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Certaines légumineuses du genre Crotalaria sont
spécifiquement nodulées par une nouvelle espéce
de Methylobacterium

Abdoulaye Sy, Erlc/Glraud Ramatoulaye Samba, Philippe de/Lajudle, Monique
Gillis et Bernard/Dreyfus

Résumé : Nous avons isolé 126 souches de rhlzob1ums 4 partir de hiit especes - de thalar ia (C comosa,_.C} glaucoi-
des, C. goreensis, C. hyssopifolia, C. lathyroides, C. per;ottetu, . podocarpa et.C. retusa) poussant au Senegal
(Afrique de I'Ouest). L’étude de la nodulation et de la fixation d’azote sur neuf espéces de Crotalaria a montré qu’il
existait deux groupes de spécificité bien distincts dans le genre Crotalaria. Le groupe I est nodulé uniquement par des
souches & croissance rapide trés spécifiques, alors que le groupe II non spécifique est nodulé par des souches & crois-
sance lente ainsi que par des Bradyrhizobium typiques isolés d’autres légumineuses tropicales. La comparaison des pro-
fils protéiques par SDS-PAGE montre que les souches & croissance lente se regroupent avec les Bradyrhizobium, alors
que les souches 2 croissance rapide constituent un groupe homogéne différent des autres rhizobia connus. Une analyse
du polymorphisme de la longueur des fragments de restriction de I’ADNr 16S (« amplified ribosomal DNA restriction
analysis, ARDRA ») de 10 souches représentant ce groupe ne donne qu’un seul type de profil par enzyme, confirmant
sa forte homogénéité. Le séquencage de ’ADNr 16S a révélé que ce groupe appartient au genre Methylobacterium
constituant ainsi une nouvelle branche de bactéries nodulantes.

Mots clés : Crotalaria, Methylobacterium, rhizobium, symbiose.

Abstract: We studied a collection of 126 rhizobial isolates from eight. species of Crotalaria (C. comosa, C. glaucoides,
C. goreensis, C. hyssopifolia, C. lathyroides, C. perrottetii, C. podocarpa, and C. retusa) growing in Senegal.
Nodulation and nitrogen-fixation tests on nine Crotalaria species revealed two specificity groups within the genus Cro-
talaria. Group I consists of plants solely nodulated by very specific fast-growing strains. Group II plants are nodulated
by slow-growing strains similar to promiscuous Bradyrhizobium spp. strains already reported to nodulate many tropical
legumes. SDS—-PAGE studies showed that slow-growing strains grouped with Bradyrhizobium while fast-growing strains
constituted a homogeneous group distinct from all known rhizobia. Amplified ribosomal DNA restriction analysis
(ARDRA) of 10 representative strains of this group using four restriction enzymes showed a single paitern for each
enzyme confirming the high homogeneity of group I. The 16S rDNA sequence analysis revealed that this specific

group-belonged to-the-genus Methylobacterium, thus constituting a new bmﬂmm
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tib ques, allant des zones semi-désertiques aux foréts tropicales
[ humides (Polhill 1982). Les Crotalaria sont présentes en

Dans les (zones troplcales les 13g‘?@999§§,s,ﬁp°ntane‘?s Afrique de I’Ouest notamment au Sénégal ot 33 espéces ont
jouent un role important dans le maintien ef I'amélioration été répertoriées (Berhaut 1976). Les Crotalaria sont des her-

de la fertilité des sols, mais elles restent cependant insuffi- - . ¢ pérennes ou annuelles, parfois des arbustes dont plu-
samment exploitées. Parmi elles, on compte les plantes du o espéces sont utilisées pour leur intérét agronomique,

