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1. Introduction générale

Depuis une quinzaine d'années, notamment sous l'impulsion de John Maynard Smith

(Maynard Smith 1990; Maynard Smith et al. 1991; Maynard Smith 1993; Maynard Smith et

al. 1993), les bactéries ne sont plus considérées comme des organismes strictement clonaux.

De nombreux exemples illustrent à présent l'importance des transferts horizontaux de

matériel génétique dans l'évolution des procaryotes. Ces transferts peuvent être classés en

deux types d'événements: i) des transferts entre taxons évolutivement éloignés; ii) des

transferts horizontaux de matériel génétique au niveau sub-spécifique.

1.1. Transferts de matériel génétique entre taxons évolutivement éloignés

Les génomes procaryotes séquencés (316 sur la base des données fournies par le site

du « National Center for Biotechnology Information ») ou en cours de séquençage

(aujourd'hui 580 selon la même source) représentent une source d'information formidable

pour documenter des événements de transferts entre bactéries évolutivement éloignées et

étudier leur impact sur l'émergence de groupes génétiques via l'acquisition de nouvelles

compétences. Ces transferts peuvent intervenir dans le cadre de trois mécanismes distincts

(Mazodier and Davies 1991) : i) la transformation, i.e. par acquisition d'un fragment d'ADN

exogène libre; ii) la transduction, au cours de laquelle l'ADN exogène est transféré par

l'intermédiaire d'un phage; iii) la conjugaison, c'est-à-dire par transfert d'un plasmide

(Grohmann et al. 2003) ou d'un fragment d'ADN intégratif (Burrus et al. 2002) entre deux

bactéries.

La distribution des gènes de résistance aux antibiotiques ou des gènes de dégradation

de composés xénobiotiques sont les exemples les plus utilisés pour illustrer ce type de

transferts (Davison 1999). Les rhizobium, un groupe fonctionnel de bactéries capables de

fixer l'azote atmosphérique en symbiose avec les légumineuses, peut lui aussi constituer un

exemple à part entière. En effet, la diversification de ce groupe fonctionnel incluant des ex et

des ~-protéobactéries est en partie liée au transfert des déterminants génétiques de

l'interaction avec la plante hôte (Moulin et al. 2001; Chen et al. 2003).

La fréquence des transferts aboutissant à une intégration de l'ADN exogène dans le

génome receveur semble diminuer de manière exponentielle avec la distance phylogénétique

entre le donneur et le receveur (Vulic et al. 1997). Cette relation est due à deux contraintes
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1. Introduction générale

majeures liées d'une part à la nécessité d'une forte homologie entre l'ADN exogène et le

génome receveur au niveau des extrémités du fragment transféré et d'autre part un niveau

d'homologie suffisant sur l'ensemble de la séquence recombinée. D'après la littérature,

l'intensité de ces contraintes dépend de l'espèce receveuse (Majewski and Cohan 1998;

Majewski and Cohan 1999b; Majewski et al. 2000).

Après l'intégration, la probabilité de fixation d'un ADN exogène dans les populations

du taxon receveur dépend nécessairement de ses conséquences éventuelles en terme de valeur

sélective (Berg and Kurland 2002). En outre, un travail théorique récent indique que

l'insertion d'ADN exogène dans un génome bactérien peut être à l'origine d'une spéciation

(i.e. une différenciation sur l'ensemble du génome) chez l'espèce receveuse (Vetsigian and

Goldenfeld 2005). Une telle insertion peut en effet être à l'origine d'une zone de faible

homologie entre individus conspécifiques. Au sein de cette zone, la probabilité de

recombinaison homologue avec un individu de la même espèce serait donc limitée.

L'accroissement progressif de la zone où la probabilité de recombinaison est faible, liée à

l'accumulation de mutations sur les régions avoisinantes, pourrait mener à l'émergence de

deux espèces.

1.2. Transferts de matériel génétique entre individus apparentés

Les études sur l'impact des transferts horizontaux intraspécifiques se focalisent

majoritairement sur des organismes entretenant des interactions durables avec des hôtes

eucaryotes (allant du parasitisme au mutualisme). Elles cherchent notamment:

a) à comprendre quelle est l'importance des transferts horizontaux sur la

diversification des bactéries. Dans un premier temps, l'utilisation de mesures

d'association multilocus sur des données alloenzymatiques a permis de révéler que le

niveau de déséquilibre de liaison des populations bactériennes pouvait varier d'un

déséquilibre de liaison total à une situation d'équilibre de liaison en fonction de

l'espèce étudiée (Maynard Smith et al. 1993). Plus récemment, des données de

séquençage multilocus ont permis de montrer qu'il existait entre espèces bactériennes

des variations d'intensité ainsi que des variations du ratio des taux de mutation et de

recombinaison populationnels, B et p, qui influencent leur diversité (Hanage et al.

2006).

b) à identifier des barrières génétiques liées à la spécificité d'hôte ou à

l'isolement géographique. Ainsi, le comportement des populations hôtes ou la distance
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1. Introduction générale

géographique ont chacun été invoqués pour expliquer le niveau de différenciation

entre populations bactériennes. Par exemple, la structure génétique des populations

d'Helicobacter pylori dans la région du Ladakh est intiment liée à la structure sociale

des populations humaines (Wirth et al. 2004) et celle des populations de Rhizobium

leguminosarum semble être influencée par la distance géographique à l'échelle

mondiale (Souza et al. 1992).

c) à savoir si la recombinaison peut limiter les interactions entre les pressions

de sélection qui s'exercent sur différents gènes bactériens. Toutefois, cet aspect de

recherche reste relativement limité dans la mesure où les travaux visant à estimer un

taux de recombinaison moyen dans les populations bactériennes se sont intéressés à

des locus de « ménage» situés sur une même. unité de réplication et dépourvus de

traces de sélection, du moins de sélection diversifiante. Par exemple, une étude portant

sur des bactéries pathogènes du genre Burkholderia (Godoy et al. 2003) présente les

locus choisis comme des « housekeeping genes . .. that were flanked by other

housekeeping genes and that appeared to be devoid of nearby genes that might be

under diversifying selection from the host immune system or that might have been

subject to high rates of horizontal gene transfer were selected », ces gènes de ménage

étant positionnés sur une des trois unités de réplications majeures. Les différences

entre les résultats obtenus sur la base de ce type de marqueurs et ceux obtenus lors de

travaux incluant des gènes influencés par une forte sélection diversifiante ont parfois

abouti à des débats énergiques concernant l'influence des mécanismes de

recombinaison sur la diversité des populations bactériennes, notamment en ce qui

concerne l'impact des évènements de recombinaison sur la diversité des populations

de Borrelia burgdoiferi (Dykhuizen and Baranton 2001; Stevenson 2001). Les

résultats obtenus par le biais du séquençage de trois génomes de cette espèce et

l'analyse de données de séquence, incluant les deux types de locus, obtenues chez

plusieurs isolats (Qiu et al. 2004) ont permis de montrer l'influence des transferts

horizontaux sur les patrons de diversité observés. Ceci souligne l'intérêt d'approches

utilisant des locus potentiellement sujets à différentes pressions de sélection de

manière à mettre en évidence d'éventuelles variations du mode de transmission au sein

des génomes bactériens étudiés. En effet, le fait que des locus soient génétiquement

liés peut entraîner des interférences qui limitent l'efficacité de la sélection sur chacun

d'eux, à l'image de l'effet Hill-Robertson (Hill and Robertson 1966). Or, ce type
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d'interférence pourrait être impliqué dans l'évolution du sexe (Otto and Lenormand

2002).

Comme indiqué ci-dessus, les études sur l'évolution des populations bactériennes

peuvent maintenant s'appuyer sur le séquençage de plusieurs génomes au sein d'une espèce.

Par exemple quinze génomes des pathogènes Burkholderia mallei et Burkholderia

pseudomallei ou huit génomes de Burkholderia cepacia sensu LalO (un groupe de bactéries

incluant des pathogènes opportunistes animaux, des phytopathogènes, des bactéries

rhizosphériques et des rhizobium) sont actuellement séquencés. Elles peuvent également se

baser sur le séquençage d'importantes portions génomiques, comme par exemple 30000

paires de bases séquencées chez 56 souches de Bacillus anthracis (Zwick et al. 2005) ou chez

50 souches de StaphyLococcus aureus (van Leeuwen et al. 2003) (même s'il faut bien avouer

que l'analyse des données obtenues dans ces deux cas n'est pas très aboutie), ou profiter des

deux approches (Qiu et al. 2004).

1.3. Présentation généraLe des rhizobium et de Leur symbiose avec les Légumineuses

Ma thèse a été l'occasion de développer des recherches (à une échelle bien plus

modeste que celles mentionnées ci-dessus) adressant les questions précédemment présentées à

deux espèces de rhizobium qui interagissent avec les plantes du genre Medicago:

Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium medicae. Les rhizobium fournissent un modèle

d'intérêt pour l'étude des interactions mutualistes et de leur évolution. Ces bactéries sont, en

partie, à l'origine des capacités de colonisation et à l'origine de l'importance agronomique des

Fabaceae (parmi lesquelles les espèces du genre Medicago). Elles sont capables d'induire,

chez leurs hôtes, la formation d'un organe spécialisé, la nodosité. Le développement de cette

structure est contrôlé par un dialogue moléculaire complexe entre les deux partenaires. Le

principal facteur de spécificité bactérien intervenant dans la mise en place de cette interaction

est dénommé Facteur Nod. La synthèse de cette molécule, clef d'entrée de la bactérie au sein

de la plante, est due aux protéines codées par un groupe de gènes appelés nod, noe et noL qui

sont généralement regroupés au sein d'un «îlot symbiotique» (Spaink 2000). Au sein des

nodosités, les rhizobium sont capables de fixer l'azote atmosphérique, produisant ainsi des

composés azotés organiques qui sont utilisés par la plante hôte. En contrepartie, les bactéries

bénéficient de conditions de croissance optimales, à condition que la quantité d'azote fixée

disponible pour la plante dépasse un seuil limite (Kiers et al. 2003).
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II. Intérêts et questions relatives au modèle S. meliloti et S. medicae

Les pressIons sélectives liées aux hôtes et les transferts horizontaux de matériel

génétique sont des mécanismes clefs qui influencent la structure génétique des populations

des micro-organismes symbiotiques (Tibayrenc 1996). Comprendre leur influence respective

sur la diversification des rhizobium est primordial à la fois d'un point de vue fondamental et à

la fois pour mettre en place une gestion durable de ces ressources génétiques d'intérêt

écologique et agronomique. Parmi les couples symbiotiques utilisés pour étudier l'interaction

rhizobium/Fabaceae, Medicago sp. / Sinorhizobium sp. est un cas particulièrement intéressant

(Cook 1999).

ILL Données génomiques disponibles pour le couple Sinorhizobium sp. 1Medicago sp.

Medicago truncatula est un modèle biologique émergent pour les études portant sur

des plantes pouvant interagir avec des microorganismes mutualistes, Arabidopsis thaliana

n'étant ni mycorhizée ni associée à des bactéries mutualistes telles que les rhizobium ou les

Frankia. Le génome de M. truncatula est actuellement en cours de séquençage (Young et al.

2005). Du côté bactérien, le génome de la souche S. meliloti 1021 est disponible (Galibert et

al. 2001) et le projet de séquençage d'une souche de S. medicae vient d'être accepté. De plus,

des expériences d'électrophorèse en champ pulsé ont montré que S. meliloti et S. medicae

partageaient une même architecture de génome, composée d'un chromosome et de deux

mégaplasmides pSymA et pSymB (Roumiantseva et al. 1999). Les tailles respectives de ces

unités de réplication sont 3,65 Mb, 1,35 Mb et 1,68 Mb pour le génome de S. meliloti souche

1021. Ces unités de réplications possèdent des caractéristiques fonctionnelles différentes. En

effet, alors que les gènes impliqués dans le métabolisme de base de la bactérie sont localisés

sur le chromosome, les gènes impliqués dans des métabolismes secondaires, généralement

appelés gènes accessoires, sont localisés sur les mégaplasmides. Le mégaplasmide pSymA

contient notamment un îlot de gènes symbiotiques regroupant la majorité des gènes impliqués

dans l'interaction avec les plantes hôtes du genre Medicago. Cette architecture de génome

fournit un modèle d'intérêt pour étudier le niveau de sélection s'appliquant à des locus
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Figure l. Evolution des capacités symbiotiques des espèces du genre Medicago inférée sur la base d'une

phylogénie obtenues à partir des séquences d'espaceurs transcrits des ADNr nucléaires (d'après Béna et al.

(2005)). Les branches figurées en couleur correspondent respectivement à des capacités symbiotiques:

totalement indéterminées (gris), permettant une symbiose avec un écotype particulier de S. meliloti (vert); avec

S. meliloti bv. medicaginis (rouge); avec S. meliloti bv. meliloti (rose), avec S. meliloti bv. meliloti et

S. medicae (noir); avec S. medicae (bleu); avec S. medicae ou avec S. medicae et S. meliloti bv. meliloti (mauve).



II. Intérêts et questions relatives au modèle S. meliloti et S. medicae

impliqués dans différentes fonctions du métabolisme bactérien et à leur indépendance

évolutive.

II.2. Spécificité de l'interaction Sinorhizobium sp. / Medicago sp.

Toutes les espèces de Medicago, dont les symbiotes ont été isolés jusqu'à présent,

interagissent de manière spécifique avec des bactéries appartenant aux espèces S. meliloti et

S. medicae à l'exception de Medicago ruthenica qui s'associe avec des souches de l'espèce

Rhizobium mongolenese (de Lajudie et al. 1994; Rome et al. 1996; Van Berkum et al. 1998).

