initialement inoculées ne sont pas réesolé

De ces résultats, plusieurs tendances sont a releve

- A. mangiumest effectivement une espece qui arrive a s’assawgiec des souches bactériennes locales.
Les tests d'efficience sont en cours, et il estsiids que les souches d'origine (Australienne) reoie
effectivement plus efficaces. Mas.mangiumconfirme ici sa capacité a «trouver » des paitesa
symbiotiques alternatifs en dehors de son aire émartition naturelle, méme si ces association
symbiotique peuvent étre non efficaces, comme tmsas des souches Mesorhizobiumsolées du

Brésil.

- Ladiversité locale apparait trés variable. 8 elatteint jamais le niveau observé dans la atinggine,
ou le nombre de génotype symbiotique apparaitél@ge, la diversité recouvrée en zone d'introdurctio
pue étre trés faible, comme dans le cas du Sérégalativement importante, comme dans le cas de la
Malaisie. La diversité génétique des plants uslisé plantation industrielle étant a base trestéfri

faut sans doute mettre ces variations en rappert des parametres pédoclimatiques contrastés.
- Linoculation artificielle, telle qu'elle a étératiquée dans les trois pays d'introduction, dowuies

résultats contrastés. Dans les trois cas, la santtoeluite ne perdure pas, méme trés peu de tepgs
(6 mois dans le cas du brésil). Il semble doncgjlinoculation a un effet, cela doit étre limaéun effet
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en pépiniére, les souches locales prenant rapidesteentierement «le dessus » en conditions de
plantations.

Le cas du Brésil révéle un résultat surprenaamhsda mesure ou I'inoculation semble avoir infleéeha
diversité des souches piégées par la plante. ety afbrs que les sites sont adjacents, donc a poas

des mémes contraintes et parametres pédoclimatitpsedeux sites de Porto Trombetas et Seropedica
présentent chacun des diversités radicalementreliffés selon qu'il y a eu inoculation préalablepas
(figure 6). Nous n'avons pas aujourd’hui d’'explioat pour comprendre ce résultat, notamment
l'association préférentielle avec des souches deolhézobium. Un effet indirect via des transferés d
génes de nodulation pourrait expliquer ce résultetis la phylogénie des genesdA ne soutient pas
cette hypothése. En effet, la figure 7 montre lglggenienodA obtenue pour les souches brésiliennes.
Les souches delesorhizobiunme montrent aucune proximité génétique sur la Hasgéne symbiotique.

On doit donc exclure une hypothése d'adaptation slmsches locales aprés acquisition des génes
symbiotiques de la souche inoculée. De méme, audesesouches se distinguant sur les genes de
ménage ne présente la méme séquenda que I'une des deux souches introduites. IL nelderdonc

pas y avoir eu de recombinaison locale entre lashss introduites et les souches natives.

On peut ainsi se poser la question de I'absepparante de compétitivité des souches inoculéess Da
aucun des trois cas, ces souches n'ont été réegsolBeux hypothéses peuvent étre avancées: Les
souches sont trés rapidement contre sélectionrgfeke pnilieu auquel elles ne sont pas adaptées Cel
doit avoir joué pour les souches originaires d'Aalgt et inoculées en Malaisie et au Sénégal. fatre,

il faut noter que les deux souches inoculées asillE@ient originaire du Brésil, méme si 'immegsilu

pays et des climats font qu'elles ont sans douteleégent subit une contre sélection. La faible
compétitivité des souches en terme de nodulationbke moins probable, notamment vis-a-vis de
souches locales qui n'avaient jamais été en coatat des plants A: mangiumsauf a considérer une
compétitivité fortuite (mais récurrente). Des teftscompétition devraient en partie nous aidesauére
cette quesiton.
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Figure 7 : Phylogénie du géne symbiotignedA des souches isolées du Brésil.

Nous n’avons as encore pu analyser de fagon caejdensemble des données obtenues. Cependant,
une premiére analyse des donngz=\ et nodA du Brésil et de I'échantillonnage d’Australie lié& en 1986
apporte une image également contrastées des phdesnde transferts de génes entre souches. En effet,
'analyse phylogénétique conjointe du géareA (figure 8) montre que les souches du Brésil éwudtralie, si
elles forment des clusters relativement cohéresitgercalent et présentent des proximités évoasivl existe
donc une diversité de clade partagée entre les pefiétant un résultat déja connu, a savoir qeestaiches de
Bradyrhizobiumprésentent un niveau de migration important, etdginombreuses espéces génomiques ont une
répartition mondiale.
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Figure 8: PhylogénigecA des souches Brésil et Australie 1986.

Inversement, la phylogénie, basée sur le géne syigbé nodA, montre des liens évolutifs radicalement
différents (figure 9).
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Figure 9 : PhylogénienodA des souches Brésil et Australie 1986.

