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Abstract: Genetic diversity and lateral gene transfer in Sinorbizobium sp.,
symbiotic partner of Medicago sp. The mutalism between species of the genus
Medicago (Fabaceae) and nitrogen-fixing bacteria of the genus Sinorbizobium is
among the most studied ones. In the present paper, we describe an experiment
aimed at pointing out those factors that determine the genetic diversity of Si-
norhizobium at a local scale. A bacterial population was allowed to nodulate and
fix nitrogen with three different plant communities: (3) 20 plants each belonging
to a unique Medicago species, (11) 20 plants produced from 20 inbred lines, each
produced from of one of 20 populations of Medicago truncatula, and (i1i) 20
plants of a same inbred line M. truncatula. Sixty bacterial strains were isolated
from nodules and characterized by multilocus sequencing on six loci, among
which three were on the chromosome, two on pSymB plasmid, and one on
pSymA plasmid. Each strain thus isolated was found to belong to either Si-
norhizobium meliloti or Sinorhizobium medicae. Linkage disequilibrium provided
evidence for horizontal transfer at the level of each species of Sinorhizobium. No
relationship was found between the bacterial diversity and that of host-plants.
We discuss the evolutionary consequences of these results, as well as those for
practical sampling of rhizobium genetic diversity.

symbiosis / Sinorhizobium / Medicago / adaptation / horizontal transfers /
genetic structure
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Résumé : Le mutalisme entre les Fabaceae du genre Medicago et les bactéries
fixatrices d’azote du genre Sinorhizobium est 'une des symbioses les plus étudiées.
Dans ce cadre, un piégeage visant a mettre en évidence les facteurs structurant la
diversité génetique des Sinorhizobium a 'échelle locale a été développe. Un sol
prélevé et contenant une population bactérienne naturelle a été mis en contact avec
60 plantes : (i) 20 plantes appartenant a 20 espéces du genre Medicago, (i) 20 plantes
issues de 20 lignées de Medicago truncatula, et (iiz) 20 plantes d’une méme lignée de
M. rruncatula. Soixante souches bactériennes ont été isolées par piégeages puis
caractérisées par séquengage sur six locus, dont trois situés sur le chromosome,
deux sur le plasmide pSymB, et un sur le plasmide pSymA. L’ensemble des
bacteries piégées appartient aux espéces Sinorbizobium meliloti et Sinorhizobium
medicae. L’étude des déséquilibres de liaison permet de mettre en évidence
existence de transferts horizontaux de matériel génétique a Iéchelle
intraspécifique. Aucune relation entre la diversité des bactéries symbiotiques et
celle des plantes-h6tes n’a pu étre mise en évidence. Les implications évolutives de
ces résultats sont discutées, ainsi que leurs conséquences en terme
d’échantillonnage pratique de la diversité génétique des rhizobiums.

symbiose / Sinorbizobium / Medicago / adaptation / transferts horizontaux /
structure génétique

1. INTRODUCTION

La symbiose entre les bactéries fixatrice d’azote et les plantes de la famille
des Fabacées est I'un des mutualismes les plus étudiés. L’interaction se
manifeste par la mise en place d’organes racinaires ou caulinaires spécialisés,
appelés nodosités, dont les cellules sont colonisées par les bactéries
symbiotes. Au sein de ces organes, les bactéries se différencient puis réalisent
la réduction du diazote atmosphérique en ammonium, directement
assimilable par les végétaux. La mise en place de cette symbiose est liée 2 un
dialogue moléculaire complexe entre les deux partenaires qui interviennent a
différents niveaux. Les genes de Fabaceae qui sont alloués aux fonctions
symbiotiques sont encore peu caractérisés. Inversement, de nombreux genes
bactériens liés A cette symbiose ont été identifiés et caractérisés par des études
physiologiques et génétiques. Lors de la colonisation du partenaire végétal,
des molécules interviennent dans la reconnaissance par ’hote, la mise en
place des nodosités et la colonisation des cellules végétales [24]. Ces
molécules sont les produits de voies métaboliques complexes. Parmi elles, les
facteurs Nod, des lipo-chito-oligosaccharides, jouent un rdle primordial [18].
Leur conformation dépend de la présence de différents génes nod, qui sont
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groupés dans un 1ilot symbiotique et sont régulés par la présence de
flavonoides spécifiques sécrétes par la plante héte [18]. Les polysaccharides
de surface ont également un role important dans la détermination du spectre
d’interaction [24]. Enfin, dans le cadre de I'activité fixatrice d’azote, les genes
nif et fix, responsables du métabolisme azoté chez le symbiote procaryote,
jouent un role dans la spécificité symbiotique via leur régulation. Ainsi, la
spécificité observée est sous déterminisme multigénique [25].