Malgré le fait que seules trois espèces bactériennes interagissent efficacement avec le genre

Medicago, ces plantes présentent un polymorphisme de spécificité relativement important.

Plus précisément, les espèces de Medicago peuvent être groupées en fonction de leurs

partenaires symbiotiques (Bena et al. 2005) (Fig. 1): (i) certaines espèces comme

M. truncatula sont capables de mettre en place une symbiose efficace avec des souches

S. meliloti apparentées à la souche 1021 et des souches de S. medicae; (ii) des espèces

comme Medicago polymorpha interagissent de manière efficace seulement avec les souches

de S. medicae; (iii) Medicago laciniata et Medicago sauvagei entretiennent une relation

mutualiste avec certaines souches de S. meli/oti caractérisés par des allèles particuliers au

niveau du gène nodC (Barran et al. 2002) ; (iv) des espèces telles que Medicago rigiduloides

ou Medicago noeana établissent également leur symbiose avec des génotypes particuliers de

S. meliloti, mais le déterminisme de cette spécificité n'a pas encore été mis en évidence.

Compte tenu du polymorphisme de spécificité observé, la diversité génétique des isolats

échantillonnés dans des nodosités de plantes du genre Medicago devrait dépendre de l'espèce

hôte. De plus, le génotype au sein d'une espèce de Medicago peut également influencer la

diversité génétique des Sinorhizobium sp. échantillonnés dans les nodosités, comme certaines

études conduites sur la luzerne cultivée Medicago sativa le suggèrent (Paffetti et al. 1998).

Malgré tout, peu de travaux se sont intéressés à l'influence de la diversité des plantes hôtes

sur la diversité génétique des symbiotes échantillonnés. De plus, aucune étude n'a focalisé

son attention sur les traces de sélection qui pourraient être mises en évidence sur les données

de séquences obtenues sur la base de locus impliqués dans l'interaction symbiotique au sein

de populations de rhizobium.

II.3. Transferts horizontaux chez S. meliloti et S. medicae
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II. Intérêts et questions relatives au modèle S. meliloti et S. medicae

En dehors des plantes hôtes, le régime de reproduction peut également avoir un impact

sur la structure génétique des populations de bactéries symbiotiques. De précédentes études

ont décrit la différenciation génétique et l'isolement sexuel entre S. meliloti et S. medicae

(Eardly et al. 1990; Maynard Smith et al. 1993). De plus, Maynard Smith et al. (1993) ont

suggéré un taux de recombinaison important au sein de chaque espèce en décrivant des

structures «quasi-panmictiques ». Toutefois, une étude récente a observé des niveaux de

déséquilibre de liaison important au sein d'un ensemble de souches de S. meliloti isolées de

différentes espèces de Medicago à partir de sols d'Asie Centrale (Roumiantseva et al. 2002).

La différence entre les résultats obtenus par Maynard Smith et al. (1993) et par Roumiansteva

et al. (2002) concernant le niveau de déséquilibre de liaison de S. meliloti et de S. medicae

montre que le régime de reproduction de ces bactéries n'est pas parfaitement défini et pose

deux questions: (i) les premiers résultats sont-ils biaisés par les problèmes de calcul soulevés

par Haubold et al. (1998) ? (ii) Le plan d'échantillonnage utilisé dans la seconde étude est-il

responsable du patron de déséquilibre de liaison observé? En effet, si le déséquilibre de

liaison est calculé à partir de génotypes issus d'un petit nombre de populations génétiquement

différenciées, le niveau de déséquilibre de liaison observé sera à la fois le reflet du régime de

reproduction et celui du niveau de différenciation entre les populations échantillonnées

(Tachida and Cockerham 1986). Cette propriété du déséquilibre de liaison a d'ailleurs été

utilisée pour discuter du niveau de différenciation des populations de Rhizobium

leguminosarum (Souza et al. 1992) ou de Helicobacter pylori (Wirth et al. 2004). Pour étudier

le régime de reproduction, il semble donc pertinent d'étudier le niveau de déséquilibre de

liaison de populations de S. meliloti et S. medicae à une échelle locale.

II.4. Structure spatiale de la diversité de S. meliloti et S. medicae

Afin de savoir si les mesures de déséquilibre de liaison peuvent être affectées par le

plan d'échantillonnage choisi, il faut connaître le niveau de structuration spatiale de la

diversité génétique des populations symbiotiques de Sinorhizobium. S'il est notable que les

aires de répartition des espèces de Medicago présentant différentes spécificités d'interaction

sont structurées à l'échelle du bassin méditerranéen (Small and Jomphe 1988), peu d'études

se sont intéressées à la distribution spatiale de la diversité génétique de S. meliloti et

S. medicae. Différents travaux ont montré que S. medicae était absent de certains sols

(Roumiantseva et al. 2002; Zribi et al. 2004), mais la différenciation géographique des

populations de S. meliloti ou S. medicae a été peu documentée. L'échantillonnage de
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II. Intérêts et questions relatives au modèle S. meliloti et S. medicae

populations bactériennes dans des stations distantes à l'échelle du bassin méditerranéen

devrait donner des informations à ce sujet. Par ailleurs, ce type d'échantillonnage pourrait

permettre d'apporter à terme un éclairage sur la relation entre les aires de répartition des

espèces du genre Medicago et la structure des populations de Sinorhizobium qui leur sont

associées.

11.5. Sexe, sélection et spéciation chez S. meliloti et S. medicae

Enfin, l'impact relatif des spécialisations écologiques et des transferts horizontaux de

matériel génétique sur la diversification et la spéciation des bactéries est l'objet d'un débat qui

connaît un regain d'intérêt suite à l'augmentation des capacités de séquençage et les analyses

qui peuvent en découler (Cohan 2001; Cohan 2002; Lawrence 2002; Gevers et al. 2005). En

plaçant les mutations adaptatives dans plusieurs fonds génétiques, la recombinaison (après

acquisition de matériel génétique par transformation, conjugaison ou transduction) pourrait en

effet représenter un processus capable de restreindre l'action d'une sélection disruptive à une

portion de génome, et donc d'empêcher la spéciation (Majewski 2001). Toutefois, les

modèles mathématiques disponibles suggèrent que la recombinaison devrait avoir un effet très

limité sur le mécanisme de spéciation bactérienne (Cohan 1994a; Cohan 1994b; Cohan 1995;

Majewski and Cohan 1999a; Vetsigian and Goldenfeld 2005). Aussi, peut-on se demander

quelle part du génome présente une différenciation entre les écotypes de S. meliloti dans le but

de déterminer sur la base d'approches évolutives le statut taxonomique adéquat (i.e. espèce ou

biovar) pour les identifier.
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III. Présentation du travail de thèse

Dans ce contexte, l'objet de cette thèse a été d'apporter des informations relatives aux

interrogations décrites ci-dessus. Plus précisément, nous avons étudié: i) la répartition

spatiale de la diversité chez S. meliloti en mesurant la différenciation entre des populations

bactériennes issues de trois localités du bassin méditerranéen; ii) le régime de reproduction

de populations de S. meliloti et S. medicae par le biais de mesures de déséquilibre de liaison et

par comparaison de phylogénies obtenues à l'aide de différents marqueurs génétiques; iii)

l'influence des plantes hôtes sur la diversité génétique et taxonomique des populations

symbiotiques de Sinorhizobium en mesurant la différenciation entre des populations

bactériennes isolées des nodosités de différents lots de plantes hôtes et par la recherche de

traces de sélection. Dans cette synthèse, je me suis principalement attaché à discuter les

résultats obtenus lors des différents travaux effectués (dont les publications associées sont

fournies à la suite du manuscrit), à mettre en relief l'intérêt du genre Sinorhizobium comme

modèle biologique pour effectuer des travaux sur l'évolution des bactéries mutualistes et à

énoncer les questions de recherche qui, à mon avis, découlent de ce travail. Ainsi, après avoir

défini taxonomiquement les groupes bactériens qui constituent le modèle biologique étudié

{Article l}, les matériels biologiques et les méthodes de caractérisation utilisés sont

présentés. Les résultats obtenus à l'aide des données acquises sont ensuite discutés. Dans un

souci de clarification, les informations contenues dans les articles 2, 3 et 4 ont été

réorganisées de manière à présenter successivement l'ensemble des éléments de discussion

relatifs à l'influence de la distance géographique, des transferts horizontaux et des plantes

hôtes sur la structure génétique des populations de S. meliloti et S. medicae. Enfin, je conclus

cette synthèse par une présentation de différentes perspectives de recherche.
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IV. Taxonomie de S. meliloti et S. medicae {Article l}

Le genre Sinorhizobium a été défini par Chen et al. (1988) pour différencier

Sinorhizobium fredii (auparavant Rhizobium fredii) du genre Rhizobium. Par la suite,

différentes espèces ont été assignées au genre Sinorhizobium dont S. meliloti (anciennement

Rhizobium meliloti) sur la base des critères utilisés dans le cadre de la taxonomie

polyphasique bactérienne, basée sur la congruence de données acquises lors du séquençage de

l'ADN 16S, d'hybridations ADN-ADN, et de caractérisations phénotypiques de différentes

espèces (Encadré 1) (de Lajudie et al. 1994). La majorité des souches du genre Sinorhizobium

est capable d'établir une interaction mutualiste avec différentes plantes de la famille des

Fabaceae. La seule exception concerne certaines souches de l'espèce de Sinorhizobium

adhaerens. En effet, cette espèce, précédemment décrite sous le nom d'Ensifer adhaerens

(Casida Ir 1982), comprend à la fois des souches saprophytes (i.e. dépourvues de gènes nod et

incapables de noduler) et des souches capables d'interagir avec certaines Fabaceae (Rogel et

al. 2001). L'existence de la capacité à interagir avec des Fabaceae chez certaines souches a été

à l'origine de nouvelles études taxonomiques qui ont abouti à la reclassification de cette

espèce (Willems et al. 2003).

Au sem du genre Sinorhizobium, on constate une variation importante du spectre

d'hôte en fonction des taxons rencontrés. Notamment, des changements de spectre d'hôte sont

constatés à l'intérieur de différentes espèces du genre Sinorhizobium (espèces définies sur la

base des techniques classiques de taxonomie polyphasique). Les écotypes, au sein de chaque

espèce, sont alors appelés biovar (bv.). Malgré tout, on rencontre des cas où différents

groupes de bactéries partagent certains hôtes. Un des cas les plus surprenant est celui des

espèces Sinorhizobium terangae et Sinorhizobium saheli qui comprennent chacune deux

biovars appelés acaciae et sesbaniae (de Lajudie et al. 1994), en référence aux plantes hôtes

des genres Acacia et Sesbania. TI est notable que les souches de S. terangae et S. saheli qui

partagent les mêmes plantes hôtes présentent des gènes nodA fortement apparentés. Dans le

cas des souches de Sinorhizobium associées au genre Medicago, on trouve à la fois des

groupes génétiques présentant des spectres d'hôtes chevauchants et des groupes génétiques

présentant des spectres d'hôtes distincts. Les souches de S. meliloti présentant le même

spectre d'hôte que la souche 1021 ne réalisent une symbiose efficace qu'avec un sous­

ensemble des espèces de Medicago capables d'interagir avec les souches de S. medicae. Cette
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Encadré 1. Taxonomie des hact~ries et le problème de la définition des espèces

L'évolution de la taxonomie, surtout dans le cas de la description des espèces de hact~ries, est guidée

par deux ohjectifs distincts ct parfois antagonistes. Le premier est de différencier les taxons qui présentent des

propriétés particulières (virulence, spectre d'hôte, ... ) avec des implications évidentes dans le domaine médical

ou agronomique. Le second est de délimiter des entit~s biologiques adéquates pour mencr à bien de études

évolutives à l'échelle suh-spécit'ique ou macroévolutive.

Pendant longtemps, l'absence de concepts permettant de déterminer les limites des espèces bacteriennes, comme

le concept d'espèce hiologique uti lisé chez les eucaryotes, a amené à privilégier l'intérêt pratique de la

taxonomie bactérienne par rapport à son acception évolutive. Cette absence de concepts est liée d'une part au

mode de reproducLion des hactéries, car la clonalité ne permet pas d'appliquer les principes hasés sur

l'interfécondité, ct à l'existence de transferts horizontaux entre individus évolutivement très éloign~s, ce qui peut

se révéler gênant pour mettre en évidence des différences phénotypiques ou génotypiques justifiant le statut des

espèces.