On peut ainsi constater que I'ensemble des souddBsadyrhizobiumbrésiliennes se positionnent dans un
unique clade, strictement différents des deux dam®servés pour les souches Australiennes. Ceaésst a
mettre en relation avec I'absence de lien diretrtedes souches utilisées dans I'inoculation dastglbrésiliens,
et les souches isolées, pour ce qui concerne lergedh. Il apparait donc que sur un pas de temps coumss
ne mettons en évidence aucun transfert de génds oluisters symbiotiques. Inversement, sur le tenge, nos
résultats montrent une homogénéisation des soumhast au fond génomique symbiotique. Savoir siecett
homogénéisation résulte de phénomene de transifigrtdsune sélection purificatrice, ou si c’estrésultat de
transferts suivis d'une dérive génomique restdairéa.

L'ensemble de ces résultats demandent a étre applisf lIs apportent cependant une premiére image
radicalement différente a nos attendus, en termaivasité, d’adaptation des souches introduitedeetéponse
de la plante a un nouvel environnement symbiotidizerécupération de données se poursuit (notamemnt
typage symbiotiques des souches Sénégal, Malaisiystralie 2007 et 2008), ainsi que les testéfidience
des souches.
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Abstract

The ectomycorrhizal associations A€acia mangiumhave been explored in several introduction zomas a
under laboratory controlled conditions. We collécteeveral putative ectomycorrhizal fungi and some
ectomycorrhizas from under monospecifis. mangium plantations. Controlled syntheses have been
experimented between this host plant and sever@mscorrhizal genera, in laboratory and greenhouse
conditions to complete the characterisation ofdb®mycorrhizal status &. mangiumThese studies allow to
confirm the symbiotic association d&k. mangiumwith the following ectomycorrhizal gener&axillus
Pisolithus Scleroderma,Thelephora, Tylopilusand Xerocomus The complete symbiosis is histologically
characterised by a Hartig net and a fungal sheatbring the root apex. However, differences initttensity of
infection depending on the fungal partner have beearly evidence. That way ectomycorrhizas withuragal
sheath but without any Hartig net have been obseiSeme of the fungal genera suchAasanita Elaphomyces
andLaccariafailed to form ectomycorrhizas. This feature ieipreted as a non-sufficient infrageneric divgrsit
of the tested strains.

Key words: EctomycorrhizasAcacia mangium, In vitrgymbiosis, Mycorrhizal status

Introduction

The pan-tropical genuscacia member of the Mimosaceae, comprises more thad0Isgecies of which about
800 are native from Australia. From its native af@astralia, Papua New Guinea and lIrian Jaya), the
phyllodinous treeA. mangiumhas been extensively used in industrial plantatifom the production of pulp-
wood and for the rehabilitation of degraded sails irange of inter-tropical countries, mainly ingA<Brasil and
Africa (Pinyopusarerk et al. 1993; De la Cruz andré&® 1991). It is symbiotically associated with
Bradyrhizobiumspp. (Nuswantara et al. 1997) and arbuscular miyizadrfungi (Reddell and Warren 1987; De
la Cruz and Yantasath 1993; Ba et al. 1996). thpast ten years, a number a works have deditrhiitobia
characterization and inoculation (e.g.: Umali-Garei al. 1988; Galiana et al. 1990, 1994, 1998 wdns$ara et
al. 1997; Clapp et al. 2001), very few studiesa@ilable on the characterisation of ectomycorshimad on the
ectomycorrhizal fungi associated with mangium From these studies (Chong 1986; Duponnois and 538;
Martin-Laurent et al. 2001) it appears tatmangiumwould be associated witRisolithusspp. (probably two
species) andrhelephora ramarioide®.A. Reid. Pisolithussp. is infective and effective oA. mangiumin
nursery conditions (Duponnois and B& 1999) dndamarioides a black coral fungus, is often found An
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mangiumstands in Asia, but without clear effect on plgrdwth, being even considered as a weak parasie (L
1990). The economic importance Af mangiumparticularly throughout extensive plantations isidhand the
potential benefits of ectomycorrhizal inoculation planting productivity (Brundrett et al. 1996) deas to
investigated: 1- The putative ectomycorrhizal fufrgiting spontaneously undeéx. mangiumin five selected
introduction zones, 2- The ability of several fuhgaltures to form ectomycorrhizas with. mangiumin
experimental conditions and 3- The characterisatmh field collected and experimentally obtained
ectomycorrhizas.

Materials and methods

Ectomycorrhizas and ectomycorrhizal fungi fruitineneathA. mangiumin introduction areas

Prospecting was conducted for over ten years intpthstands oA. mangiumn Congo, Madagascar, Malaysia
(Sabah and Sarawak), Senegal and Singagdre ectomycorrhizal status was established on ttaraly
fruiting sporophores and on ectomycorrhizal rootangination. Sporophores and ectomycorrhizas Wwestu
photographed and dried in “Silicagel” for laborgtexamination. Only ectomycorrhizas whose connestigith

A. mangiumwere undoubted: clear evidence of a physical bekween the ectomycorrhizal root apex and a
perfectly identifiedA. mangiuntree, were taken into account.