ztgenr:: ICroltalarzat (Pap 11101(1101c}e,:ae, ‘Crotalaneaeggl‘n consti- pour leurs qualités fourragéres et pour de nombreux autres
116;1 de go%s vaste gen’reartc_% e(giumm;uses en r1qu§ avic usages. En effet grice a leur potentiel fixateur d’azote, de
plus de especes reparties dans diverses zones cimall-  nombreuses espéces de Crotalaria peuvent étre utilisées
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comme engrais vert ou comme plantes de couverture (San-
danam et al. 1976; Mwambazi et al. 1998; Becker et John-
son 1999; Fisher et al. 1999). Les propriétés nématicides de
certaines espéces constituent également un usage agrono-
mique important des Crotalaria. En effet, des espéces
comme C. pallida, C. juncea, C. retusa et C. spectabilis per-
mettent de réduire considérablement les populations de né-
matodes phytoparasites du genre Meloidogyne, Pratylenchus
ou Rotylenchulus (Silva et al. 1989a, 1989b; Sundararaj et
Mehta 1990). Les Crotalaria peuvent également étre utili-
sées comme fourrage, mais de nombreuses espéces sont
toxiques pour le bétail, leur ingestion conduisant & une ma-
ladie appelée le crotalisme (Watt et Breyer-Brandwijk 1962;
Polhill 1982). Cette toxicité est liée a la présence
d’alcaloides de type pyrrolizidine.

Si les Crotalaria ont surtout été étudiées pour leur intérét
agronomique et leurs propriéiés toxiques, trés peu d’études
ont porté sur leurs partenaires symbiotiques, et on considé-
rait jusqu’a présent que les Crotalaria étaient toutes nodu-
lées par des rhizobiums non spécifiques (Wilson 1939;
Burton 1952) et qu’elles appartenaient donc au vaste groupe
des légumineuses tropicales de type « cowpea ».

Dans ce travail, nous avons étudié les propriétés symbioti-
ques (fixation de 1’azote et spécificité d’hdtes) d’une collec-
tion de souches de différentes espéces de Crotalaria poussant
au Sénégal. La position taxonomique de toutes les souches a
été définie par une approche phénotypique (SDS-PAGE) et
génotypique (« amplified ribosomal DNA restriction analy-
sis, ARDRA » séquencage de I’ADNr 16S), et nous avons
ainsi montré pour la premiére fois 1’existence d’une nouvelle
branche de bactéries symbiotiques nodulant les 1égumineu-
ses et appartenant au genre Methylobacterium.

Matériel et méthodes

Milieux et conditions de culture

Les souches de rhizobia ont été cultivées sur milieu YMA (de-

Lajudie et al. 1994) et conservées & —80°C dans le méme milieu
contenant 20 % v/v de glycérol.

1

Isolement des souches

Les souches ont été isolées directement & partir de nodules frais
de Crotalaria récoltés sur le terrain ou obtenus in vitro par pié-
geage sur de jeunes plants de Croralaria (C. comosa, C, glaucoi-
des, C. goreensis, C. hyssopifolia, C. lathyroides, C. perrotietii,
C. podocarpa et C. retusa) inoculées avec des broyats de nodules
secs préalablement désinfectés de ces mémes espéces. Les nodules
frais ont &té stérilisés avec du chlorure mercurique (HgCl,) 2 0,1 %
pendant 5 min puis rincés plusieurs fois (six a huit fois) avec de
P’eau distillée stérile. Ils ont ensuite été écrasés dans une goutte
d’ean stérile, étalés sur boites de Pétri contenant du milieu YMA et
incubés a 30°C. Aprés plusieurs repiquages successifs, nous nous
sommes assurés de la pureté des différents isolats et nous avons
testé & nouveau leur aptitude & former des nodules sur la plante
d’origine avant la mise en collection.

Tests de nodulation

Les graines des différentes espéces & tester ont été désinfectées
et scarifiées & 1’acide sulfurique concentré. Le temps de traitement
des graines dans H,SO, est : C. comosa, 15 min; C. glaucoides,
20 min; C. goreensis, 40 min; C. hyssopifolia, 10 min; C. lathyroi-
des, 10 min; C. perrottetii, 30 min; C. podocarpa, 35 min; C. oc-
hroleuca, 25 min; et C. retusa, 35 min. Les graines ont ensuite été
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abondamment rincées a 1’eau stérile, imbibées pendant une nuit
dans de ’eau stérile, puis mises & germer sur de la gélose molle a
30°C a I’obscurité pendant 1 & 2 jours. Les plantules ont ensuite
été transférées dans des tubes contenant du milieu nutritif Jensen
(Vincent 1970) en gélose inclinée. L’inoculation des plantes a été
faite 48 h aprés la mise en tube avec 1 mL de culture bactérienne
en phase exponentielle de croissance. Les plantes ont été cultivées
en lumiére continue (20 W/m?), 4 28°C.