Le couple Medicago/Sinorbizobium constitue un modéle d’intérét
particulier. 1l existe plus de 80 especes de Medicago présentant des traits
d’histoire de vie trés divers, en terme de régime de reproduction ou de
distribution géographique [3]. Le genre comprend la luzerne cultivée
Medicago sativa, ainsi que Medicago truncatula, ’espéce modeéle des études
sur la biologie des Fabaceae [7]. Les bactéries fixatrices d’azote associées
au genre Medicago appartiennent pour I’essentiel au genre Sinorhizobium,
a I’exception du couple M. ruthenica/ Rhizobium mongolense. Des études
moléculaires ont montré que deux especes de Sinorhizobium pouvaient
leur étre associées, Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium medicae [20],
[21]. Enfin, la mise en évidence de la structure tripartite du génome des
especes S. meliloti [5] et S. medicae [22], comprenant un chromosome et
deux mégaplasmides (appelés pSymA et pSymB), puis le séquengage
complet du génome d’une souche de S. melilori [2], [4], [10], [11] facilitent
le développement d’outils moléculaires sur les populations symbiotiques.
En particulier, il est envisageable de caractériser les souches bactériennes
par séquengage multilocus (MLST) [15].

Dans cet article, nous tentons de répondre aux deux questions
suivantes. D’une part, la diversité génétique des plantes-hotes utilisées
dans les piégeages bactériens du sol influe-t-elle sur la diversité des
symbiotes associés recouvrés ? D’autre part, les différentes unités de
réplication des Sinorhizobium associés aux espéces du genre Medicago
évoluent-elless de maniére indépendante grice aux transferts
horizontaux de matériel génétique entre souches ?

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Matériel biologique

Afin de savoir il existait une relation entre la diversité des plantes-hotes
et la diversité des symbiotes associés recouvrés, trois communautés végétales
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de richesse génétique décroissante ont été mises en contact avec un sol
contenant une population naturelle de Sinorhizobium capable de s’associer a
différentes especes du genre Medicago. Les trois communautés végétales ont
été définies comme suit (voir tabl. I). Pour la premieére, 20 especes différentes
du genre Medicago, choisies de maniére a représenter un maximum de la
diversité phylogénétique du genre, ont été utilisées, a raison d’un individu
par espéce. Pour la deuxiéme communauté, 20 lignées fixées différentes de
Pespece modele M. truncatula, choisies afin de représenter au mieux la
diversité de cette espece, ont été utilisées, a raison d’un individu par lignée.
Ces lignées ont été choisies de maniere a représenter I'ensemble de I’aire de
répartition de I'espéce (J. M. Prosperi, données non publiées). Enfin, la seule
lignée fixée A17 dérivée du cultivar Jemalong de M. truncatula a été choisie
pour former une troisitme communauté végétale de 20 individus ne
présentant pas de diversité génétique. Les semences proviennent de I'équipe
Gestion, Evolution et Valorisation de la variabilité génétique (UMR
Diversité et Génome des plantes cultivées, Montpellier).

L’échantillon de sol a été prélevé en octobre 2001 a Sainte-Colombe de la
Commanderie (Pyrénées orientales). Environ un litre de sol a été récupére
puis homogénéisé A partir de plusieurs prélevements effectués au niveau
d’une communauté végétale composée notamment de plusieurs espéces du
genre Medicago, de maniére a obtenir une population de bactéries
représentative de la diversité locale. L’extrait de sol est alors conservé a 4 °C
pendant un mois, jusqu'a la mise en place du dispositif expérimental.

Tableau I: Profils alléliques obtenus par séquencage de six locus a partir de 60
souches de Sinorbizobium meliloti et de Sinorhizobium medicae obtenues aprés
piégeage sur 60 plantes du genre Medicago. Les individus de S. meliloti apparaissent en
gras, ceux de S. medicae en gris, les alléles spécifiques de S. meliloti sont en gras, ceux
spécifiques de S. medicae en gris ; les cases vides sont des données manquantes. Voir le
matériel et méthode pour la définition des locus et des communautés végétales.