Plant infection tests

Plant material

The different seedlots oA. mangiumhave been obtained from the Australian Tree Seewdtr€ (CSIRO),
Kingston, Australia (Table 1). Seeds were germihatiéer soaking for two minutes in boiling watedasurface-
sterilised five minutes in 30%J8, (v/v). After washing in sterile water, the seed=revplaced for germination,
into 90 mm Petri dishes on Nutrient Agar (Difcoakce) to reveal eventual contaminants.

Fungal material

The fungal strains used in this study were fromCBIRO Land and Water Division, Townsville, 2- LSTM
Montpellier, France and 3- Soil Microbiology Labtogy, IRD, Dakar, Senegal (Table 2). These cultuvege
maintained by quarterly sub-cultured at 26°C im@@ Petri dishes on MNM medium (Marx, 1969).

Rhizobial material

Bradyrhizobiumsp. strain AUST13c isolated from nodules/of mangiumcollected in its native area, North
Queensland, Australia (Galiana et al. 1990) Bnaldyrhizobiumsp. strain RMBY isolated fromA. mangium
nodules harvested in Senegal was both sub-culmedeast Mannitol Broth (Vincent 1970).

Ectomycorrhizal syntheses

* Axenic Petri dishes technique for the study dberycorrhizal colonisation of different seedlotshwi
Pisolithusspp. isolates
Sterilised seeds were placed for germination, 180 mm Petri dishes on Shemanakova medium (Chibteat
1986) covered with a sterile cellophane disk thet heen previously boiled for 30 min in a 0.37gEDTA
solution, and rinsed twice in water and autoclavEide dishes were sowed at a rate of four seedplpés,
sealed with electric insulating tape and incubated week at 26°C. One week after germination tleellsegs
were inoculated with a plug dfisolithusculture placed at three to five mm from the taptrdhe seedlings
were arranged so that the roots were facing thaviiggpbedge of the fungal colony and the plates vemaed
with Parafilnf. Plates were disposed at an inclination of appnaely 70° from horizontal and incubated for
two months. All inoculation combinations with sev&nmangiunprovenances and sRisolithusstrains (S2A,
R, COI001, COI007, Antonio Dubréka, MG86) have béested with three replicates for each combination.
Roots were hand-sectioned and observed underadtitiat interference contrast microscope.

* Axenic test tube technique for the study of egtmrhizal colonisation witha range of
ectomycorrhizal fungus genera and for the stud$hefinfluence of culture media ¢tsolithussp. strain PR264
infectivity
Glass tubes syntheses were conducted in 250X25uines tcontaining one 30X120 mm paper strip cut frioen
paper sheet of a Seed Germination Pouch (Meganhtienal, Minneapolis, USA), (Vergnaud et al. 198H)e
paper strip is applied to the tube wall and dip20nml of MNM liquid media. After capping, the tubavere
autoclaved at 120°C for 20 min. Sterile mangiumseedlings were transferred to sterile glass tudres
inoculated with a ten mm side square piece of fluogny grown on MNM. Six replicates were made éach
strain and six for the non-inoculated control. Tthae fungal genera tested wefenanitasp. strain E4090,
Boletellussp. strain E4249Elaphomycessp. strain H4029(Gen novstrain H4027 Hysterangiumsp. strain
H4134,Labyrinthomycesp. strain Taraval,accariasp. strain E4124&Risolithussp. strain H4003Scleroderma
sp. strain Scl4Paluma afglopilussp. strain E4240. After 27 and 56 days, the roggtesns and the fungal plug
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in each tube were examined under a stereomicrosddpe formation of ectomycorrhizas was reportede Th
influence of culture media oRisolithussp. strain PR264 infectivity was also tested.hat tpurpose, sterilA.
mangiumseedlings were transferred into sterile glass sudned inoculated with a ten mm square piece of
Pisolithussp. PR264 colony. Eight replicates were made fehestrain and the non-inoculated MNM control.
The five following treatments were tested: 1- compIMNM; 2- complete MNM with the plant root systdept

in the dark by wrapping the tube in a paper foilMNM without glucose; 4- complete MNM for fourteelays
then MNM without glucose; 5- complete MNM for foeen days then complete (with nitrogen) BD plant
medium (Broughton and Dilworth 1971). After 23 a&®ldays number of ectomycorrhizas formed per tuag w
examined.

* Compatibility of ectomycorrhizas and nodule fotioa in vitro
Co-inoculation experiments were conducted in thesgltubes/paper strip systems previously describdd
eight replicates. Three days after seed steritimaticcording to the above procedure, seedlings tk@nsferred
to sterile glass tubes papers dipping in liquid MidN inoculated with a ten mm side square piedaigaflithus
albus strain ORS8143. Six days later, the liquid MNM wagplaced by liquid nitrogen—free BD medium and
inoculated with 1ml of one week-oBradyrhizobiumsp. strain AUST13c. Fifty-three days after inotiola, the
plants were examined for ectomycorrhizas and noiduiaation.