Fixation d’azote

Le potentiel fixateur d’azote a été estimé par des observations
visuelles (vigueur et couleur de la plante) et par la mesure de
I"activité réductrice d’acétylene (ARA) selon la méthode de Hardy
et al. (1973) effectuée sur des plantes dgées de 6 semaines.

Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence
de sodium dodecyl sulphate

Les souches bactériennes ont été cultivées & 30°C pendant 48 h
pour les souches & croissance rapide, et 72 h pour les souches &
croissance lente, dans des fioles de Roux contenant du milieu TY
dont la composition est en g/L : tryptone (Oxoid, Hampshire,
England), 5; yeast extract (Oxoid), 0,75; KH,PO,, 0,454;
Na,HPO,-12H,0, 2,388; CaCl,, 1; agar (Lab M, Bury, England),
20; pH 6,8-7). L'extraction des protéines totales et I’électrophorése
sur gel de polyacrylamide ont été réalisées suivant la technique de
Laemmli (1970) modifiée par de Lajudie et al. (1994). Les profils
protéiques ont été analysés par le logiciel Gel-Compar 4.2 (Vaute-
rin et Vauterin 1992). Le pourcentage de similarité est exprimé par
le ceefficient de Pearson converti en pourcentage (Pot et al. 1994).

Analyse du polymorphisme de la longueur des
fragments de restriciton et séquencage de ’ADNr 16S

Les amorces utilisées pour I’amplification et le séquengage de
I’ADNr 16S sont présentées dans le tableau 1. L’ADNr 16S a été
amplifié en utilisant les amorces universelles FGPS6 et FGPS1509
(Normand et al. 1992) & I’aide d’un thermocycler Perkin-Elmer,
modele 2400 en conditions standard, & une température d’hybri-
dation de 60°C. Le produit d’amplification de I’ ADNr 16S a été di-
géré par les enzymes de restriction, Sau961, Hinfl, Mspl et Haelll.
Les fragments de restriction ont été séparés par électrophorése sur
gel d’agarose horizontal (Métaphore, FMC Bioproducts, Hellerup,
Danmark) et les produits ont été analysés visuellement.

Les réactions de séquence ont été réalisées avec le kit de sé-
quencage ABI Prism BigDye Terminator (Applied Biosystems,
Foster City, Calif. U.S.A.) et analysées par un séquenceur Applied
Biosystem, modéle A310. L’alignement des séquences a été fait en
utilisant le programme PILEUP (Devereux et al. 1984) et les arbres
phylogénétiques ont été construits par la méthode Neighbor-Joi-
ning (Saitou et Nei 1987).

Résultats et discussions

Spécificité de nodulation des rhizobiums de Crotalaria
Une collection de 126 souches de rhizobiums de Crotala-
ria a été constituée. Ces souches de rhizobiums ont été
isolées & partir de huit espeéces de Crotalaria (C. comosa,
C. glaucoides, C. goreensis, C. hyssopifolia, C. lathyroides,
C. perrottetii, C. podocarpa et C. retusa) poussant dans huit
sites géographiques différents du Sénégal (fig. 1). En prenant
pour critere leur vitesse de croissance sur le milieu de cul-
ture YMA, nous avons pu dans un premier temps répartir les
souches en deux groupes distincts. Un premier groupe de 81
souches a croissance rapide, dont les colonies apparaissent
aprés 48 h de culture, et un second groupe de 45 souches a
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Tableau 1. Amorces utilisées pour 1’amplification et le séquengage de " ADNr 16S.