A J'heure actuelle, la définition de l'espèce hactérienne tend à s'appuyer sur la détermination d'un

groupe d'individus génétiquement et phénotypiquement homogène sur la base d'une approche polyphasique (i.e.

mettant en jeux différentes approches méthodologiques). Toutefois, les méthodes utilisées pour définir ces

entités et la volonté d'appliquer des critères généraux font que la taxonomie bactérienne reste hasée sur des

critères relativement arhitraires. Ainsi, un groupe de bactéries doit généralement remplir trois conditions pour

accéder au statut d'espèce: (i) présenter un certain niveau d'homologie génomique, délimité par un seuil de 70%

en hybridation ADN/ADN. Les principaux problèmes liés à ce critère sont d'une part qu'il n'est pas applicable

aux bactéries qui ne sont pas cultivables (pour des raisons méthodologiques) et d'autre part qu'il ne prend pas en

compte la diversité des niveaux de polymorphisme qui peut exister entre espèces (tant au niveau du

polymorphisme de présence/absence de gènes, voir d'unités de réplication, qu'au niveau du niveau de la

divergence nucléotidique moyenne). (ii) Présenter plus de 97% d'homologie nucléotidique au niveau de l'ADNr

16S. Les limites de cette approche sont liées à l'existence d'un seuil limite faisant l'hypothèse d'une vitesse

d'évolution identique pour toutes les espèces et d'un ratio vitesse d'évolution du génome sur vitesse d'évolution

du marqueur choisi constant. (iii) Présenter des caractères phénotypiques cohérents (capacités symbiotiques,

résistance au antibiotiques, ... ), avec le risque de diviser des groupes présentant un fond génétique commun mais

qui sont différenciés au niveau de gènes liés à des niches écologiques particulières (des écotypes). Les différents

problèmes soulevés sont à l'origine de la remise en question de la discrimination des genres Agrobacrerium et

Rhizobium (Young et al. 2001; Young et al. 2003).

Avec la démocratisation des capacités de séquençage ou l'apparition d'outils de génomique comparative

performants, il est maintenant possible de mener des études prenant en compte des considérations évolutives

dans la délimitation des espèces bactériennes. Ces approches permettent également de poser des questions

relatives aux processus liés aux divergences observées. Dans le cas de groupes génétiques Ol! le sexe joue un rôle

important dans la distribution de la variahilité génétique, on peut différencier le statut d'espèce de celui

d'écotype (ou biovar) par l'analyse de données génétiques à différents locus.



IV. Taxonomie de S. meliloti et S. medicae

différence phénotypique et les faibles valeurs d'hybridation ADN/ADN obtenues en

comparant les génomes de ces deux types de souches sont à l'origine de la description des

espèces S. meliloti et S. medicae (Rome et al. 1996). Au sein de l'espèce S. meliloti, on trouve

plusieurs groupes de spécificité interagissant avec des plantes hôtes distinctes. Toutefois, les

données d'hybridation ADN/ADN ou de séquençage des ADNr 16S ne sont pas compatibles

avec la définition de différentes espèces. Ainsi, deux biovars ont été décris {Article 1} : (i)

S. meliloti bv. meliloti regroupe les souches capables d'interagir avec des espèces telles que

M. truncatula ou la luzerne cultivée Medicago sativa (c'est notamment le cas de la souche

S. meliloti 1021), (ii) S. meliloti bv. medicaginis regroupe les souches capables d'interagir

avec Medicago laciniata et probablement Medicago sauvagei. Le statut taxonomique des

souches capables d'interagir avec les espèces telles que Medicago noeana ou Medicago

rigiduloides n'a pas encore été défini mais devrait aboutir à la description d'un nouveau

biovar au sein de S. meliloti. En effet, ces souches semblent partager le fond génétique de

l'espèce S. meliloti, du fait de l'absence de divergence au niveau des séquences des gènes 16S

ou recA, mais présentent des capacités symbiotiques singulières (2005). Si le déterminisme de

cette spécificité d'interaction est pour l'instant inconnu, l'absence de différenciation avec les

populations sympatriques isolées de M. truncatula sur IGSRKP, IGSGAB et IGSExo (voir le

chapitre VL2) et le positionnement du groupe phénotypique sur le super-arbre nodABC­

nodEG (voir le chapitre VIL1), suggèrent que leur spectre d'hôte est lié aux allèles de gènes

nod quelles possèdent.

Si les méthodes de taxonomie polyphasique nous ont permis de délimiter des entités

taxonomiques sur la base de critères qui peuvent paraître arbitraires (voir l'encadré 1), nous

avons essayé par la suite d'étudier les patrons de diversité et les processus évolutifs justifiant

ces regroupements.
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V. Echantillonnages de populations symbiotiques et outils de caractérisation

génétiques en adéquation avec les questions posées

V.1. Echantillonnages de populations de S. meliloti et S. medicae

Nous avons effectué trois échantillonnages de bactéries symbiotiques dans le but de répondre

aux questions posées dans le cadre de cette thèse.

V.1.1. Echantillonnage E 1 {article 2}

Le but du premier échantillonnage était de savoir si le niveau de diversité des

populations de S. meliloti et de S. medicae dépendait de la diversité des plantes hôtes utilisées

pour le piégeage. Nous souhaitions également estimer le niveau de déséquilibre de liaison

entre et au sein des unités de réplication pour des populations de S. meliloti et S. medicae

isolées d'un même site. Cet échantillonnage {Article 2} a été effectué avec 20 espèces de

Medicago, 20 lignées de M. truncatula et 20 plantes d'une même lignée fixée de

M. truncatula à partir d'un sol français échantillonné à Sainte colombe l'Eglise (Pyrénées

orientales, longitude 02°45'26" Est - latitude 42°37'59" Nord). Il nous a permis d'obtenir 52

isolats de S. meliloti appartenant au groupe génétique capable d'interagir avec M. truncatula

(S. meliloti bv. meliloti) et 64 isolats de S. medicae.

V.1.2. Echantillonnage E2 {article 3}

Les objectifs du second échantillonnage étaient de comparer les patrons de divergence

interspécifiques et interécotypes et de savoir si des recombinaisons avaient lieu entre les

écotypes de S. meliloti, afin de discuter des différents scénarios évolutifs pouvant être à

l'origine des structures génétiques observées. Cet échantillonnage {Article 3} a été réalisé à

l'aide de M. laciniata et M. truncatula à partir de deux sols échantillonnés dans l'aire de

répartition des deux espèces de plantes hôtes. Ces sols sont originaires de Tunisie et ont été

prélevés à Enfidha (longitude 10°23' Est - latitude 36°07' Nord) et à Hadjeb (longitude 9°33'

Est - latitude 35°24' Nord). Il nous a permis d'obtenir 60 isolats de S. meliloti associés à
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Figure 2. Localisation sur le génome de Sinorhizobium meliloti souche 1021 des différents marqueurs

moléculaires utilisés pour caractérisés les différents isolats de S. meliloti et Sinorhizobium medicae.



V. Echantillonnages et outils de caractérisation

M. truncatula (S. meliloti bv. meliloti), 40 isolats de S. meliloti associés à M. laciniata

(S. meliloti bv. medicaginis), et 20 isolats de S. medicae.

V.1.3. Echantillonnage E3 {article 4}

(iii ) Nous souhaitions obtenir à l'aide d'un troisième échantillonnage un ensemble de

souches permettant de tester un nouvel outil de génotypage et vérifier, en s'appuyant sur les

génotypes précédemment caractérisés, qu'il était possible de différencier sur cette base les

populations isolées de plantes hôtes différentes ou de sites différents à l'échelle du bassin

méditerranéen. Ce troisième échantillonnage {Article 4} a été effectué à l'aide de

M. truncatula et M. rigiduloides à partir d'un sol libanais prélevé dans la vallée de la Becka.

Ce dernier nous a permis d'isoler 17 souches associées à M. rigiduloides et 18 souches

associées à M. truncatula.

V.2. Caractérisation génétique des populations de S. meliloti et S. medicae

Parmi les nombreuses méthodologies disponibles pour caractériser la diversité

d'isolats bactériens à l'échelle intra-spécifique, le génotypage par séquençage de plusieurs

locus (MLST) parait la plus informative (Maiden et al. 1998). Nous avons utilisé cette

approche pour caractériser les isolats de France et de Tunsie. Toutefois, cette méthode est

coûteuse (en temps et en argent), ce qui nous a amené à envisager une alternative de

génotypage à la fin de cette thèse dans l'optique de manipulations à plus grande échelle

{Article 4}. Ainsi, les échantillons libanais ont été caractérisés par le biais d'une puce de

génotypage.

V.2.1. Définition d'un schéma de MLST pour caractériser l'échantillonnage El

Afin de caractériser les isolats issus de l'échantillonnage El {Article 2}, nous avons

défini sept locus, en l'occurrence des espaceurs intergéniques (lGS), répartis de manière

régulière sur l'ensemble du génome de S. meliloti souche 1021, ce qui autorisait le calcul de

mesures de déséquilibre de liaison entre et au sein des unités de réplication (Fig. 2). Les

pressions de sélection agissant sur les gènes physiquement liés à ces IGS, notamment les

gènes impliqués dans la symbiose, peuvent avoir une influence sur le polymorphisme de ces

séquences non codantes par le biais de mécanismes tels que l'auto-stop génétique (Maynard
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Smith and Haigh 1974). Ceci devait permettre la mise en évidence d'évènement de sélection

même si les séquences étudiées ne sont pas transcrites. Toutefois, nous espérions que les IGS

se révèlent plus polymorphes que certains gènes tels que l'ADNr 16S ou recA, un gène codant

pour une enzyme impliquée dans la réparation des molécules d'ADN et les mécanismes de

recombinaison, qui s'étaient révélés monomorphes à l'échelle intraspécifique (Bena et al.

2005). Les sept IGS choisis incluent trois locus chromosomiques (lGSRKP, IGSFlfM, et IGSHss),

deux locus sur pSymA (lGSNOD, IGSGAB) et deux locus sur pSymB (lGSEXQ, IGSTHu). Les

principales voies métaboliques bactériennes qui sont nécessaires pour la mise en place de la

symbiose ont été particulièrement étudiées (Perret et al. 2000). Ces études ont débouché sur la

description de deux groupes de gènes qui influencent le phénotype symbiotique: (i) les gènes

impliqués dans l'organogenèse des nodosités via la synthèse des Facteurs Nod, tels que les

gènes nod, noe et nol (Spaink 2000); (ii) les gènes codant pour la synthèse de polysaccharides

de surface (LPS, EPS, KPS) comme les gènes exo (Reuber and Walker 1993) ou rkp (Kereszt

et al. 1998) qui agissent lors d'étapes de reconnaissance tardives (i.e. quand la bactérie est

entrée dans la plante), en limitant la mise en place de mécanismes de défense chez l'hôte

(Mithofer 2002). Ainsi, nous avons choisi les locus IGSRKP, IGSNoD et IGSExo qui sont

physiquement liés à des gènes impliqués dans l'interaction avec les plantes hôtes.

Inversement, les locus IGSFUM, IGSHss , IGSGAB, et IGSTHU sont physiquement liés à des gènes

impliqués dans le métabolisme de base ou dans des voies métaboliques secondaires qui

n'interviennent pas directement dans la symbiose.

V.2.2. Caractérisation des échantillonnages E2 et E3

Compte tenu des résultats obtenus lors de la caractérisation du premier

échantillonnage, notamment un fort déséquilibre de liaison entre les marqueurs

chromosomiques, nous n'avons utilisé que quatre marqueurs pour caractériser les souches

tunisiennes {Article 3} : IGSRKP, IGSNoD, IGSGAB et IGSExo. Du fait de la structure particulière

reflétée par le marqueur IGSNoD (liée aux plantes hôtes) et de l'utilisation d'une méthode de

génotypage en cours de développement, les souches libanaises ont été caractérisées par le

biais de puces de génotypage au niveau de polymorphismes de séquences identifiés sur

IGSRKP, IGSGAB et IGSExo grâce aux données de séquences acquises lors de la caractérisation

des échantillonnages El et E2. D'une manière générale, le niveau de polymorphisme, les

patrons de déséquilibre de liaison et les structures de population observées suggèrent que les
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V. Echantillonnages et outils de caractérisation

marqueurs choisis était adaptés aux questions posées, même si on peut s'interroger sur la

différence de polymorphisme entre les IGS et les séquences codantes avoisinantes.

V.2.3. Caractérisation des groupes symbiotiques associés aux Medicago

Parallèlement à l'approche multilocus, visant à caractériser des populations

symbiotiques, nous avons étudié les patrons de divergence entre les séquences de gènes de

nodulation des bactéries associées aux différents groupes de spécificité observés chez les

plantes du genre Medicago. Dans ce but, nous avons obtenu un super-arbre, basé sur les

séquences partielles des groupes de gènes nodABC et nodEG. Cette topologie inclut au moins

un représentant pour chacun des groupes bactériens qui interagissent avec les plantes hôtes du

genre Medicago. L'ensemble des souches utilisées inclut trois souches de S. meliloti bv.

medicaginis, deux souches de S. meliloti bv. meliloti, trois souches de S. meliloti associées à

M. rigidu10ides, M. noeana et M. radiata , une souche de S. medicae, une souche de

R. mongolense associée à M. ruthenica, une souche de Rhizobium galegae, une souche de

Rhizobium leguminosarum, une souche de Rhizobium tropici ainsi que la souche

Sinorhizobium NGR 234. Cet ensemble de souche sera appelé échantillonnage E4.
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VI. De la nécessité de prendre en compte la structure spatiale des données pour

étudier la diversité génétique de S. meliloti et S. medicae {Article 2, article 3 et

article 4}

Il existe, tant dans la bibliographie que dans les expériences que nous avons

effectuées, des résultats suggérant que les populations de Sinorhizobium associées aux plantes

du genre Medicago sont spatialement structurées. Ce patron se retrouve à la fois à l'échelle

inter-spécifique et à l'échelle intra-spécifique.