* STUDY OF THE ABILITY OF A. MANGIUM TO FORM ECTOMYCORRHIZAS WITH 24 FUNGAL STRAINS

To test the ectomycorrhizal ability of 24 ectomybizal fungal strains, sterile seedlingsAf mangiumwere
transferred to one | polyethylene bags containistealized mixture of sand, polystyrene beads arhiculite
(2viviv). This substrate was daily watered to thetew capacity with tap water. Two days after transthe
seedlings were inoculated wiBradyrhizobiumstrain RMBY (Galiana et al. 1990), at a rate di8bacteria per
bag. Six weeks after transfer, the saplings wesedlated with 50 ml of an ectomycorrhizal inoculpnepared
according to Molina (1979). For each strain, fieplicates were made. The root systems and the rcofaie
fungal mantle were examined six months after inatoih. On transversal hand sections, diameter of
ectomycorrhizas, thickness of the mantle and Hamtigdepth were measured.

Histological observations

Light microscopy

Microscopic examination of ectomycorrhizas was aismle after clearing and staining according tolipkibnd
Hayman (1970). When necessary, ectomycorrhizas Wéretome (Leica, Marseille, France) sectioned for
examination under the microscope after staining @ibngo red, using an Olympus Provis photomicroscop

Electron microscopy

Entire root system was fixed in 2.5% glutaraldehyda 0.1 M phosphate buffer for 2 h before rinsinghe
same buffer and dehydration. The samples werealrigioint dried in a Balzer apparatus and obsewi¢ll a
Philips Scanning Electron Microscope.

For transmission electron microscopy, samples westfixed in 1% osmium tetroxyde, embebdded in Bpur
resin and sectioned using a Reichert ultramicroto@leservations were made using a Jeol 1200EX electr
microscope.

RESULTS
Ectomycorrhizas and ectomycorrhizal fungi fruitingneathA. mangiumin plantings
The results are summarised in Table 3. Ectomycashare generally more abundant at the soil-littierface.
In Malaysia and Singapodr. ramarioidedruitbodies are very abundantly and regularly fbafl along the year,
mostly under young trees (Fig 1A), particularly whihe canopy remained opened. Ectomycorrhiza3. of
ramarioidesexhibit a dark brown colour with a whitish apetxe tyoungest being totally whitish (Fig 1B). Cross
sections through these young ectomycorrhizas relvetid a mantle and a slight Hartig net, with a qhexh
mycelium, characteristic of Basidiomycetes (Fig 2k) MadagascaiXerocomussp. fruited abundantly during
the rainy season (Fig 1C). Thk@rocomusp. associated . mangiumn Madagascar formed numerous brown
yellow straight ectomycorrhizas. Another spontarseeatomycorrhizal associate, which was observed.in
mangiumplantatings was the gen@gleroderman a monospecific stand at Loandjili (Congo). Nmsophore
was found in this plantation, but numerous whitel dgpically sinuous ectomycorrhizas (Fig 1D) with a
characteristic “sclerodermic” smell. These ectommgfuiaas had a thick mantle and a clear Hartig Rég 2B).
Pisolithus albusporophores were found in a monospecific star@biuthern Senegal (Casamance). Yellow gold
ectomycorrhizas were abundantly observed in tliadstFrom this sporophore was isolated by Ducoassb
Duponnois (Duponnois and Ba 1999) the strain CQI007
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In vitro syntheses

Infectivity of ten different ectomycorrhizal furegi A. mangium:

Twenty-eight days after inoculation, only three ggenwere able to establish ectomycorrhizas-likecttire with

A. mangium(Table 4), the most infective beijsolithussp. (strain H4003), although most of these genera
originated from AustraliaPisolithus sp. ectomycorrhizas display a characteristic yemid mantle, and
numerous gold rhizomorphs (Fig 3A). Infectivity thie Sclerodermasp. strain Scl4 Paluma was confirmed in a
secondin vitro experiment (Fig 3B). Transversal hand sectionsufjn the ectomycorrhizal roots allowed
confirming the occurrence of a fungal mantle, bitheut any clear Hartig net.

Response of different seedlot$isolithus spp. inoculation

Results of ectomycorrhizal infection two monthsegfinoculation of seveA. mangiumprovenances with six
Pisolithusspp. strains are presented Tabl®Bolithusstrain S2A was the most aggressive and surroutised
secondary roots d&k. mangiunforming a feltroot mantle. The morphology of the infected roatteyn did not
show a clear heterorhizy among the plants inocdlatgh different strains oPisolithus However, for strain
S2A, the mantle surrounded mostly short laterats@athout any branching. The difference of seea/pnance

of A. mangiundid not interfere with fungal development and &ggiveness. On transversal sections of infected
roots no Hartig net has been observed. In somescasth strain S2A, the fungus invaded the decagixigrnal
epidermal cell layer.

Influence of culture media drisolithus spstrain PR264 infectivity

This experiment do not evidence any difference betwplants cultivated on MNM and plant left for yonl
fourteen days on MNM medium then fifteen days on BBdium in terms of number of ectomycorrhizas per
plant (Table 6). Wrapping the tubes with a papértfoprotect the root system from light neithesskany effect

on ectomycorrhizas formation. The suppression afcage in the MNM do has a drastic effect on
ectomycorrhizas formation, even after a pre-groplthse of fourteen days on complete MNM. The aspkct
ectomycorrhizas within the test tube and the aboeoel@f golden rhizomorphs are illustrated Fig 3€aring
electron observations allow to evidence the clumpsaelium colonizing the root surface (Fig 2C) wehil
transmission electron microscope reveal a denselgkgd mycelium with active electron-dense hyphal
cytoplasm (Fig 2D).