Noms Séquences Références
FGPS6 5’-GGA-GAG-TTA-GAT-CTT-GGC-TCA-G-3’ Normand et al. 1992
FGPS1509 5-AAG-GAG-GGG-ATC-CAG-CCG-CA-3’ Normand et al. 1992
16S-370f 5'-CCT-GGG-GAG-TAC-GGT-CGC-AAG-3’ Ce travail
16S-1080r 5-GGG-ACT-TAA-CCC-AAC-ATC-T-3' Ce travail
16S-870f 5’-CCT-GGG-GAG-TAC-GGT-CGC-AAG-3’ Ce travail
16S-1924r 5-GGC-ACG-AAG-TTA-GCC-GGG-GC-3’ Ce travail

Fig. 1. Localisation des différents sites de prélévement des nod-
ules de Crotalaria.
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croissance lente pour lesquelles les colonies n’apparaissent
qu’au bout de 72 h de culture.

Les souches ont ensuite été testées pour leur capacité a for-
mer des nodules sur les racines des neuf especes de Crotala-
ria (C. comosa, C. glaucoides, C. goreensis, C. hyssopifolia,
C. lathyroides, C. ochroleuca, C. perrottetii, C. podocarpa et
C. retusa) et la fixation d’azote des nodules formés a été es-
timée par la mesure de ’ARA. On a observé la répartition
des souches de Crotalaria en deux groupes de spécificité de
nodulation différents correspondant aux deux groupes précé-
demment observés pour la vitesse de croissance (tableau 2).
Le groupe I comprend les souches & croissance rapide qui
nodulent et fixent 1’azote exclusivement avec les trois espe-
ces C. podocarpa, C. perrottetii et C. glaucoides. Le groupe
II, qui comprend toutes les souches a croissance lente, no-
dule efficacement les six autres espéces C. comosa, C. go-
reensis, C. hyssopifolia, C. lathyroides, C. ochroleuca et
C. retusa. Alors que les souches & croissance rapide ne no-
dulent spécifiquement que les trois espéces de Crotalaria
testées, les souches a croissance lente, nodulent non seule-
ment les six espeéces de Crotalaria testées mais aussi
d’autres légumineuses tropicales comme Macroptilium atro-
purpureum o0 Acacia albida qui appartiennent au groupe
« cowpea » 2 large spectre d’hdtes. Ces souches a croissance
lente non spécifiques présentent donc un spectre d’hétes ty-
pique des Bradyrhizobium. Aucune des souches appartenant
aux deux groupes de Crotalaria ne nodulent Acacia rad-
diana et Sesbania rostrata, deux espéces spécifiquement
nodulées par des souches appartenant respectivement aux

genres Mesorhizobium et Sinorhizobium pour I'Acacia et
Azorhizobium et Sinorhizobium pour le Sesbania (Dreyfus et
al. 1988; de Lajudie et al. 1994, 1998a).

Analyse de profils protéiques sur gel de polyacrylamide

Les profils protéiques exploitables de 116 souches de Cro-
talaria ont été numérisés et analysés en méme temps que
ceux de 45 souches de référence représentant les différentes
espéces de rhizobiums existant ainsi que les représentants
des groupes de Bradyrhizobium sp. décrits par Moreira et al.
(1993, 1998) et Dupuy et al. (1994). Le dendrogramme de la
figure 2 montre la répartition des groupes électrophoréti-
ques. Les souches 2 croissance lente se regroupent avec Bra-
dyrhizobium japonicum (LMG 6138) ainsi que plusieurs
souches de Bradyrhizobium sp. confirmant ainsi leur appar-
tenance au genre Bradyrhizobium. Les souches & croissance
rapide forment par contre un groupe 2 part, trés éloigné des
autres espéces des genres Rhizobium, Sinorhizobium, Allor-
hizobium, Azorhizobium et Mesorhizobium. La nette distinc-
tion entre ce groupe de souches et les autres especes de
rhizobiums semble indiquer que les souches spécifiques de
Crotalaria constituent au moins une nouvelle espéce de rhi-
zobium. En effet de nombreuses études antérieures ont mon-
tré que cette méthode est fiable pour regrouper les souches a
croissance rapide au niveau de ’espéce. Plusieurs espéces
comme Sinorhizobium saheli et S. terangae (de Lajudie et
al. 1994); S. kostiense et S. arboris (Nick et al. 1999) ainsi
que Allorhizobium unidicola (de Lajudie et al. 1998b) ont
tous d’abord été reconnues par SDS-PAGE puis confirmées
par les techniques de la taxonomie polyphasique.