VI.l. Polymorphisme de présence/absence de phénotypes symbiotiques

A l'échelle inter-spécifique, nous n'avons obtenu des isolats de S. medicae que dans

l'un des deux sols utilisés lors de l'échantillonnage E2 {Article 3}. Cette observation est

concordante avec les résultats obtenus par Zribi et al. (2004) à partir d'un autre

échantillonnage mené en Tunisie et Roumiantseva et al. (2002) sur la base d'un

échantillonnage effectué à partir de sols du Caucase. A l'échelle intra-spécifique, l'absence de

souches de S. meliloti bv. medicaginis et de l'écotype de S. meIiloti associé à M. rigiduloïdes

observée lors de l'échantillonnage El {Article 2} est en accord avec l'hypothèse d'un

polymorphisme de type présence/absence des phénotypes de Sinorhiobium associées aux

plantes du genre Medicago.

VI.2. Structuration spatiale de la diversité des populations de Sinorhizobium

A l'échelle intra-spécifique, les premières indications suggérant une structure spatiale

des populations de Sinorhizobium sont issues d'études sur les capacités symbiotiques des

isolats. Notamment, les données publiées par Matteron (1991) suggèrent que les fréquences

des souches capables d'interagir efficacement avec six espèces de Medicago diffèrent entre

les sols de plusieurs pays de l'est du bassin méditerranéen (Chypre, Jordanie, Liban, Syrie et

Turquie). Plus récemment, une étude a décrit un déséquilibre de liaison significatif entre la

majorité des marqueurs utilisés pour caractériser des populations de S. meliloti isolées de

nodosités de différentes espèces de Medicago à partir de sols du Caucase (Roumiantseva et al.

2002). Toutefois, le déséquilibre de liaison observé dans cette étude pourrait être lié à

l'échantillonnage de plusieurs populations génétiquement isolées. En effet, les populations

16



S. me. i/nl; h\'o melilllti
F, H, E. Jo,H,L .

S. flH.:(/;C({C . · ~ F, Il. ·F, H

H.E • . ~H,E

S. ",e/iI, Ir" b\'. llIedicaginis COl/senSI/S ICi.';",,")

F
F

. .
H,E •

F, H ~ · H,E·
~ ~

H, E
II,E. ~.

~

IGSew ICS"w

F

•

F, Hl H.E

H. E; .
IGSRl.p

Figure 3. Exploration des jeux de données de séquence obtenus lors de la caractérisation des échantillonnages El

et E2 pour les locus ICSNoD , ICSCAB ' ICSEXO et ICSRKP par la méthode de DPCoA (Pavoine et al. 2004). Pour

chaque marqueur, chaque allèle est positionné dans un espace traduisant la distance génétique entre allèles.

Chaque population est alors placée au barycentre allèles qui la compose. Le consensus correspond à une

typologie moyenne des populations prenant en compte l'information fournie par les différents locus. Pour chaque

locus, la position consensus de chaque population est indiquée par le départ d'une flèche qui abouti à la position

de la population selon le locus étudié (pointe de la flèche). Les coordonnées sur chaque axe sont normées. En

effet, les deux axes expliquent des pourcentages de variance génétique différents (95% pour l'axe 1 horizontal,

4.5% pour l'axe 2 vertical). Par rapport à l'image globale, les locus ICSCAB ' ICSEXO et ICSRKP on tendance à

grouper les populations de S. meliloti tunisiennes (Hadjeb, H et Enfidha, E) et à isoler la population française

(F). Pour ces locus, le patron observé suggère donc la distance géographique influence la structure génétique. Le

locus ICSNOD présente un patron différent qui semble particulièrement influencé par l'effet plante hôte. Ceci

souligne l'indépendance évolutive de ce marqueur.



VI. Structure spatiale de la diversité génétique de S. meliloti et S. medicae

isolées dans les sites où l'effort d'échantillonnage est le plus important sont significativement

différenciées (p < 0,05 pour le test global de différenciation génétique entre les populations 3,

4 et 5 de l'étude de Roumiantseva et al. (2002)), ce qui pourrait être à l'origine des

déséquilibres de liaison significatifs observés.

Une analyse des jeux de données de séquence des échantillonnages El et E2 sur les

marqueurs IGSRKP, IGSNoD, IGScAB et IGSExo a été réalisée à l'aide d'une extension de la

méthode de double analyse en composante principale proposée par Pavoine et al. (2004)

(Fig. 3). L'analyse montre que le jeu de données utilisé se structure en fonction de deux axes

majeurs: i) un premier axe intègre près de 95% de la variabilité observée. Il illustre la

différenciation et la divergence entre S. meliloti et S. medicae; ii) un deuxième axe qui

intègre environ 5% de la variabilité observée illustre la différenciation et la divergence entre

souche à l'échelle intra-spécifique, plus particulièrement chez S. meUloti. Les comparaisons

du patron de structuration globale du jeu de données avec l'image fournie par chaque locus

suggèrent que la diversité de locus étudiés ne se structure pas de manière cohérente:

-au niveau du marqueur IGSNoD, on trouve un « effet plante hôte» fort qui se

traduit par une ségrégation des populations de S. meliloti isolées de M. truncatula (ou

de plante présentant des spécificités équivalentes, bv. meliloti) et celles isolées de M.

laciniata (bv. medicaginis). De plus, il est notable que le patron de diversité obtenu

tend à réduire la distance génétique entre les populations de S. meliloti bv. meliloti et

S. medicae par rapport à celle observée entre les biovars meliloti et medicaginis au

sein de S. meliloti. Ce patron coïncide avec la monophylie des gènes nod de S. meliloti

bv. meliloti et S. medicae observée sur le super-arbre obtenu à partir des séquences

nodABC-nodEG présentée dans le chapitre VII. 1.

-au niveau des marqueurs IGSRKP, IGScAB et IGSExo, on constate également

qu'un effet plante structure les populations de S. meliloti bv. meliloti et S. meliloti bv.

medicaginis. Parallèlement, les graphiques obtenus suggèrent un effet lié à la structure

spatiale de l'échantillonnage. En effet, ces marqueurs ont tendance, par rapport à

l'image consensus, à minimiser la distance génétique entre les populations tunisiennes

de S. meliloti et à isoler la population française de S. meUloti bv. meliloti.

De manière à confirmer ce dernier point, une topologie traduisant les distances

génétiques entre les populations bactériennes de S. meliloti isolées lors des échantillonnages

El, E2 et E3, caractérisées aux niveau de sites polymorphes des marqueurs IGSRKP, IGScAB et
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Sforza uti lisées pour obtenir l'arbre sont obtenues sur la base des fréquences des génotypes aux locus IGSRKP,

IGS[Xo et IGSCAR inférés à l'aide de puces de génotypage (Article 4).



VI. Structure spatiale de la diversité génétique de S. meliloti et S. medicae

IGSExo {Article 4}, a été obtenue (Fig. 4). Cette topologie suggère qu'à l'échelle du bassin

méditerranéen, la structure des populations de S. meliloti est plus sensible à l'effet

d'isolement par la distance qu'à l'effet plante hôte. En effet, les populations de S. meliloti se

groupent en fonction de leur origine géographique, alors que les populations de S. meliloti bv.

meliloti ne forment pas un groupe monophylétique.

VI.3. Conclusions

Conformément aux indices relevés dans la littérature, les données acquises montrent

qu'il est essentiel de prendre en compte la composante spatiale pour mieux comprendre

l'évolution des populations de Sinorhizobium spp. associées aux plantes du genre Medicago.

A l'issue de cette analyse globale, il ressort d'ores et déjà que la distance géographique et le

spectre d 'hôte sont deux facteurs structurants primordiaux dont les effets se surimposent, et

qui dépendent des locus. Dans ce contexte l'intérêt d'une étude phylogéographique visant à

déterminer si la distribution spatiale de la variabilité génétique des souches de S. meliloti et

S. medicae est liée aux aires de répartition des groupes de spécificité du genre Medicago sera

discutée dans le chapitre consacré aux perspectives.

Enfin, l'incongruence des structures génétiques obtenues à partir des marqueurs

étudiés suggère que les mécanismes de recombinaison jouent un rôle important dans la

diversification des souches de S. meliloti et S. medicae.
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VII. Transferts horizontaux et diversité génétique de S. meliloti et S. medicae

VII. Impact des transferts horizontaux sur la diversité génétique des lignées de

Sinorhizobium sp.

Suite aux analyses précédemment présentées, il nous est apparu nécessaire d'étudier

l'influence des mécanismes de transferts horizontaux de matériel génétique sur la diversité

des populations de Sinorhizobium.

VII. 1. Transferts « à longue distance» taxonomique: l'origine des îlots symbiotiques nod de

S. meliloti et S. mediae ? {Article 3}

Chez les bactéries, contrairement à la plupart des organismes eucaryotes, des transferts

horizontaux peuvent se dérouler entre des organismes appartenant à des taxons

phylogénétiquement éloignés. Ces transferts peuvent tout aussi bien se dérouler entre des

bactéries appartenant à des espèces différentes qu'entre des bactéries qui n'appartiennent pas

aux mêmes phylums. De tels transferts sont probablement impliqués dans la diversité de

spectre d'hôte observée chez les souches de Sinorhizobium.

Au sein d'une reconstruction phylogénétique basée sur des séquences de gènes de

ménage obtenues par l'intermédiaire de GeneBank tels que les gènes recA ou atpD, les

souches des genres Sinorhizobium et Rhizobium forment respectivement des groupes

monophylétiques (Fig. 5). Au contraire, le super-arbre obtenu à partir des séquences nodABC­

nodEG de l'échantillonnage E4 {Article 3} supporte l'hypothèse que l'ensemble des souches

capables de s'associer aux plantes du genre Medicago (i.e. les différents biovars de S. meliloti,

S. medicae et R. mongolense) forme un groupe monophylétique (Fig. 6). Au sein de ce clade,

la séquence de R. mongolense se positionne en groupe frère de l'ensemble des séquences de

Sinorhizobium associées au genre Medicago. En outre, M. ruthenica, l'hôte spécifique de

R. mongolense, se positionne comme la première espèce de Medicago à se différencier sur

une phylogénie obtenue par Downie et al. (1998). L'ensemble de ces données suggère que le

genre Sinorhizobium a acquis la capacité à interagir avec les plantes du genre Medicago suite

au transfert de l'îlot symbiotique nod d'un ancêtre de R. mongolense.

Au sem du super-arbre nodABC-nodEG, les séquences des différents biovars de

S. meliloti forment un groupe paraphylétique à cause de la position de la séquence de
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Figure 6. Super-arbre obtenu à partir des séquences partielles des groupes de gènes nodABC et nodEFC incluant

les séquences des di fférents groupes bactériens capables d'interagir avec les plantes du genre Medicago. Plus

précisément, Sinorhizobium meliloti USDA 1614, USDA 1613 et USDA 1623 interagissent efficacement avec

des plantes telles que Medicago rigiduloides. Les souches de S. meliloti appartenant au biovars me1iloti et

medicaginis interagissent respectivement avec des plantes telles que Medicago truncatula et Medicago laciniata.

S. medicae interagit notamment avec M. truncotula. Enfin, Rhizobium mongolense interagit avec Medicago

ruthenica.



Encadré 2. Phylogénie et transferts horizontaux

Le but premier des reconstructions phylogénétiques est llnférence des relations de parenté entre organismes en

utilisant l'information apportée par la distribution des différents états des caractères (génétiques ou

phénotypiques) polymorphes. Les relations phylétiques inférées sont alors généralemcnt représentées par des

arbres, qui représentent un scénario évolutif. Trois principales voies méthodologiques peuvent être utilisées pour

obtenir ccs arbres:

-les méthodes de parcimonie visent à trouver, parmi l'ensemble des arbres possibles, les scénarios qui

minimisent le nombre d'hypothèses évolutives (mutation inférées) nécessaires pour faire coïncider l'évolution

des organismes étudiés et l'évolution de l'ensemble des caractères d'intérêt.

-les méthodes de distance se déroulent en deux phases. Dans un premier temps, une matrice de distances

entre paires de taxons est obtenue. La méthode de calcul de cette matrice peut être plus ou moins complexe en

fonction des caractères choisis (caractères continus ou discrets) et des corrections que l'on souhaite affecter aux

distances observées (pour des caractères nucléotidiques, on applique des corrections qui augmentent les

distances observées sur la base d'un modèle d'évolution des séquences). On utilise ensuite un algorithme

d'agglomération qui regroupe les taxons de proche en proche et ajuste les distances patristiques (celles de la

matrice) afin qu'elle puissent être représentées dans un arbre.

-les méthodes probabilistes se basent sur l'estimation des probabilités associées aux différents

événements mutationnels. Sur la base d'un modèle d'évolution des caractères étudiés (généralement des

séquences nucléotidiques), le but est alors de calculer la probabilité des données pour chaque arbre afin de

trouver l'arbre qui maximise la probabilité des données. D'une manière générale, l'augmentation exponentielle

du nombre d'arbres envisageables, en fonction du nombre de taxons et l'importance des temps de calcul associés

à la méthode impliquent une exploration heuristique de l'ensemble des scénario évolutifs.

Lorsqu'un scénario évolutif est choisi, il est nécessaire d'obtenir une mesure de robustesse des relations

phylétiques inférées. Ces mesures sont généralement obtenues par bootstrap sur le jeu de données, inférence

d'une phylogénie pour chaque itération et calcul de la fréquence de chaque bipartition sur l'ensemble des arbres

obtenus. Deux causes principales peuvent expliquer de faibles valeurs de bootstrap pour les bipartitions

initialement inférées:

-La faible quantité d'information disponible pour inférer la phylogénie. Un déficit d'information peut

être expliqué par deux mécanismes, une trop faible accumulation de mutations entre taxons ou une trop forte

accumulation de mutations. Cette dernière cause est liée aux mutations récurrentes sur un même caractère qui

font disparaître les synapomorphies et les symplésiomorphies, augmentent le nombre d'autapomorphies et

peuvent être il l'origine d' homoplasies.