In vitro compatibility between nodule and ectomycorrhizasiition

Fifty-three days after inoculation, six off the kfiglants formed nodules and ectomycorrhizas, deet naving
only nodules and another only ectomycorrhizas. Filents had the double symbioses. nitrogen-fixing
nodules and yellow-gold ectomycorrhizas (Fig 3D &jd

Greenhouse syntheses

Off the eight fungal genera tested (Table 7) omlg £nabled the formation of ectomycorrhizas in gheise
conditions,Pisolithusspp. andPaxillus involutus The two species @clerodermdested, namel. cepaandsS.
dictyosporumfailed to associate with. mangium although was obtaineith vitro ectomycorrhizas with this
genus $Hclerodermasp. strain Scl4 Paluma) in vitro conditions. AmongPisolithusspp, P. arhizusdid not
formed ectomycorrhizas while among the seuen albus strains tested six enabled the formation of
ectomycorrhizas. It is noticeable that when ectasmyizas formation was observed, the infectionsewer
complete with mantles and Hartig nets. Ectomycaesidiameters range from 320 to 420 um and the egeak
infection observed was witRaxillus involutuswith Hartig nets not deeper than eight pm.

Discussion

Our observations concernig mangiunmycorrhizal status confirm the findings of Reddeild Warren (1987)
for arbuscular mycorrhizas and of Sim (1987) fotoewycorrhizas; in field conditionsd. mangiumis able to
form arbuscular mycorrhizas and ectomycorrhizas.

Like Duponnois and B& (1999), we observed tAatmangiumectomycorrhizas do not always present a
characteristic Hartig net. Intercellular penetnatwf hyphae is often visible, but with much lestesity than
those observed with other tropical ectomycorrhipint genera such aSucalyptus Afzelia Uapaca or
Dipterocarps. According to Warcup (1980) "therensgeno logical reason why the term (ectomycorrhizas)
should only be used in the restricted semgethat an ectomycorrhizas should have a Hartiganet a well-
developed fungal sheath that encloses the apexeofrdot”. The identification of atypical associasoas
ectomycorrhizal remains controversial because tesd to be carefully distinguished from associatigth
saprophytic or incompatible ectomycorrhizal furthat may also grow on surface of roots collectethefield
(Brundrett et al. 1996 Acacia mangiuntnas also recently been inoculatediitro with Pisolithussp., suggesting
that differences in the ectomycorrhizal statusAof mangiumin plantations and in experimental culture
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conditions might be explained by: i- The absencearshpatible ectomycorrhizal fungi; ii- The ectomydozal
dependence of the host provenance; iii- The comipetbetween ectomycorrhizal fungi in their envinoent.
Among the oldest report on the ectomycorrhizalustaif the genuécaciaone must cite Warcup (1980) who
established the ectomycorrhizal status of 12 Aliatrapecies oAcaciabut without mentioning\. mangiumin
1987, Sim citing Gibson (1981) reported a symbictiationship betweeA. mangiumand the ectomycorrhizal
fungusT. ramarioides This fungus was reported to fruit in nurseriesaadl as in plantations in Sabah. This
association was more recently reported by Lee (199@d De la Cruz and Yantasath (1993), althougkethe
authors contested the validity of this associatieriit does not show typical symptoms, includingdal sheath
and Hartig net". In a very short paper, Anino (1P8&ported the ectomycorrhizal associationfofmangium
with a coral fungus doubtfully identified &avariasp.; the description and the ecological behavieuthink of
the misidentification ofrhelephorasp. According to this author the association wdadchighly beneficial to the
tree. Our own observations allow confirming theoewgcorrhizal status of th&. ramarioide$A. mangium
association. The possible beneficial effect of #isociation remains unexplored.

Aside T. ramarioides the other fungus reported to be associated witmangiumbelongs to the genus
Pisolithus This fungal genus was collected in plantatiomsnfithe introduction areas. One strain COI007, used
by Duponnois and Ba (1999), was isolated from qmaraphore harvested in Senegal in a piranangium
stand. The other is a sporophore harvested in Maafrom which, the strain GEMAS (Martin et al.02) had
been isolated. According to Martin et al. (2002hew analysing ribosomal ITS sequences, strains TO#Nd
GEMAS phylogenetically grouped witR. albus The Pisolithus sporophore we collected in Madagascar in a
pure stand oA. mangiumwas morphologically and anatomically similar as®1007. Our field observations
allow completing the list of fungal partners witietgenusScleroderman Congo and in Madagascar, and the
genusXerocomusn Madagascar.