Analyse du polymorphisme de la longueur des
fragments de restriction de ’ADNr 16S et analyse
phylogénétique

Pour définir le statut taxonomique de ce nouveau groupe
de rhizobiums que constituent les souches a croissance ra-
pide de crotalaires, nous avons étudié le polymorphisme de
la longueur des fragments de restriction de ’ADNr 16S
(ARDRA) de 10 souches représentatives, isolées de plantes
et de localités différentes. La digestion des produits
d’amplification de 1500 pb de I’ADNr 16S avec quatre en-
zymes de restriction Sau96l, Hinfl, Mspl et Haelll donne
des profils identiques pour toutes les souches. Aucun polymor-
phisme des fragments de restriction n’a pu étre mis en évi-
dence montrant ainsi I’homogénéité génétique de ce groupe. -

Le séquencage de I’ADNr 16S de deux souches, ORS
1924 isolée de C. perrottetii et ORS 2060 isolée de C. podo-
carpa, donne deux séquences identiques (numéros
d’accession dans Genbank : AF220762 et AF220763) confir-
mant I'homogénéité du groupe. L'analyse phylogénétique
des séquences révéle que ce groupe de souches est distinct

© 2001 CNRC Canada



506

Can. J. Microbiol. Vol. 47, 2001

Tableau 2. Spécificité de nodulation et de fixation d’azote chez les espéces de Crotalaria.

Souches a croissance rapide

Souches a croissance lente

Especes 2060 1917 1924

1937 1816 1929 1935 1810

C. podocarpa
C. glaucoides
C. perrottetii
C. hyssopifolia
C. lathyroides
C. ochroleuca
C. retusa

C. comosa

C. goreensis
Acacia albida

coocooco~otmMHmd
oo oHOoOH~ oMot
cCooHoH=mimMH

E 0 0 0 0
E 0 0 0 0
E 0 0 "0 0
1 e E E E.
I E E E E
I E E e - E
0 E E e E
0 E e E e
0 e e e e
0 e E E E

Nota : Les numéros des souches correspondent & ceux de la collection ORS. 0, pas de nodules; I, nodules
ineffectifs ou <100 nmol C,H,-h™"plante™; e, nodules effectifs ou 100 2 500 nmol C,H,h™plante™’; E, nodules trés

effectifs ou >500 nmol C,H,-h™-plante™,

Fig. 2. Dendrogramme basé sur la valeur du coefficient de
similarité r, construit aprés analyse numérique des profils
protéiques des souches isolées de Crotalaria et des souches de
référence.
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des principales branches phylogénétiques renfermant les dif-
férentes especes de rhizobiums. A notre grande surprise, ces
souches appartiennent au genre Methylobacterium, consti-
tuant ainsi une nouvelle branche phylogénétique de rhizo-
biums (fig. 3). Les pourcentages de similarité de cette
séquence avec celles des différentes espéces de Methylobac-
terium varient entre 93,6 % avec M. radiotolerans et 94,2 %
avec M. extorquens. Ces valeurs sont comparables & celles

Fig. 3. Arbre phylogénétique des rhizobia basé sur la
comparaison des séquences du géne codant pour I’ ARNr 168,
obtenu par la méthode Neighbor—Joining, les nombres entre
parenthéses représentent les numeéras d’accession dans Genbank.

Rhizobium galegae (X67226)
-Allorhizobium undicola (Y17047)
0.01 -Agrobacterium tumefaciens (X67223)
—
Rhizobium etli (U28916)

| Agrobacterium rhizogenes (X67224)

Rhizobium leguminosarum (U29386)

Sinorhizobium meliloti (X67222)
—

Sinorhizobium fredii (X67231)
t— Sinorhizobium terangae (X68387)

Sinorhizobium sahelense (X68390)

Mesorhizobium plurifarium (Y14161)
‘ Mesorhizobium ciceri (U07934)
‘_{Memrhizabium loti (X67229)
I—— Azorhizobium caulinodans (D11342)
— Xanthobacter flavus (X94199)

Bradyrhizobium elkanii (U35000)