Souches bactériennes (les noms correspondent

aux plantes-hotes dont elles sont isolées) Locus
FUM HSS RKP THU EXO NOD

. Medicago truncatula Jemalong A17-1 A A A A B D
-é‘f M. truncatula Jemalong A17-2 E G C F
R M. truncatula Jemalong A17-3 A A A B A
> M. truncatula Jemalong A174 C B B D A B
E M. truncatula Jemalong A17-5 A A A B C
g M. truncatula Jemalong A17-6 C B B A B D
E M. truncatula Jemalong A17-7 A A A A B B
3 M. truncatula Jemalong A17-8 E C C G F
M. truncatula Jemalong A17-9 E C C C F
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Communauté végétale 3
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2.2. Méthodes

2.2.1. Piégeage

Afin d’isoler des souches bactériennes associées aux taxons du genre
Medicago, une expérience de piégeage bactérien sur nodosités a été
réalisée. L’ADN bactérien a été extrait a partir de la mise en culture des
bactéries ainsi piégées (voir [23]).

2.2.2. Développement des marquenrs et caractérisation des souches

Des régions du génome portant des opérons ayant potentiellement un
rOle dans la mise en place de la symbiose ont été recherchées sur chacun
des trois réplicons. Le groupe de genes chromosomiques rkp (codant les
enzymes d'une voie meétabolique de syntheése de succinoglycanes
impliquées dans la nodulation [14], et plasmidiques nod (pSymA) (dont
les produits permettent la synthése des facteurs Nod, [8]) et exo (pSymB)
(codant des protéines de la voie de biosynthese d’exopolysaccharides de
surface, [6]), ont été choisis. Trois autres régions non impliquées dans la
nodulation ont permis d’obtenir un balisage du génome assez dense et
régulier. Ainsi, les régions des genes chromosomiques fumC et hss, ainsi
que celle du gene du geéne thuR sur pSymB ont été choisies. Pour chaque
région du génome observée, des zones de micro-synténie entre le génome
de S. meliloti et celui de différentes bactéries phylogénétiquement proches
pour lesquelles des données de séquengage total ont été publiées, ont
permis de définir des amorces dans des zones trés conservées. Ainsi, au
sein de chaque structure synténique, les séquences codantes flanquant les
espaceurs intergéniques (IGS) de plus de 300 paires de bases ont été
analysées afin de définir des jeux d’amorces spécifiques pour effectuer des
amplifications puis du séquencage. Six paires d’amorces ont ainsi été
développées (voir tabl. II).

2.2.3. Analyses statistiques

On a considéré comme un nouvel alléle chaque séquence divergeant
d’un nucléotide ou plus par rapport a celles déja obtenues. Un indice de
diversite génétique, ’hétérozygotie théorique, a ainsi été calculé pour
chaque locus, et comparé entre communautés végétales a I’aide d’un test de
permutations. La différenciation génétique entre les trois communautés a
été testée a I’aide de tests exacts effectués avec le logiciel Genepop [19]. Afin
de mettre en évidence des phénomeénes de parasexualite, ’absence de
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déséquilibre de liaison a été testée grace a ce méme logiciel, en suivant le
protocole prévu pour les données haploides [19].

Tableau II : Amorces utilisées pour I’amplification des différents locus étudiés.
Les deux amorces pSymB ont éte définies indépendamment pour S. meliloti
(mlt) et S. medicae (mdc). Les conditions d’amplifications sont identiques pour
toutes les paires d’amorces : 3’ 4 95°C, puis 10 x (30 a 95°C, 30” 60°C avec
décroissance de 1°C a chaque cycle, 130" a 72°C) puis 20 x (30” a 95°C, 30”
50°C, 130" a 72°C).

Nom de

Locus Localisation  Sens T Séquence de 'amorce 5" - 3
amorce
rkp chromosome  For rkpA AGGCATGCACGCCCTATGA
Rev rkpU GCCATCGACATCTACAATATCAA
hss chromosome  For hss-1354f TACACCGACTGGACACCGC
Rev omp-125r GATGCCGTTCGGATCGACCC
fum chromosome  For F-Y00150 CGTGACAATCGCTGCCGA
Rev FumC-71r CGCTGCGCCTG(GC)GCGCCCC
nod pSymA For nodE CAGTTCTGGCATTCAAGC
Rev nodG CCCCTCCTATGGCTCCTGAT
gab pSymA For gab$§2-1965 CATGACCAAAGACCGCTTCC
Rev gab$§2-1307 GCATGATCGGCCTCAACAC
thu-(mlt) pSymB For thumltfl ACCAGGCGCACGGCGTTGAT
Rev thumltrl AATTCGGCGGCGGCAGCAAG
thu-(mdc) pSymB For thumdcf1 GCACCGCGTTGATATTCG
Rev thumdcrl GACGATAGCGGCACAGGA
exo-(mlt) pSymB For exomltfl CAACAAGACGGATATGAACGAA
Rev exomltrl GTGGTGGAAGGATTGACTGC
exo-(mdc) pSymB For exomdcf2 CATGAACGAGCTGGGCAAAT