Ectomycorrhizal syntheses in controlled conditi@ns essential to confirm the ectomycorrhizal statisne
given host plant. Our study failed to evidence difference in ectomycotrophy between several praneas
representative oA. mangiummative areas. Duponnois et al. (2000) obtain simiésults in pot culture with six
provenances ofA. auriculiformis inoculated withPisolithus sp. COI007 and COI024. This suggests that
differences in the ectomycorrhizal statusfofmangiumn plantations and in experimental culture migbt be
linked to host provenance but rather to host coibifit of the locally present ectomycorrhizal fungVe also
validate several conditions @f vitro ectomycorrhizas formation, trying to make thesaditions compatible
with nodulation, particularly by using a plant mewii classically used for legume inoculation like Bi2dium.
Using successively both MNM and nitrogen-free BDdiag both ectomycorrhizas and nodules were obtained
We confirmed Martin-Laurent et al. (2001) obsemvasi that one-month was necessary to observe aalierdr
response to inoculation, although the first ectoongfiizas were visible only 14 days after inoculati?We
observed (data not shown) such shorter period vallewing the fungal plug to develop for 3 to 5 ddyefore
adding theA. mangiumseedling in the glass tube. WitBucalyptus urophyllain Petri dish conditions,
ectomycorrhizal roots with a one hyphae thick Hpantt can be observed only 4 days after inoculdtienet al.
1990). This could be attributed to a much highdotesphic dependence of eucalypts comparedl.tmangium
may be due to a slowen vitro growth of A. mangium(Martin-Laurent et al. 2001) and also a different
behaviour towards phosphorus nutrition.

Even when selecting fungal strains from the hoahfphative area, onlRisolithusspp was always infective.
Sclerodermasp., with higher time of contact was also infeetiVylopilussp. remained poorly infective, even
with higher times of contactn vitro infectivity tests confirmed differential behavioaf the genusPisolithus
when diversifying the origins of the strain usedarkh-Laurent et al. (2001) reported that in Pelishes
syntheses only two out of the $solithusisolates they used induced ectomycorrhizas wittaatle sheath and
a Hartig net. The phylogenetic placement of als#&fisolithusstrains, according to Martin et al. (2002), could
be informative on the taxonomic specificity of fisolithusspp.A. mangiumassociations.

In greenhouse conditions the general behaviouA.ofnangiumtowards ectomycorrhizal fungi was not very
different fromin vitro. Responses tBisolithusspp. inoculations were of three types, non-infective, infective
with yellow-gold ectomycorrhizas, and infective vibrown ectomycorrhizas, probably attributable iffecent
taxonomical positions of the strains. Molecular releéerisation would probably help in analysing fahg
specificity. The non-infectivity of twdclerodermaspecies collected und@inus kesiyaand Afzelia africana
suggests an infrageneric selective receptivitAofmangium A similar interpretation of the non-infectivityf o
well-known ectomycorrhizal genera such/fsanita, Elaphomyceand Laccaria could be proposed?axillus
involutusis a new but clearly infective genus whmangiunin nursery conditions.

In similar conditions, Duponnois and Ba (1999) w#re first to measuré. mangiunresponse to inoculation.
They used the fungal isolate Bisolithussp. COI007, originally isolated frorA. mangiumin Senegal, and
obtained typical ectomycorrhizas with a fungal sheand Hartig net. Depending on the levels of adéd
phosphorus in soils, a significant growth respansierms of shoot biomass occurred in inoculatedhsl after
two months growth. This positive effect was confinin term of elements concentration in leaveshef t
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inoculated plants, particularly for P, K, S and Cheir study was the first to clearly show the Wi effect
of ectomycorrhizas oA. mangiungrowth and physiology.
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Table 1: Reference number éicacia mangiumseedlots provided by CSIRO Tree Seed Center vhidir t

geographical origin.

Seedlot

Origin

16679
16728
19232
19297
19738
20002
20128

Bloomfield-Ayton, QId Australia;

North Ayton, Qld Australia;

Wasua, Papua New Guinea;
Rex-Cassowary, Qld, Australia;

Lower Fly River WP, Papua New Guinea;
Laulau Viti, Fiji,

Balimo, Papua New Guinea.

Table 2: Species, strain number, host plant (wheawk), origin and reference of the 41 fungal ssaised in
this study. Strains were from: 1- CSIRO Land andé&Bivision, Townsville, 2- Soil Microbiology Lalbatory,
IRD, Dakar, Senegal and 3- LSTM, Montpellier, Fan€hey are listed in. These cultures were maiathiny
quarterly sub-cultured at 26°C in 90 mm Petri disbe MNM medium (Marx, 1969).