Bradyrhizobium sp. (Crotalaria comosay ORS1929

Bradyrhizobium japonicum (D12781)

Bradyrhizobium sp. Lupinus (U69637)

Methylobacterium sp. (D32236)

ORS2060 (AF220763)

Mothvloh,
o

ium radiotolerans (D32227)

Methvink

ium organophilum (D32226)

Methylobacterium extorguens (D32224)

Rhodospirillum rubrum (X87278)

trouvées entre les différentes espéces de Methylobacterium
confirmant ainsi I’appartenance des souches spécifiques de
Crotalaria au genre Methylobacterium. Les Methylobacte-
rium sont des bactéries méthylotrophes, Gram négatif, aéro-
bies et qui peuvent utiliser les composés monocarbonés
comme seule source de carbone et d’énergie (Whittenbury et
Dalton 1981; Anthony 1991). Elles oxydent le méthanol en
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formaldéhyde par I’intermédiaire d’une enzyme, la méthanol
deshydrogénase (MDH), qui appartient 2 la famille des qui-
noprotéines (Anthony 1986; Anthony et al. 1994). Nous
avons pu vérifier que la souche ORS 2060 posséde égale-
ment la capacité 4 pousser sur méthanol et d’autres substrats
monocarbonés (données non publiées).

Conclusion

Jusqu’a présent les Crotalaria étaient considérées comme
des légumineuses non spécifiques, qui forment une associa-
tion symbiotique avec les Bradyrhizobium du groupe « cow-
pea » (Wilson 1939, 1944). Nos résultats montrent que
certaines espéces de Crotalaria ont une forte spécificité de
nodulation, et ne forment pas de symbiose avec les Bradyr-
hizobium. Ces espéces, représentées par C. glaucoides, C.
perrottetii et C. podocarpa s’ associent efficacement avec un
groupe trés homogéne de souches qui appartiennent a une
nouvelle branche phylogénétique des o-protéobactéries. La
mise en évidence d’une nouvelle branche phylogénétique
constituée par les bactéries du genre Methylobacterium
confirme et élargit le statut polyphylétique des rhizobiums
(Young et Haukka 1996).

Les membres du genre Methylobacterium sont largement
répartis dans la nature, partout ol les composés 2 un carbone
sont abondants. Ils vivent souvent en association avec les
plantes, sur les surfaces foliaires et comme contaminants des
cultures cellulaires (Corpe et Basile 1982; Holland et Po-
lacco 1994; Holland 1997). Bien que la présence de nitrogé-
nase ait été mise en évidence chez certaines bactéries
méthylotrophes, aucune espéce de Methylobacterium n’avait
jusqu’a présent été décrite comme bactéries nodulant et
fixant I’azote en association symbiotique avec des légumi-
neuses. Les souches spécifiques de Crotalaria constituent
donc la premiére espéce de Methylobacterium symbiotique
des légumineuses.

Les bactéries méthylotrophes sont connues pour leur capa-
cité & métaboliser divers composés a groupements toxiques
et par conséquent jouent un rdle important dans la dégrada-
tion des polluants tels que les hydrocarbures aux bords des
grands axes routiers (Lidstrom et Stirling 1990). La décou-
verte de la symbiose Crotalaria—Methylobacterium ouvre
ainsi de nouvelles perspectives dans 1'utilisation des Crota-
laria 4 des fins écologiques.

Nous avons montré que la symbiose avec les légumineu-
ses n’est pas restreinte aux trois branches phylogénétiques
reconnues jusqu’a présent (Young et Haukka 1996) et que
d’autres bactéries ont la capacité d’établir une symbiose
fixatrice d’azote avec les légumineuses. Les premiers rhizo-
biums ont été isolés il y a plus de 100 ans, mais seules les
bactéries symbiotiques d’environ une centaine des 750 gen-
res de légumineuses ont été jusqu’a présent caractérisées. Il
est donc fort probable que la caractérisation progressive des
symbiotes de la grande et diverse famille des légumineuses
pourrait révéler une diversité jusque la insoupconnée des
bactéries capables de fixer ’azote dans les nodules des 1égu-
mineuses.
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