-L'existence de groupes de caractères possédants des histoires évolutives différentes (à force de vouloir

l'évolution indépendante de chaque caractère, ça devait arriver. .. ). C'est notamment le cas lorsque que l'on

utilise des jeux de séquences nucléotidiques au sein desquels figurent des génotypes recombinants. En effet,

l'utilisation d 'un arbrc pour retraccr les relations phylétiques entre organismes ne permet la représentation que

d'un seul ,eénario évolutif. Dans cc contexte, l'existence d'informations contradictoires dans le jeu de données

peut se traduire par des biais dans le choix de la topologie optimale ct la robustesse des bipartitions inférées.

Trois voies méthodologiques peuvent être utilisées pour mettre en évidence la recombinaison dans le cadre



VIL Transferts horizontaux et diversité génétique de S. meliloti et S. medicae

S. medicae. Deux scénarios alternatifs pourraient expliquer un tel patron: i) la spéciation de

S. medicae s'est effectuée à partir d'une population ancestrale de S. meliloti caractérisée par

son aptitude à interagir avec M. truncatula ; ii) la diversité actuelle des îlots nod de S. meliloti

et S. medicae est liée à un transfert horizontal de matériel génétique entre les deux taxons.

Même s'il ne nous a pas été possible de trancher entre les deux hypothèses nous reviendrons

sur les problèmes rencontrés dans le chapitre VIII. 1.2.

VII. 2. Transferts entre les groupes de spécificité chez les symbiotes des Medicago : vers une

définition évolutioniste des concepts d'espèce et de biovars ? (Article 3)

Si les transferts horizontaux entre des lignées divergentes de bactéries peuvent avoir

des implications importantes sur la diversification de ces organismes (Ochman et al. 2000),

les études menées sur les bases de données de séquences de génomes semblent indiquer que la

majorité des échanges s'effectuent entre souches fortement apparentées (Ochman et al. 2005).

Cette caractéristique devrait permettre la définition d'espèces bactériennes sur la base

d'approches populationnelles chez les bactéries qui ne sont pas strictement clonales. La

meilleure illustration de cette hypothèse se trouve probablement chez les symbiotes du genre

Medicago. Une des premières études de déséquilibre de liaison entre souches de rhizobium,

menée par Maynard Smith et al. (1993) sur la base d'un jeu de données produit par Eardly et

al. (1990) sur des souches alors assignées à Rhizobium meliloti, a décrit une différenciation

importante, associée à des mesures d'association multilocus (lA) élevées, entre deux groupes

de souches, alors que chacun des groupes présentait une structure quasi-panmictique (i.e. sans

déséquilibre de liaison). Par la suite, deux espèces sœurs ont été définies sur la base de ces

deux clades: S. meliloti et S. medicae (Rome et al. 1996).

Afin d'approfondir les résultats disponibles dans la littérature, nous avons cherché à

savoir comment se structuraient les transferts horizontaux entre les biovars meliloti et

medicaginis de l'espèce S. meliloti, comparativement à ce qui est observé entre S. meliloti et

S. medicae {Article 3}. Cette étude se base principalement sur les données obtenues lors de la

caractérisation de l'échantillonnage E2. Compte tenu du niveau de structuration au sein des

populations de S. meliloti disponibles, nous avons opté pour une approche phylogénétique

pour mettre en évidence d'éventuels transferts horizontaux de matériel génétique (Encadré 2).
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d'approches phylogénétiques (complémentairement aux approches populationnelles présentées dans l'encadré 4)

(voir Posada et Crandall (200 1) et Posada (2002) pour des revues à ce sujet) :

-Si l'on connaît les groupes de caractères susceptibles de posséder des histoires évolutives différentes

(par exemple deux gènes bactériens dont un aurait pu faire l'ohjct de transferts évolutifs), il est possible de

mesurer l'adéquation entre les topologies obtenue et l'information évolutive contenue pour chaque lot dc

caractères. La mise en évidence d'incongruences peut être liée il des événements de recombinaison. Cette

méthode a été utilisée dans l'article 3.

-Si l'on ne possède pas d'a priori sur les caractères sujets à recombinaison, il t:st possible de s'appuyer

sur la distribution des polymorphismes afin de détecter des changements dans les patrons de distances observés

entre des sous ensembles de caractères (par exemples les méthodes de fenêtres glissantes sur dL:s séquences

nuc1éotidiques) ou afin de comparer la distribution de différents types de mutations à un attendu théorique (par

exemple la proportion d'homoplasie attendue). Cet type de méthode a été utilisée dans l'article 3.

-Enfin, il est envisagL:ablc de représenter les relations phylétiqut:s sur l'ensemble des caractères par une

structure plus complexe qu'un arbre, en l'occurrence un réseau. L'avantage des réseaux est qu'ils peuvent

représenter plusieurs hypothèses évolutives mettant en jeu les mêmes taxons, en substituant certaines hranches

par des réticulation. (voir les articles 2 et 3 pour une illustration). Toutefois, une quantité importante

d'information est généralement perdue lors de la construction de ces réseaux du fait d'une utilisation de

distances globales entre taxons, à cause dL: wntraintes de constructions, ou du fait de la difficulté de mesurer la

robustesse des différents liens évolutifs inférés.
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Figure 7. Présentation globale (A) et détaillée (B) du reticulogramme obtenu par l'algorithme Neighbor-Net sur

la base des distances génétiques aux locus IGSRKP, IGSEXO, IGSNOIJ et IGSCAFi entre les souches de Sinorhizobium

isolées à partir des sols tunisiens {Article 3). Les souches de S. medicae, S. meliloli bv meliloti et S. meliloti bv

medicaginis sont respectivement représentées par des figurés noirs, bleus et rouges. Les génotypes isolés à partir

du sol d'Enfidha sont figurés par des cercles alors que ceux isolés à partir du sol d'Hadjeb SOnL figurés par des

carrés. Les numéros représentent le nombre de bactéries de l'échantillon possédant chaque génotype multilocus
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Figure 8. Phylogénies obtenues par maximum de vraisemblance pour chacun des quatre marqueurs utilisés pour

caractériser les souches isolées à partir des sols tunisiens (Article 3). Les souches de S. medicae, S. meliloti bv

meliloti et S. meliloti bvmedicaginis sont respectivement représentées par des figurés noirs, bleus et rouges.

L'évolution des capacités symbiotiques bactériennes est inférée par une méthode de parcimonie et illustrée sur

les phylogénies par les changements de nuance de gris. Les génotypes isolés à partir du sol d'Enfïdha sont

figurés par des cercles alors que ceux isolés à partir du sol d'Hadjeb sont figurés par des carrés.
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Figure 9. Profil obtenu à raide du logiciel PHYLPRO (Wei 11er 1998) illustrant les points de recombinaison Je long

d'un jeu de données obtenu en concaténant les séquences de souches de S. meliloli acquises lors de Ja

caractérisation de l'échantillonnage E2. Les points de recombinaison les plus tlagrants (i.e. les points ou les

mesures de corrélation sont les plus faibles) se trouvent à la marge des séquences de chaque locus. Ce patron

indique que les évènements de recombinaison inférés se déroulent entre les régions étudiées.
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Dans un premier temps, un réseau a été obtenu à partir des données de séquence aux

marqueurs IGSRKP, IGSNoD , IGSGAB et IGSExo (Fig. 7). Cette représentation montre que le

groupe incluant l'ensemble des souches de S. meliloti et celui incluant les souches de

S. medicae sont reliés par une branche unique. Ceci suggère qu'il existe un isolement sexuel

entre les deux groupes génétiques. Au contraire, les groupes incluant respectivement les

souches de S. meliloti bv. meliloti et les souches de S. meliloti bv. medicaginis sont reliés par

des réticulations. Ce patron suggère qu'il existe une certaine ambiguïté dans le signal

phylogénétique séparant les deux biovars, probablement liée à des transferts horizontaux de

matériel génétique entre ces taxons.

Dans un second temps, l'analyse des phylogénies obtenues pour chacun des quatre

marqueurs confirme les hypothèses posées (Fig. 8). Dans toutes les phylogénies, les

séquences de l'espèce S. medicae sont groupées dans un clade, soulignant l'isolement

reproducteur entre S. meliloti et S. medicae. Au contraire, les séquences des deux biovars de

S. meliloti forment des groupes paraphylétiques sur l'ensemble des phylogénies, à l'exception

de la topologie obtenue pour le marqueur IGSNoD. Pour ce marqueur, les séquences les

souches des biovars meliloti et medicaginis forment deux clades indépendants. L'arbre

IGSNoD est donc compatible avec l'image évolutive obtenue dans le cadre de la phylogénie

nodABC-nodEG. li est également notable que l'évolution des propriétés symbiotiques des

souches semble parfaitement corrélée à la phylogénie IGSNoD. Enfin, pour chaque jeu de

données, la comparaison par test de Shimodaira-Hasegawa (Shimodaira and Hasegawa 1999)

des vraisemblances associées aux topologies obtenues avec chacun des marqueurs a

systématiquement abouti à la mise en évidence d'incongruences significatives (p < 5%). Ceci

suggère que les différences entre les topologies inférées à l'aide des quatre marqueurs,

notamment les différences de positionnement des souches appartenant aux deux biovars de

S. meliloti, sont dues à des évènements de transferts horizontaux de matériel génétique.

Enfin, un Jeu de séquences, obtenu en concaténant les données IGSRKP, IGSNoD,

IGSGAB et IGSExo pour les souches de S. meliloti de l'échantillonnage E2, a été analysé par

différentes méthodes visant à inférer des évènements de recombinaison en étudiant les

différences de patrons de polymorphisme le long de fragments d'ADN homologues. Les

résultats obtenus montrent: i) que les évènements de recombinaison inférés se déroulent

principalement entre les locus étudiés (Fig. 9) ; ii) que des évènements de recombinaison ont

lieu entre les souches de S. meliloti bv. meliloti et celles de S. meliloti bv. medicaginis. Cette
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Encadré 3. Structure dcs populations bactériennes sensu /alO

L'haploïdie du génome des bactéries fait qu'un grand nombre de termes et de concepts, communs dans

le cadre d'études de génétique des populations des organismes diploïdes, revêtent un sens différent ou ne sont

pas applicables aux populations de ces microorganismes. On peut d'ailleurs penser que ces différcnces ont

constitué un frein au développement des approches populationnelles chez les bactéries (avec l'absence

d'exemples illustrant l'influence du sexe sur l'évolution des populations bactériennes avant les années 1990,

etc ... ).

Par exemple, dans les études sc focalisant sur les eucaryotes, le terme panmictique décrit un régime de

reproduction sous lequel les gamètes se rencontrent aléatoirement. Le régime de reproduction panrnictique se

caractérise dans ce contexte par dcs fréquences génotypiques décrites par la structure d'Hardy-Weinberg, par

l'absence de différence entre hétérozygotie observée et l'hétérozygotie attendue (en espérance) et donc par un FIS

dont l'espérance est nulle.

Au sein de populations bactériennes, le calcul de la statistique FIS n'est pas possible du fait de l'haploïdie.

Toutefois, si le calcul de l'hétérozygotie attendue à l'équilibre d'Hardy-Weinberg n'a pas plus de sens sensu

srricro, la formule utilisée, revêt un intérêt particulier dans la mesure où elle fréquemment utilisée pour mesurer

, ,
le niveau de diversité des populations bactériennes. En effet, fil" =/-L P~ ,où Pi est la fréquence de l'allèle i

;=1

parmi les t allèles observés pour le marqueur étudié, correspond à la formule utilisée pour obtenir l'indice de

diversité de Gini-Sympson (ou indice de Nei). Enfin, si le terme panmixie sensu srricro n'est pas compatible

avec le cycle de vie des procaryotes, il a été uti Iisé par Maynard Smith er al. (1993) pour définir la structure

génétique des populations bactériennes en fonction du patron de déséquilibre de liaison observé. Dans ce cadre,

trois cas ont été différenciés: (i) une structure de population panmictique décrit une population bactérienne oü

l'ensemble des marqueurs étudiés sont en équilibre de liaison. Le cas le plus utilisé pour illustrer ce type de

structure est celui d' Helicobacrer pylori (Suerbaum ct al. 1998). (ii) Une structure épidémique décrit une

population au sein de laquelle certaines souches connaissent un succès évolutif entraînant la détection d'un

déséquilibre de liaison au niveau de l'ensemble dcs individus (lié à la surreprésentation de certains génotypes) et

un équilibre de liaison lorsque l'on utilise un représentant par génotype multilocus pour tester l'association.

Celte structure est par exemple rencontrée au sein des populations du pathogène Pseudomonas aeruginosa

(Pirnay et al. 2002). (iii) Enfin, les populati.ons présentant un déséquilibre de liaison aux deux échelles sont

appelées clonale. Celte structure est par exemple rencontrée dans les populations de Mycobacrerium bovis (Smith

et al. 2003).
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dernière hypothèse est cohérente avec l'image évolutive illustrée par l'arbre représentant les

distances génétiques entre différentes populations de S. meliloti présenté dans le chapitre VI.2

(Fig. 4).