Taxon Strain nb. Host plant Origin Reference
Amanitasp. E4090 nd Australia (1) This study
Austrogautierasp. ORS7873 Uapaca guineensis Senegal (2) This study
Elaphomycesp. H4029 nd Australia (1) This study
Gen. nov. H4027 nd Australia (1) This study
Gyrodon intermedius ORS 7729 Afzelia africana Senegal (2) This study
Hysterangiunsp. H4134 nd Australia (1) This study
Labyrinthomycesp. Taraval nd Australia (1) This study
Laccariasp. E4124 nd Australia (1) This study
Paxillus involutus Paxinv Quercussp. France (2) This study
Phallus roseus PhSK1 Acacia holosericea Senegal (2) This study
Phlebopus sudanicus ORS 7468 Prosopis juliflora Senegal (2) This study
Phlebopus sudanicus ORS 7744 Acacia holosericea Senegal (2) This study
Phlebopus sudanicus ORS 7866 Acacia nilotica Senegal (2) This study
Phlebopus sudanicus ORS 7868 Acacia senegal Senegal (2) This study
Phlebopus sudanicus ORS X010 nd Senegal (2) This study
Pisolithus albus COl 001 Eucalyptus camaldulensBenegal (3) This study
Pisolithus albus Antonio Dubréka&ucalyptus camaldulensiSuinea (3) This study
Pisolithus albus COl 007 Acacia mangium Senegal (3)

Pisolithus albus ORS8143 Eucalyptus camaldulensiSenegal (2) This study
Pisolithus arhizus F11 Pinus pinaster France (2) Mousain et al. (1988)
Pisolithussp. H4003 nd Australia (1) This study
Pisolithus albus ORS 7865 Eucalyptus camaldulensBenegal (2) This study
Pisolithus albus ORS 7867 Eucalyptus camaldulensBenegal (2) This study
Pisolithus albus ORS 7869 Eucalyptus camaldulensBenegal (2) This study
Pisolithus albus ORS 7870 Acacia holosericea Senegal (2) Thoen et al. (1990)
Pisolithus albus ORS X003 Eucalyptus camaldulensBenegal (2) This study
Pisolithus albus ORS X004 Eucalyptus camaldulensBenegal (2) Thoen et al. (1990)



Pisolithussp. PR 264 nd Australia (1) ?

Pisolithussp. PR100 nd Australia (1) ?
Pisolithussp. PR32 nd Australia (1) ?
Pisolithussp. PR86 Eucalyptussp. Australia (1) Thoen et al. (1990)
Pisolithussp. PR94 nd Australia (1) ?
Pisolithus albus PS3 Eucalyptus camaldulensiSenegal (2) This study
Pisolithus arhizus R Pinus taeda USA (2) Marx
Pisolithussp. S2A Eucalyptus camaldulensidorocco (3) This study
Pisolithussp. MG 86 Eucalyptus sp Madagascar (3) This study
Scleroderma cepa ORS 7938 Pinus kesiya Guinea (3) This study
Scleroderma dictyosporumORS 7731 Afzelia africana Senegal (3) This study
Sclerodermasp. Paluma 4 Acacia mangium Australia (1) This study
Tubosaete brunneosetosaORS 7573 Uapaca guineensis Senegal (2) This study
Tylopilussp. E4240 nd Australia (1) This study

Table 3: Characteristics of the ectomycorrhizabfuassociated with. mangiunin plantations in various introduction
zones.

Taxon / country Ectomycorrhizas  Sporophore  Micrgsco DNA
Sclerodermasp./Congo Whitish, sinuous No Mantle, HN nd
Pisolithussp./Madagascar Yellow-gold, straight Yes Mantle, HN nd
Sclerodermap./Madagascar Whitish, sinuous No nd nd
Xerocomusp./Madagascar Yellow-brown, hairy Yes nd Sporophor
Thelephora ramarioidéMalaysia Dark-brown Yes Mantle Sporophore, ecm
Pisolithus albutsénégal Yellow-gold, straight Yes Mantle, HN Spavore
Thelephora ramarioidéSingapour  Dark-brown Yes Mantle Sporophore, ecm

Table 4: Monoxenic (glass tube) infectivity of taifferent ectomycorrhizal strains écacia mangiun28 days
after inoculation (34 days after seed sterilizgtion

Taxon Strain Nb mycorrhizal tubes
Amanitasp. E4090 0/6
Boletellussp. E4249 0/6
Elaphomycesp. H4029 0/6
Gen nov H4027 0/6
Hysterangium H4134 0/6
Labyrinthomycesp. Taraval 0/6
Laccariasp. E4124 0/6
Pisolithussp. H4003 6/6
Sclerodermasp. Scl4 Paluma 1/6
Tylopilussp. E4240 1/6

Table 5: Macroscopic description of the interactitetween differerRisolithusspp. strains and the root system
of differentAcacia mangiunprovenances.

Pisolithusspp. strains

Seedlot S 2A R COl 001 A. Dubréka Mg 86 COI 007
19297 Queensland +++ + - - - -
19738 PNG +++ + - - - -
20002 Fiji +++ + - - nd -
16679 Queensland +++ + - - - -
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19232 PNG +++ + - - - R

20128 PNG +++ + - - - R

16728 Queensland +++

+++: Fungal mantle growing around secondary roots
++: Fungal mantle only around the primary roots

+: Fungus partially covering the roots

-: No fungus covering the roots

Table 6: Influence of cultural conditions Af mangiunon ectomycorrhizas formation witisolithussp. strain
PR264

Treatments Nb mycorrhizal roots/tube
23* 20*

Mean** Std dev Mean** Std dev
PR264 + MNM 3.88a +1.9 8.38a +3.9
PR264 + MNM + Dark 4.88a +5.2 7.38a +4.3
PR264 + MNM - Glucose 0b +0 Ob +0
PR264 + MNM(14 d)+MNM-gluc 0.13b +0.4 1.63b +1.3
PR264 + MNM (14 d)+BDN 3.75a +4.3 6.00a 4.9

* Days after inoculation
** |n the same column values followed by the saeté&el are not significantly different at p= 0.05

Table 7: Ectomycorrhizal syntheses using 24 fursgains withAcacia mangiumin greenhouse conditions:
infectivity, colour and diameter of the ectomycdzes, mantle thickness and Hartig net penetratigpthg six
months after inoculation.