3. RESULTATS

3.1. Piégeages

Des nodosités ont été récoltées sur toutes les plantes utilisées lors de
cette étude. Par la suite, une souche bactérienne a été isolée a partir
d’une des nodosités choisies aléatoirement de chacune des 60 plantes
utilisées. Un total de 60 souches a donc été isolé. Apres typage
moléculaire, 288 séquences effectuées sur un seul brin ont été acquises
sur les 6 locus envisagés. Chaque souche a ainsi été caractérisée pour au
moins 3 des 6 locus utilisés.
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3.2. Influence de la communauté végétale sur la diversité
génétique (tabl. I)

La comparaison des séquences obtenues avec les séquences de
référence du génome de S. meliloti met en évidence la présence pour ces
isolats de deux groupes bactériens largement différenciés correspondant
aux deux especes S. meliloti et S. medicae. La position taxonomique des
souches vis-a-vis de ces deux groupes est conservée d’un locus a Iautre.
Sur la base des fréquences alléliques, ces deux groupes sont trés
différenciés (Fx = 0,55, P < 0,001). La diversité de S. meliloti semble
supérieure a celle de S. medicae mais ces résultats préliminaires doivent
étre confirmés.

Aucune  différence  significative  de  diversité  génétique
(hétérozygotie) n’a pu étre mise en évidence entre les populations
bactériennes isolées a partir des trois communautés végétales de richesse
croissante (P > 0,1). De méme, aucune différenciation génétique
significative n’est observée entre ces trois communautés, que l’on
considere chacune des deux espéces bactériennes séparément ou
I’ensemble des individus (le Fs estimé entre communautés varie de 0,006
20,033, P > 0,10 quelque soit le jeu de données considéré).

3.3. Déséquilibres de liaison

L’ensemble des tests de déséquilibre de liaison entre paires de locus
effectués sur ’ensemble des individus permet de rejeter I’hypothése
nulle d’équilibre de liaison (P < 0,001 pour chacun des tests, valeurs
inférieures aux P-values corrigées par un test séquentiel de Bonferroni).
Cependant, au sein du seul groupe qui inclut les souches de S. meliloti,
seuls les locus portés par une méme unité de replication sont
statistiquement liés. Ainsi, les déséquilibres observés entre paires de
locus chromosomiques (rkp, hss et fumC) sont significativement
différents de zéro au seuil de 0,1 % et le test effectué entre les deux
locus portés par le mégaplasmide pSymB rejette marginalement
I’hypothése nulle au seuil de 7,4 %. Toutes les autres P-values sont
supérieures a 20 %. L’étude du deéséquilibre de liaison chez les individus
du second groupe (S. medicae) ne peut étre effectuée de maniere correcte
a cause du faible polymorphisme de séquence dans ce groupe.
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4. DISCUSSION

Le fait que toutes les souches isolées appartiennent aux espéces .
meliloti et S. medicae confirme les résultats précédemment obtenus [13]
alors que la diversité des rhizobium s’est récemment étendue a de
nouveaux groupes taxonomiques [16]. Ceci souligne le degré de
spécificité important de D'interaction Medicago sp./Sinorbizobium sp.
Au sein des souches étudiées, la différenciation génétique entre les
individus des espéces S. meliloti et S. medicae est mise en évidence
conformément aux données taxonomiques et génétiques existantes [9],
[12], [21]. Cecl est confirmé par les tests de déséquilibre de liaison sur
paires de locus.