VII. 3. Transferts au sein de deux populations de symbiotes des Medicago : existe-t-il un lien

entre architecture génomique et patron de recombinaison? (Article 2)

VII.3.!. Etat de l'art sur le déséquilibre de liaison chez S. meliloti et S. medicae

Outre la mise en évidence des espèces S. meliloti et S. medicae, l'étude menée par

Maynard Smith et al. (Maynard Smith et al. 1993) sur la base du jeu de données produit par

Eardly et al. (Eardly et al. 1990) a fourni les premières informations concernant l'impact des

mécanismes de recombinaison sur la diversité des souches de ces deux taxons. Toutefois, une

nouvelle analyse de ce jeu de données semblait nécessaire compte tenu des améliorations

méthodologiques portant sur les tests de déséquilibre de liaison basés sur les mesures d' lA.

Contrairement à ce qui avait été observé pour d'autres jeux de données, les résultats des tests

de déséquilibre de liaison réalisés à l'aide de la formule préconisée par Haubold et al. (1998)

à partir des génotypes de Sinorhizobium publiés par Eardly et al. (1990) sont en accord avec

ceux obtenus par Maynard Smith et al. (1993). Dans le cas des souches de S. meliloti, une

structure épidémique est inférée par les deux méthodes. (voir l'encadré 3 sur la définition des

structures de populations bactériennes). Sachant que treize des quatorze enzymes utilisées

dans l'étude de Eardly et al. (1990) sont codées par des locus chromosomiques dans le

génome de S. meliloti souche 1021, cela signifie qu'il existe un certain déséquilibre de liaison

au niveau de cette unité de réplication chez cette espèce. Dans le cas des souches de

S. medicae, Maynard Smith et al. (1993) ont décrit une structure de population panmictique.

Toutefois, sur quatorze marqueurs utilisés (Eardly et al. 1990) pour calculer l'indice

d'association, seuls trois présentent des patrons de polymorphisme incompatibles avec

l'hypothèse de déséquilibre de liaison, alors que trois locus ne présentent pas de signe de

recombinaison et que huit locus sont monomorphes ou non informatifs (i.e. le polymorphisme

est lié à la présence de singletons). Enfin, on trouve parmi les trois premiers marqueurs une

enzyme codée par un gène du plasmide pSymB sur le génome de S. meliloti souche 1021.

Ceci laissait supposer que le niveau de déséquilibre de liaison au sein du chromosome de

S. medicae n'a pas été parfaitement déterminé.
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Encadré 4. D équilibre de liaison

Dans le cadre d'élUdes sur l'évolution des populations bactériennes, déterminer le régime de reproduction

représente une étape importante dans la compréhension des processus mis en jeu. Ainsi, différentes

méthodologies ont été utilisées pour mettre en évidence le rôle de la recombinaison sur les patrons de diversité

bactériens. ))'une manière générale, deux types approches sont utilisées:

-des méthodes multiJocus, mesurant l'assoei<ltion statistique entre les génotypes au niveau de plusieurs

marqueurs. L'indice de ce type le plus couramment utilisé est l'indice d'association lA développé initialement par

Brown el al. (1980) et utilisé dans le cadre d'une étude du régime de reproduction de différentes populations

bactériennes par Maynard Smith el al. (1993). Cet indice est basé sur la comparaison des variances de la distance

génétique entre individus observée VII et attendue sous l' hypothèse d'équilibre de liaison V,: ( 1,\ =(Vo/vJ- 1).

Il existe deux manières de tester la signilïeativité d'une valeur d'lA: (i) sur la base de permutations des

génotypes à ehaque locus; (ii) en obtenant analytiquement!'intervalle de confiance à 95% de VF . Dans ee cadre,

Haubold el al. (1998) ont publié la formule exacte permettant d'obtenir la variance de V,. (Var( VE)), montrant à

cette occasion le manque de robustesse du test effectué avec l'approximation de Var(V,,) anciennement utilisée.

Dans le cas de nos travaux, le calcul de mesures de déséquilibre de liaison mulLilocus est handicapant dans la

mesure oü il n'est pas possiblc de meUre en évidence des différences de taux de recombinaison entre marqueurs

(i.e. une mesure d'association est obtenue pour l'ensemble des marqueurs, « moyennant» les différences

potentielles).

-des méthodes mesurant l'association statistique entre génotypes par paires de locus. D'une manière

générale, ces mesures sont toutes apparentées au X2 de Pearson qui vise à tester l'indépendance de deux variables

dans un tableau de fréquence à double entrée. Parmi l'ensemble de mesures disponibles (voir Hedrick (1987)

pour une revue), trois sont particulièrement Ulilisées. Soit une paire de locus diallélique A/B, pour çhaque paire

d'allèles Ai/B), on peut calculer D =P - P x P .
1} A.IBi A. Bi

D'autre part, on peut définir:

D'.=D ../D OÜD =miO[p xp :(l-p )x(l-p )]Si D. ~o ou
1) 1} max max A, B) A, BJ 'l

D =miO[p X(l-P J;p x(l-p )JSi D zO.
ma.' A, B

J
Bi A, 1}

Enfin, on peut utiliser la statistique: / =D~/[p x(l-P Jx P x(l-P )).
A, BJ Bi A,

Ces trois statistiques présentent différentes propriétés (Hedrick 1987) : a) Di/ et / sont des mesures normées

(i.e. Du' est compris entre -1 et l, r2 entre 0 et 1) contrairement à Di); b) Du et r2 sont plus sensibles aux

fréquenœs alléliques que Di;' ; e) il est facile de calculer un niveau de déséquilibre de liaison moyen entre deux

locus possédant plus de deux allèles sur la base des Du el Di;' ; voir le schéma ci-dessous pour une illustration de

certaines propriétés des trois statistiques présentées. Sur la base de ces propriétés, nous avons décidé d'utiliser

DI} et Di;' pour mesurer le niveau de déséquilibre de liaison entre nos marqueurs (Article 2). Dans ce contexte,

l'hypothèse d'équilibre de liaison entre paires de locus peut être testée sur la base de la distribution des valeurs
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Plus récemment, une étude publiée par Roumiantseva et al. (2002) a décrit un

déséquilibre de liaison significatif entre la majorité des marqueurs utilisés pour caractériser

des populations de S. meliloti isolées de nodosités de différentes espèces de Medicago à partir

de sols du Caucase. Toutefois, les auteurs suggèrent que le déséquilibre de liaison observé

dans leur étude est lié à l'échantillonnage de plusieurs populations génétiquement isolées. En

effet, nous avons indiqué dans le chapitre VI.2 que le jeu de données utilisé était composé de

trois populations différenciées.

VII.3.2. Inférence de transferts au sein d'une population de S. meliloti bv. meliloti et

de S. medicae {Article 2 }

Les différents problèmes soulevés par les études de Maynard Smith et al. (1993) et

Roumiantseva et al. (2002) ainsi que les résultats présentés dans le chapitre précédent nous

ont amené à mesurer le niveau de déséquilibre de liaison entre les sept marqueurs utilisés pour

caractérisées les souches de S. meliloti bv. meliloti et de S. medicae isolées lors de

l'échantillonnage El. Une approche populationnelle (encadré 4) a été utilisée car aucune sous­

structure n'a été détectée que se soit au sein du groupe de souches de S. meliloti bv. meliloti

ou au sein du groupe de souches de S. medicae, même si ce point ne constitue pas une

condition sine qua non puisqu'il est possible d'utiliser des mesures de déséquilibre de liaison

intra et inter-populationnelle (Ohta 1982; Tachida and Cockerham 1986).

Les mesures d'association calculées (i.e. D et D') et les tests de déséquilibre de liaison

effectués indiquent que le taux de recombinaison dépend de la localisation des marqueurs, au

moins sur le génome de S. meliloti bv meliloti (Fig. 10). Au sein de cette espèce, les

marqueurs chromosomiques sont en effet en fort déséquilibre de liaison, ce qui semble en

accord avec les données de Maynard Smith et al. (1993). Toutefois, nous n'avons pas testé

l'existence d'un déséquilibre de liaison sur notre jeu de données réduit à un individu par

génotype multilocus à cause du manque de puissance de cette approche lors de comparaisons

par paires de locus. Au contraire, les calculs de déséquilibre de liaison mettant en jeu des

locus plasmidiques, à la fois les comparaisons entre marqueurs plasmidiques et entre

marqueurs plasmidiques et chromosomiques, indiquent que ces derniers sont sujets à des

transferts horizontaux suffisamment fréquents pour casser le déséquilibre de liaison lié au

mode de reproduction clonaI de ces bactéries. Parallèlement, une étude récente indique que le

nombre d'événements d'insertion/délétion de gènes entre souches de S. meliloti bv. meliloti
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Figure 10. Distribution des mesures d'association D el D' pour l'ensemble des paires de locus chez

Sinorhirobium melilot! et Sinorhizobium medicae. Les barres d'erreur définissent les intervalles de confiance à

95% des mesures. Les comparaisons entre paires de locus chromosomiques sont entourées par une ligne

pointillée. Les résultats obtenus lors de telles comparaisons chez S. medicae ne sont pas précis du fait d'un

déficit Je polymorphisme.
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est plus important sur pSymA que sur le reste du génome (Giuntini et al. 2005). Ceci semble

indiquer que pSymA constitue un «point chaud» d'insertion de matériel génétique par

recombinaison homologue ou par transfert horizontal. Toutefois, il est difficile de savoir s'il

existe un lien direct entre ces deux observations (i.e. recombinaison et insertion/délétion).

Les marqueurs chromosomiques utilisés au sein de la population de S. medicae ne se

sont pas révélés assez polymorphes pour apporter des informations complémentaires à celles

obtenues par Maynard Smith et al. (1993). Par contre, les mesures de déséquilibre de liaison

calculées sur la base des marqueurs plasmidiques chez S. medicae sont comparables (i.e. les

valeurs sont du même ordre de grandeur) à celles observées chez S. meliloti. Ceci laisse

supposer que les marqueurs plasmidiques évoluent de manière indépendante chez S. medicae.

De précédentes études ont montré que les mégaplasmides de S. meliloti comportaient

différents déterminants génétiques impliqués dans les processus de conjugaison, dont

plusieurs locus tra (Galibert et al. 2001). De plus, plusieurs origines de transfert impliquées

dans le mécanisme de conjugaison (oriT and mob) ont également été identifiées sur les

mégaplasmides pSymA et pSymB. Notamment, un de ces éléments a été localisé à proximité

de l'îlot symbiotique de pSymA (Herrera-Cervera et al. 1998). Ces éléments pourraient

participer à un système de conjugaison qui permette des transferts horizontaux de matériel

génétique intra-spécifique. Malgré tout, le mécanisme qui contrôle ce type de transfert devrait

être clarifié. Jusqu'à maintenant, peu d'études ont observé ex-situ des transferts horizontaux

de mégaplasmide (Pretorius-Guth et al. 1990; Perez-Mendoza et al. 2005) et aucune étude n'a

mis en évidence expérimentalement les déterminants génétiques impliqués dans les transferts,

partiel ou complet, de pSymA et pSymB. De plus, ces unités de réplication semblent être de

taille trop importante pour être transmises intégralement par conjugaison. Si des approches

mécanistiques sont indispensables afin de mieux comprendre comment s'effectuent les

transferts inférés, des informations plus précises sur leur nature et sur leur impact sur la

diversité de S. meliloti et S. medicae pourraient être obtenues par des approches évolutives

complémentaires. Certaines d'entre elles seront discutées dans la partie dédiée aux

perspectives.

VII.3.3. Congruence entre architecture des génomes et patrons de recombinaisons: la

modularité représente-elle un avantage adaptatif?
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Encadré 5. Evolution de l'architecture des génomes bactériens

La multiplication des études d'électrophorèse en champ pulsé ct des projets de séquençage totaux de génomes a

révélé que de nombreuses espèces bactériennes présentaient des organisations génomiques particulières. D'une

part, il existe une diversité importante dans la taille des génomes bactériens. D'autre part, le nombre et la nature

des unités de réplication qui compo. Cnt ces génomes sont eux aussi variables (Casjens 199R).

Plusieurs auteurs ont sug éré que la taille des génomes était liée au mode de vie des bactéries. indépendamment

de la nature de J'interaction à laquelle ils participent, ou de leur position taxonomique (Moran and Wernegreen

2000; Lio 2002; Konstantinidis and Tiedje 2004). Certains symbiotes obligatoires à transmis. ion

(majoritairement) verticale présentent des tailles de génome proches d' 1 Mb. Notamment, les parasites du genre

Mycoplasma (Firmicute; 0,6-1 Mb), les bactéries du gcnre Wolbachia, qu'elles soient parasites ou mutualistes,

(Œ-Proteobacteria; 1-\,3 Mb), ou les bactéries du genre Buc/mera (y-Proteobacteria ; 0,6 Mb) illustrent cette

tendance évolutive. Au contraire, les bactéries les plus versatiles, notamment les symbiotes à transmission

horizontale, sont caractérisés par des tailles de génomes importantes. Ainsi, les génomes des parasites du

complexe Burkholderia cepacia (~-Proteobacteria; 8-8,7 Mb), ou de différents rhizobium tels que

Bradyrhizobium japonil'um (Œ-Proteobacteria; 9,1 Mb) font partie des plus grands génomes bactériens

séquencés. La variation de la taille du génome d'une espèce serait liée à deux contraintes évolutives: (i) la

nécessité de posséder et de réguler un nombre variable de voies métaboliques en fonction des habitats

rencontrés; (ii) des processus populationnels (impact de la dérive génétique sur les symbiotes à transmission

verticale) liés au mode de transmission des symbiotes. Notamment, les symbiotes à transmission verticale

devraicnt être particulièrement sensibles au cliquet de Muller du fait d'un effectif efficace limité lors des

transmissions, et de possibilités réduites de recombinaison.