Taxon Strain Infectivity Colour Diam. (um) Man{lem) Hartig net (um)
Austrogautierasp. ORS 7873 - - - - -
Gyrodon intermedius ORS 7729 - - - - -
Paxillus involutus Pi + Dark-brown 320 14 8
Phallus roseus PhSK1 - - - - -
Phlebopus sudanicus ORS 7866 - - - - -
Phlebopus sudanicus ORS X010 - - - - -
Phlebopus sudanicus ORS 7868 - - - - -
Phlebopus sudanicus ORS 7744 - - - - -
Phlebopus sudanicus ORS 7468 - - - - -
Pisolithussp. PR32 + Yellow-Brown 360 28 14
Pisolithussp. PR86 + Yellow-Brown 330 34 14
Pisolithussp. PR100 + Yellow-Brown 350 26 20
Pisolithus arhizus F11 - - - - -
Pisolithus albus ORS X003 - - - - -
Pisolithus albus ORS X004 +  Yellow-gold 380 34 18
Pisolithus albus ORS 7865 +  Yellow-gold 390 28 12
Pisolithus albus ORS 7867 +  Yellow-gold 400 32 18
Pisolithus albus ORS 7869 +  Yellow-gold 400 35 16
Pisolithus albus ORS 7870 +  Yellow-gold 420 36 24
Pisolithus albus ORS 8143 + Yellow-Brown 380 26 17
Scleroderma cepa ORS 7938 - - - - -

Scleroderma dictyosporumORS 7731 - - - - -
Tubosaete brunneosetosaORS 7573 - - - - -

Figure legends
Figure 1: Spontaneous ectomycorrhizas Axfacia mangiumin plantations. A:Thelephora ramarioides
sporophores in Singapore; B: Whitish young ectomyipas of T. ramarioides C: Xerocomussp. sporophore
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in a pure A. mangiumstand in Madagascar; D: Whitish and sinuous ectmmitizas characteristic of
Sclerodermasp. in Congo.

Figure 2: Histological observations of cross-sewib ectomycorrhizas @&. mangiunstained in Congo red. A:
Field harvested (Singapordhelephora ramarioidesctomycorrhizas with fungal sheath and intercetlul
infections forming a slight Hartig net; B: Field rkasted (CongoSclerodermasp. ectomycorrhizas with a
fungal sheath and a Hartig net; C: scanning elaatmizroscopic view of the ectomycorrhizas surfaisdglithus

sp. strain PR264) with clumped mycelium; D: transnossilectron microscopic view of a cross-sectioned
ectomycorrhizasRisolithussp. strain PR264) revealing an electron-dense, aétingal mycelial sheath tightly
applied to the root surface.

Figure 3:In vitro ectomycorrhizal syntheses wilttacia mangiumA: General view of the test tube system with
the paper pouch strip and a 29 day-old ectomycat. mangium?24 days after inoculation witisolithussp.
strain PR264; B: Whitish ectomycorrhizas obtainethw&clerodermasp. strain Paluma 4, respectively 41 and
38 days after seed sterilization and inoculationABundant rhizomorphs production IRisolithussp. strain
PR264, 41 and 38 days respectively after seedizdion and inoculation; D: TypicdPisolithussp. yellow-
gold ectomycorrhizas in vitro obtained 53 daysrafteculation ofA. mangiunby P. albusstrain ORS8143; E:
Ectomycorrhizal and nodule formation obtained 5§sdafter inoculation ofA. mangiumby P. albusstrain
ORS8143 an@radyrhizobiunsp. strain Aust13c.

PUBLICATIONS SCIENTIFIQUES PREVUES
- Perrineau M.M., Galiana A.,de Lajudie P., DupaenB., Béna G., Dreyfus B. and Prin Y. Rhizobia
nodulating acacias, in the light of plant molecydaylogeny. Article de synthése, en préparation.
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ANNEXE : PARTIE CONFIDENTIELLE

Vous pouvez insérer ici toute information ou résudfui revét une part de confidentialité.
Merci de préciser le degré de confidentialité de dennées.

Nous vous recommandons de préciser dans la padie aonfidentielle I'existence de ces
données confidentielle et d’expliquer la raisonelg confidentialité.

Cette partie ne sera pas diffusée sur le site iedu Ministére ou d’Ecofor.

Cette partie peut étre rendue sous forme non naddéi(fichier pdf de préférence).
Son format est laissé a la libre appréciation de m&lacteurs.
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