Inversement, les tests de déséquilibre de liaison effectués chez S.
meliloti montrent que les paires de locus appartenant a des unités de
réplication différentes, que ce soit le chromosome, le mégaplasmide
pSymA ou le mégaplasmide pSymB, sont en équilibre de liaison. Ceci
indique une activité de conjugaison importante chez cette espece. Il
pourrait donc exister chez les bactéries du genre Sinorbizobium
associées au genre Medicago des phénomeénes de conjugaison
intraspécifique fréquents en population naturelle concernant les
mégaplasmides, notamment chez S. meliloti alors que de tels transferts
n’ont jamais pu, & notre connaissance, €tre mis en évidence iz vitro.
Cette constatation améne de nombreuses questions sur ’existence de
ces systémes de transfert génétique en relation avec nos connaissances
sur les pressions dirigeant 1’évolution et la spéciation des bactéries
symbiotiques.

La symbiose a un impact considérable sur la dynamique des
populations bactériennes [17]. Ainsi, le niveau de diversité de la
communauté végétale en interaction avec les bactéries mutualistes est
susceptible d’avoir un effet majeur sur la diversité de ces derniéres.
Cependant, les tests visant a révéler une différence de diversité entre les
souches bactériennes isolées a partir des différentes communautés
végétales n’ont pas mis en évidence un impact de la diversité des
plantes-hotes sur la diversité des bactéries symbiotiques associées dans
les nodosités. Ainsi, a I’échelle locale, aucune corrélation entre les
niveaux de diversité rencontrés chez les deux partenaires n’a été mise en
évidence. Néanmoins, ces résultats sont a confirmer car, d’une part, le
dispositif expérimental ne permet pas de détecter des différences
quantitatives d’association symbiotique entre les différents taxons

329



X. Bailly ez al.

observés, que cela soit sur les niveaux d’efficacité de fixation azotée ou
les fréquences d’association intra-plante. Le piégeage réalisé au sein de la
communauté 3 (unique lignée de M. truncatula) et qui équivaut a
I’analyse de 20 nodosités sur une seule plante montre ainsi une diversité
intra-individuelle tres importante, et on ne peut exclure des variations
inter-lignées ou inter spécifiques au sein de nos trois communautés.
D’autre part, 'utilisation d’un échantillon provenant d'une population
bactérienne unique limite la diversité des partenaires symbiotiques mis
en contact avec les plantes dans notre expérience. Une seconde
expérimentation mettant en contact un sol contenant potentiellement
une diversité bactérienne symbiotique plus importante serait
intéressante a réaliser.

Enfin, les résultats obtenus soulévent le probléme 1lié a la
différenciation et la coexistence des espéces S. meliloti et S. medicae. En
effet, ces deux taxons semblent occuper des niches écologiques
comparables et devraient faire l'objet d’exclusion compétitive.
D’existence d’espéces du genre Medicago ne pouvant interagir de
maniére efficace qu’avec S. medicae et 1’hétérogénéité spatiale de
’habitat de ces rhizobium pourraient expliquer la coexistence des deux
taxons. Les mécanismes de maintien de la diversité au sein de chacune
de ces espéces pourraient étre du méme ordre.

5. CONCLUSION

La présente étude a permis de mettre en évidence des transferts
horizontaux de matériel génétique chez les bactéries du genre
Sinorbizobium  associées aux plantes-hotes du genre Medicago.
Notamment, nos résultats montrent que les unités de réplications de S.
meliloti évoluent de maniére indépendante, probablement grice a des
mécanismes de transfert de type conjugatif. Le polymorphisme mis en
évidence lors de cette étude nous a permis de suggerer qu'a I’échelle
locale, les unités de réplication caractérisées de maniére adéquate
peuvent présenter des patrons de structuration génétique différents.
Ceci pourrait éventuellement étre mis en relation avec des phénoménes
sélectifs importants dans le cadre de ’évolution des populations de
rhizobium. Par ailleurs, a I’échelle locale, il n’existe pas de corrélation
entre la diversité des plantes-hétes et celle des bactéries symbiotiques
associées. Ainsi, la mise en place de la structure génétique des bactéries
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observée ne semble pas étre due a un balayage sélectif a ’échelle du
génome lié aux plantes-hotes avec lesquelles elles interagissent.

Dans le cadre de la gestion des ressources génétiques procaryotes, ces
résultats  laissent supposer que les populations bactériennes
symbiotiques associées au genre Medicago peuvent s’adapter de maniére
indépendante a leur hote et a différents facteurs abiotiques (intérét pour
I’adaptation locale). Ils indiquent par ailleurs que la caractérisation des
populations de bactéries mutualistes peut se faire par piégeage a ’aide
d’un nombre restreint de génotypes de plantes-hotes, sous réserve de
choisir ces génotypes judicieusement.
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