Les variations dans le nombre et la nature (chromosome/megaplasmide/plasmide ; circulaire/linéaire) des unités

de réplication posent différentes qucstions. Les premières sont liées à l'origine de telles structures. Les

hypothèses avancée pour expliquer l'origine d'une telle variabilité sont l'acquisition horizontale d'unités de

réplication surnuméraires et la segmentation d'unités de réplication préexistantes. Le nombre de génomes

séquencés augmentant, les approches phylogénétiques visant à comprendre l'évolution de l'organisation des

génomes permettront sûrement d'obtenir des informations pertinentes à ce sujet. Les secondes sont liées à la

stabilité de telles structures. En effet, différentes approches ont permis de souligner l'extrême plasticité des

génome.' bactériens à l'échelle intra-spécifique. Sur la base des données acquises à ce jour, on constate qu'en

moyenne 10% des gènes d'une souche bactérienne intégralement séquencée ne sont pas présents ehez les

individus conspécitiques. Par ailleurs différentes expériences (notamment chez les rhizobium Sinorhizobium

NGR 234 et S. meliloti) ont montré que les mégaplasmides pouvaient s'intégrer au sein du chromosome. Dans

ces conditions, trois hypothèses peuvent être avancées pour expliquer le maintien de structures de génomes

complexes: (i) une diminution du temps de réplication pour les génomes multipartites, permettant un temps de

génération plus court, pourrait constituer un avantage sélectif. (ii) De plus, les génomes multipartites pourraient

bénéficier des avantages procurés par leur modul'arité à savoir une meilleure allocation des ressources aux

différentes voies métaboliques et un potentiel évolutif plus important.



VII. Transferts horizontaux et diversité génétique de S. meliloti et S. medicae

Le patron de déséquilibre de liaison observé pose des questions sur la nature

adaptative de l'architecture des génomes bactériens. En effet, il existe une variabilité non

négligeable dans le nombre et la nature (chromosome ou megaplasmide, linéaire ou circulaire)

des unités de réplication entre les génomes des espèces bactériennes (Encadré 5 et Ochman

(2002)) alors que la variabilité intraspécifique semble assez limitée. Pourtant, des études

d'évolution expérimentale ont montré que ces structures étaient plastiques chez certaines

espèces de rhizobium dont S. meliloti (Flores et al. 2000; Guo et al. 2003). Le génome de

S. meliloti, et probablement celui de S. medicae (le séquençage du génome de la souche

WSM419 de S. medicae pourra apporter certaines réponses à ce sujet), se compose de groupes

de gènes impliqués dans les fonctions du métabolisme de base, dans l'interaction symbiotique

ou dans des voies métaboliques secondaires. Ces groupes de gènes définissent des modules

qui sont localisés sur différentes unités de réplication (Galibert et al. 2001), dont le

fonctionnement est relativement intégré (i.e. à l'image d'un « super-opéron »). Jusqu'alors,

deux raisons principales ont été avancées pour expliquer l'émergence de la modularité (voir

(McAdams et al. 2004) pour une revue à ce sujet). D'une part, l'organisation modulaire des

génomes, i.e. l'intégration des voies de régulations des gènes impliqués dans les mêmes

fonctions, peut augmenter la valeur sélective des bactéries en facilitant l'allocation des

ressources aux différentes fonctions codées par chaque module, en régulant leur expression.

L'accumulation de gènes de régulation dans les grands génomes bactériens comme ceux des

rhizobium (Konstantinidis and Tiedje 2004), est en accord avec cette hypothèse. D'autre part,

les transferts horizontaux permettent l'évolution indépendante de chaque module, facilitant

l'action de pressions de sélection spécifiques sur différentes parts du génome. Les patrons de

déséquilibre de liaison et de polymorphisme observés dans l'article 2 sont en accord avec

cette hypothèse. Ce type de patron pourrait se retrouver chez d'autres bactéries, notamment au

sein du genre Agrobacterium où des données semblent indiquer une localisation non-aléatoire

des marqueurs polymorphes dont la diversité semble être structurée par la spécificité d'hôte

(Xavier Nesme, communication personnelle).

VIlA. Conclusions

Les transferts horizontaux ont un impact important sur la diversité des souches de

Sinorhizobium tant à l'échelle macroévolutive qu'à l'échelle microévolutive. D'une part, les

analyses effectuées semblent indiquer que les bactéries du genre Sinorhizobium ont acquis la

capacité à interagir avec les plantes du genre Medicago suite à un transfert d'îlot symbiotique
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VII. Transferts horizontaux et diversité génétique de S. meliloti et S. medicae

provenant d'un ancêtre de R. mongolense. D'autre part, l'étude des patrons de transfert de

matériel génétique chez S. meliloti bv. meliloti, S. meliloti bv. medicaginis et S. medicae nous

a permis de distinguer les statuts d'espèces et de biovars sur la base d'approche évolutive. Par

ailleurs, ceci suggère que les processus de spécialisation et de spéciation ne sont pas

indissociables chez les bactéries du genre Sinorhizobillm. Enfin, l'étude des patrons de

recombinaison au sein d'une population de S. meliloti bv. meliloti nous a permis de mettre en

évidence des différences de taux de recombinaison entre les différentes unités de réplication

du génome de S. meliloti. Ce résultat est particulièrement intéressant dans la mesure où le

génome de S. meliloti est structuré en trois réplicons possédant des caractéristiques

fonctionnelles différentes. Dans ce contexte, il est intéressant d'étudier la structure des

populations de Sinorhizobium au niveau de marqueurs situés sur chacune de ces unités de

réplication.
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Compte tenu de la différence de patron de structuration entre les locus utilisés dans le

chapitre VI.2, les évènements de recombinaison présentés dans le chapitre VII.2 semblent

avoir un impact important sur la diversité génétique des population de Sinorhizobium

associées aux plantes du genre Medicago. Par conséquent, nous avons essayé d'aborder les

questions relatives à l'influence de la diversité des plantes du genre Medicago sur la diversité

des populations symbiotiques qui leur sont associées au niveau de locus impliqués dans la

spécificité d'hôte et au niveau de locus de ménage. Nous avons dans un premier temps

focalisé notre attention sur les processus agissant au niveau de populations bactériennes

interagissant avec des plantes hôtes présentant des spécificités différentes puis sur les

processus agissant au sein de populations bactériennes interagissant avec des plantes

présentant des spécificités comparables.

VIII.I. Evolution vers différents groupes de spécificité {Articles 3 et 4}

Sur la base de l'échantillonnage E2 {Article 3}, nous avons étudié l'architecture de la

différenciation génétique entre les souches de S. meliloti bv. meliloti, S. meliloti bv.

medicaginis et S. medicae. Le but de cette approche était d'observer comment les différences

de spécificité symbiotique entre ces trois groupes bactériens se traduisaient en terme de

différenciation génétique au niveau de plusieurs locus répartis sur le chromosome, pSymA et

pSymB. Les structures génétiques observées ont servi de base à une réflexion portant sur les

processus qui influencent l'évolution des Sinorhizobium associés au genre Medicago.

VIII.1.1. Origine et évolution de la variabilité inter-biovars chez S. meliloti

Les analyses multilocus portant sur la variabilité génétique de l'échantillonnage E2

(Fig. 3, Fig. 7) pourraient sembler en accord avec la définition écologique des espèces

bactériennes préconisée par Cohan, où chaque écotype représente une espèce (2002). Sur la

base de ces analyses, S. meliloti bv. meliloti et S. meliloti bv. medicaginis semblent en effet

former des groupes génétiques discriminés. Toutefois, nous avons montré que les deux

biovars de S. meliloti n'était pas affectés par un isolement sexuel. Ceci suggère qu'une
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Figure 11. Distribution de la richesse allélique CA), FST et distance génétique moyenne CB et C) pour chaque

locus, entre les isolats des populations tunisiennes, assignés à Sinorhizobium medicae, Sinorhizobium meliloti bv.

meliloti et S. meliloti bv. medicaginis (Article 3 J. Dans les graphiques consacrées à la distribution de la richesse

allélique, les pourcentages d'allèles spécifiques de S. medicae, S. meliloti bv. meliloti et S. meliloti bv.

medicaginis sont respectivement figurés en noir, bleu et rouge. Les allèles partagés par deux groupes sont

représentés par un figuré hachuré. Dans les graphiques dédiés à la distance génétique moyenne entre isolats, les

barres d'erreur représentent les intervalles de confiance à 95% des valeurs calculées.
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approche locus par locus est nécessaire pour obtenir une description précise de la structure des

populations de S. meliloti. Dans cette optique, nous avons calculé différentes mesures de

différenciation entre les deux biovars pour les locus IGSRKP, IGSNoD, IGSGAB et IGSExo

(Fig. Il). Les locus étudiés présentent différents patrons de structuration.

Au niveau du locus IGSNoD, les deux biovars ne partagent aucun allèle, ce qUI se

traduit par un fort FST et des tests de différenciation significatifs. En outre, les allèles des deux

biovars forment des groupes monophylétiques très divergents sur les phylogénies IGSNoD

(Fig. 8) et nodABC-nodEG (Fig. 6). Ceci se traduit par une forte divergence génétique

moyenne entre les allèles des deux biovars. Barran et al. (2002) ont mis en évidence que le

déterminisme de la capacité à interagir efficacement avec M. laciniata et M. truncatula était

lié à un polymorphisme au niveau du gène nodC. Il est donc fort probable qu'une sélection

disruptive agisse au niveau de ce gène. Cette sélection pourrait influencer la variabilité

génétique au niveau de l'ensemble de la région des gènes nod par un effet d'auto-stop

génétique (Maynard Smith and Haigh 1974) à cause du faible taux de recombinaison au sein

de cet îlot symbiotique.

Au contraire, les biovars meliloti et medicaginis ne sont pas différenciés pour le locus

IGSExo. Par ailleurs, il est notable que le polymorphisme observé à ce locus se caractérise par

deux lignées alléliques divergentes (Fig. 8). Nous reviendrons durant le chapitre VIII.2 sur

cette caractéristique. Quoi qu'il en soit, l'absence de différenciation au locus IGSExo suggère

que certaines régions du génome accessoire de S. meliloti évoluent sous des pressions de

sélection cohésives.

Enfin, les locus IGSRKP et IGSGAB présentent des mesures de FST inférieures à celles

observées pour IGSNoD mais des tests de différenciation significatifs. Les faibles valeurs de

FST sont expliquées par le fait qu'une part importante de la richesse allélique de S. meliloti est

partagée par les deux biovars. Par ailleurs, alors que les allèles de S. meliloti à ces deux locus

forment un groupe monophylétique, les allèles de chaque biovar forment des groupes

paraphylétiques (Fig. 7). Ceci explique la faible divergence génétique moyenne observée

entre les deux biovars.

Il est intéressant de noter que la structure génétique des populations sympatriques

libanaises capables d'interagir soit avec M. rigiduloides, soit avec M. truncatula semble
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comparable à celle observée dans le cas des populations sympatriques tunisiennes capables

d'interagir soit avec M. laciniata, soit avec M. truncatula. En effet, les deux écotypes ne sont

pas différenciés sur les marqueurs IGSRKP, IGSExo et IGSGAB (Fig. 4). Au contraire une nette

divergence a été observée au niveau de l'îlot symbiotique nod, pour les cluster nodABC et

nodEG (Fig. 6). Ceci pourrait donc indiquer que le déterminant génétique du différentiel de

spécificité vis-à-vis de M. rigiduloides ou M. truncatula soit également situé dans l'îlot

symbiotique nod (tout au moins à proximité).

Le fort nIveau de divergence observé entre les différents clades de gènes nod de

S. meliloti et la paraphylie des biovars de S. meliloti pour les autres marqueurs suggère que

S. meliloti évolue selon un modèle de recombinaison cohésive, où les allèles conférant la

spécificité d'hôte sont transférés aux différents fonds génétique de l'espèce (Gevers et al.

2005). On peut constater sur l'arbre des populations de S. meliloti échantillonnées durant cette

thèse, basé sur les génotypes aux marqueurs IGSRKP, IGSExo et IGSGAB (Fig. 4), que la plante

hôte n'est pas le principal facteur structurant la diversité des souches de S. meliloti, ce qui va

à l'encontre de l'hypothèse d'une spéciation bactérienne liée à la spécificité d'hôte. Le fait

que seule la région des gènes de nodulation soit responsable du différentiel de spécificité entre

les différents écotypes de S. meliloti pourrait être impliqué dans le maintien de la structure

génétique observée. En effet, l'îlot symbiotique (en tout cas, la région comprise entre nodA et

nodE) semble former un module transféré dans son intégralité de manière fréquente. Une telle

architecture génétique devrait faciliter le maintien des différents écotypes (ou biovars), le fond

génétique de l'espèce évoluant sous des pressions de sélection indépendantes de celles qui

agissent sur la région des gènes nod.

Toutefois, les processus à l'origine de la diversification fonctionnelle des gènes de

nodulation chez S. meliloti restent indéterminés. Intuitivement, un mutant affecté dans le

mécanisme de reconnaissance de son partenaire, chez l'un ou l'autre des organismes

mutualistes, devrait être contre-sélectionné. Dans ces conditions, il semble difficile d'aboutir

au patron de diversité observé autrement que par: i) une diversification allopatrique des

systèmes de reconnaissance des Medicago alors que des flux de gènes existaient encore entre

bactéries symbiotiques; ii) une pression de sélection disruptive affectant le mécanisme de

reconnaissance de couples symbiotiques sympatriques, a condition que les Medicago

présentant un système de reconnaissance muté ne soient pas en compétition avec d'autres

plantes du genre.

29



A

.~ Sinorhizobium medicae

------'_�_----' 1 •

1'- ......1 ic:çgl SÙwrhi=ohium melilOli bV.mt:WCllgllli

!1 """1 ~/II""}I/.(lh"ml m 'iJ)/I '" '1.11 -" 1 1 \/ ,.ft<ll~" /1 ':.1"/"4(/'
~-,-_~Ë

Sinorhi=obium meli/oci bv.mcdica!pru~

i!1 c:::: Sinorhizobium medicae

____"""'-i '---c::=

~IJ'--------....J! Lrc

----=~~I

B

c

~I{'---------' ut

J--=---~I

Sinorhizobium medicae

Sinorhi=obillm melilnri bv.medicagi.niJ;

Figure 12. Représentation schématique des différents scénarios proposés pour expliquer les patrons de
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génétiques au cours du temps, l'arbre surimposé illustre l'évolution de la région nod. Dans l'arbre, les pointillés

indiquent des évènements de transfert horizontal.
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VIII. 1.2. Origine et évolution de la variabilité inter-spécifique chez S. meliloti

Inversement, les allèles de S. medicae sont clairement divergents de ceux rencontrés

au sein des deux biovars de S. meliloti (Fig. Il). De plus, la monophylie des allèles de

S. medicae dans l'ensemble des reconstructions phylogénétiques obtenues supporte

l'hypothèse que le génome de base et le génome accessoire des deux espèces sont différenciés

(Fig. 8). Ce résultat est en accord avec les études de génétique des populations conduites

jusqu'alors (Eardly et al. 1990; Maynard Smith et al. 1993) et avec les méthodes de

taxonomie bactérienne classique comme les mesures d'hybridation ADN/ADN qui ont mené

à la description de S. medicae (Rome et al. 1996). Toutefois, si nos résultats confirment le

statut d'espèce de S. meliloti et S. medicae, les questions de l'émergence et de la coexistence

de ces deux espèces reste posées.

Alors que les phylogénies basées sur les locus IGSRKP, IGSGAB et IGSExo suggèrent que

S. meliloti et S. medicae forment des groupes monophylétiques (S. meliloti et S. medicae sont

décrites comme des espèces sœurs, notamment sur la base de phylogénies 16S), celles

obtenues à l'aide de marqueurs localisés dans la région des gènes nod supportent l'hypothèse

que S. meliloti forme un groupe paraphylétique à cause de la position des séquences de

S. medicae (Fig. 6). En supposant que les îlots symbiotiques des souches associées aux

plantes du genre Medicago forment un groupe monophylétique, deux scénarios évolutifs

peuvent réconcilier les deux patrons que nous avons observés:

-un évènement de spéciation à l'origine de S. meliloti et S. medicae puis un

transfert d'îlot symbiotique interspécifique aurait pu se produire (Fig. 12 A, B). Par la

suite, la séquence transférée aurait pu augmenter en fréquence et se répandre dans

l'ensemble des fonds génétiques présents dans l'espèce receveuse par recombinaison

intra-spécifique. Ainsi, l'émergence des trois lignées fonctionnelles nod serait liée à

une sélection disruptive et la faible distance génétique entre les îlots de S. meliloti bv.

meliloti et S. medicae serait expliqué par une date de divergence récente liée au

transfert horizontal. Dans ce contexte, le fait qu'un seul écotype de S. medicae ait été

découvert jusqu'à maintenant va à l'encontre de l'hypothèse d'un transfert horizontal

d'îlot symbiotique de S. meliloti vers S. medicae. En effet, si S. medicae a acquis son

îlot symbiotique par transfert horizontal de matériel génétique, il est possible que des

populations dépourvues d'îlot symbiotique subsistent à l'image des données obtenues
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pour S. adhaerens (Rogel et al. 2001). Toutefois, cet argument doit être relativisé du

fait de notre méconnaissance de la diversité microbienne.

-après la diversification fonctionnelle de la région nod au sein de populations

ancestrales de S. meliloti, une partie des souches, possédant un îlot symbiotique

permettant d'interagir avec le groupe de spécificité de M. truncatula, aurait subit un

isolement sexuel induisant la spéciation de S. medicae (Fig. 12 C). Une étude récente

(Biondi et al. 2003), qui suggère que S. medicae serait originaire d'une population

ancestrale de S. meliloti, est compatible avec ce scénario. Toutefois, cette hypothèse

pose une contrainte quant au temps écoulé depuis la spéciation, la distance génétique

estimée entre S. meliloti et S. medicae étant de 0,080+/-0,008 mutations par paire de

base (f.!/bp) sur la séquence des gènes recA, atpD, glnA et glnII et la distance génétique

moyenne entre des individus de S. meliloti et S. medicae étant de l'ordre de 0,103+/­

0,001 f.!/bp et 0,103+/-0,008 f.!/bp sur les marqueurs IGSRKP et IGSGAB. De plus, aucun

polymorphisme partagé par les deux espèces n'a été observé. Ces données suggèrent

donc que la spéciation de S. meliloti et S. medicae n'est pas particulièrement récente,

ce qui remet en question l'image évolutive révélée par Biondi et al. (2003). Elle

soulève également des questions sur une vitesse d'évolution spécifique de la région

nod la distance génétique moyenne entre de S. meliloti bv. meliloti et S. medicae étant

de 0,030+/-0.003 f.!/bp sur IGSNoD (contre 0,269+/-0.011 f.!/bp entre S. meliloti bv.

meliloti et S. meliloti bv. medicaginis). Malgré tout, une telle différence de vitesse

d'évolution ne semble pas aberrante compte tenu de la vitesse d'évolution observée

sur d'autres marqueurs. Par exemple le niveau de divergence entre les souches de

S. meliloti et S. medicae est de 0,003 f.!/bp au niveau de l'ADNr l6S. Dans ce contexte,

la faible vitesse d'évolution observée pour le marqueur IGSNoD pourrait être liée à une

différence de régime de sélection, d'effectif efficace ou de taux de mutation affectant

l'ilot symbiotique (Bromham and Penny 2003).

Dans ces conditions, mettre en évidence le scénario le plus probable sur la base des

données actuelles semble difficile. L'acquisition de données sur une part plus importante du

mégaplasmide pSymA semble nécessaire pour affiner les hypothèses relatives à l'émergence

de S. meliloti et S. medicae. Notamment, la recherche de traces de recombinaisons

interspécifique sur pSymA pourra être menée après le séquençage du génome de la souche

WSM 419 de S. medicae par le« Joint Genome Institut ».
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Parallèlement aux scénarios proposés pour expliquer l'émergence du patron de

diversité observé pour la région symbiotique nod, trois processus pourraient expliquer la mise

en place de l'isolement sexuel entre S. meliloti et S. medicae : (i) un isolement géographique

aurait pu induire une divergence génétique, limitant les transferts horizontaux une fois que les

deux espèces se sont retrouvées en sympatrie. En effet, la probabilité d'observer un transfert

horizontal de matériel génétique est positivement corrélée à l'homologie des génomes

donneurs et receveurs (Vulie et al. 1997) ; (ii) les mécanismes impliqués dans la régulation et

l'efficacité des transferts horizontaux de matériel génétique pourraient être à l'origine d'un

mécanisme d'isolement sexuel précédant la phase de transfert. Notamment, les signaux émis

par les plantes hôtes (comme décrit par Oger et Farrand chez Rhizobium radiobacter (2002)),

la spécificité liée à l'organisme donneur (De Ge1der et al. 2005) ou les mécanismes liés aux

communications entre bactéries (voir Lyon et Novick (2004) et Whitehead et al. (2001) pour

des revues sur les petipdes-signaux et le quorum-sensing) pourraient être impliqués dans la

mise en place d'un isolement sexuel « actif» ; (iii) le taux de recombinaison efficace aurait pu

diminuer si les souches qui subissent plusieurs transferts horizontaux présentent une valeur

sélective inférieure à celle des génotypes «parentaux ». Cette hypothèse est utilisée dans

différents modèles visant à mettre en évidence l'impact de la recombinaison homologue sur la

spéciation d'écotypes bactériens (Cohan 1994a; Cohan 1994b; Cohan 1995). Une telle

diminution de valeur sélective pourrait être liée à la perte de certaines fonctions ou à des

allocations de ressource inadaptées, par exemple du fait de transferts de gènes de régulation.

Ainsi, la complexité (i.e. le nombre et la localisation des modules impliqués) des mécanismes

de reconnaissance (Mitra and Long 2004) et des interactions physiologiques (Kiers et al.

2003; Lodwig et al. 2003) entre les symbiotes pourrait également être à l'origine d'un

isolement sexuel entre lignées bactériennes.

Parce que S. meliloti bv. meliloti peut fixer l'azote en interaction avec un sous­

ensemble des espèces de Medicago qui interagissent de manière efficace avec S. medicae, il

est difficile d'expliquer la coexistence de ces deux groupes génétiques sans émettre

l'hypothèse de compromis différents entre les composantes de leur valeur sélective, à moins

que les plantes ne constituent pas une ressource limitante. En effet, la compétition entre des

symbiotes généralistes et spécialistes devrait conduire à la disparition des derniers, à moins

qu'ils soient plus performants que les généralistes sur les plantes hôtes utilisées par les deux

phénotypes. Cette différence pourrait être expliquée par une meilleure capacité à former des

nodosités et/ou un nombre plus important de descendants résultants de chaque nodosité
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(Parker 1999). Ainsi, on peut envisager qu'une adaptation différentielle à l'interaction

symbiotique puisse être liée à la fois à l'émergence et à la coexistence de S. meliloti bv.

meliloti et S. medicae. En outre, les travaux de modélisation publiés par Parker (1999)

soulignent qu'une structuration spatiale des populations de plantes hôtes présentant des

spécificités différentes est un facteur susceptible de favoriser la coexistence de rhizobium

spécialistes et généralistes.

Si la discussion concernant l'émergence et la coexistence de S. meliloti et S. medicae

peut sembler particulièrement spéculative, elle soulève un problème intéressant. La majorité

des études de co-évolution dans les systèmes mettant en jeu des bactéries mutualistes (surtout

dans le cas des rhizobium) ont essayé de mettre en relation, sans grande réussite, la

phylogénie des hôtes et celle des gènes bactériens impliqués dans la reconnaissance par l'hôte

(Wernegreen and Riley 1999; Bena et al. 2005). D'une part, les transferts horizontaux de

gènes impliqués dans la spécificité d'hôte entre bactéries ou les événements de perte/capture

de symbiotes font partie des processus qui limitent l'intérêt des recherches d'évènements de

co-cladogenèse pour améliorer notre compréhension de l'évolution des mutualismes. D'autre

part, l'évolution des signaux de spécificité n'est pas le seul mécanisme symbiotique pouvant

influencer la diversification des rhizobium. Notamment, la spécificité des échanges

métaboliques entre les partenaires symbiotiques pourrait être un moteur pour leur évolution.

Dans ce contexte, étudier l'évolution de la physiologie des interactions mutualistes (i.e.

l'évolution qualitative et quantitative des échanges de métabolites et des sanctions entre

partenaires) par l'étude des phénotypes mis en jeux et/ou des déterminants génétiques sous­

jacents ou bien étudier l'impact de la spécialisation physiologique sur la diversification

génétique des symbiotes par l'intermédiaire d'approches théoriques semble être une

alternative intéressante. Dans ce contexte, certaines pistes de recherche sont présentées dans

le chapitre IX.2. Elle pourrait permettre de mieux comprendre l'influence des interactions

symbiotiques sur la diversité génétique et fonctionnelle des organismes qui y participent, ceci

à différentes échelles, de l'évolution des symbiotes du genre Medicago à la réussite de

rhizobium atypiques (i.e. rhizobium photosynthétiques ou méthylotrophes, ~-rhizobium, ... ).

VIII. 2. Evolution des populations de S. meliloti et S. medicae interagissant avec des plantes

hôtes présentant des spectres d'hôtes comparables: des spécialisations tous azimuts?

{Article 2}
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Flgure 13. Valeurs et intervalles de confiance à 95% des distances génétiques moyennes entre les souches de

Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium medicae isolées des lots de plante G 1 (20 espèces du genre Medicago),

G2 (20 lignées de l'espèce Medicago truncatuia) et G3 (20 plantes de la lignée fixée Medicago truncatula

Jemalong A 17) (Article 2).
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Figure 14. Vue globale (A) et détaillée (B) du réseau mettant en relation les génotypes de Sinorhizobium

medicae (figurés par des triangles) et de Sinorhizobium meliloli (figurés par des cercles) isolés des 20 espèces de

Medicago (figurés bleus), des 20 lignées de Medicago truncatula (figurés rouges) et des 20 plants de Medicago

lruncalula Jemalong A 17 (figurés jaunes) (Article 2). Les numéros indiquent le nombre de représentants du

génotype multilocus.
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Nous avons essayer de relier la diversité des plantes du genre Medicago à la diversité

des souches de Sinorhizobium qui leurs sont associées. Dans ce but, une étude de génétique

des populations a été conduite sur la base de l'échantillonnage El {Article 2}. Les analyses

effectuées, basées sur la richesse allélique, les fréquences alléliques, le niveau de divergence

entre génotypes (Fig. 13) et les relations phylétiques entre génotypes (Fig. 14), n'ont pas

permis d'établir une relation entre la diversité des plantes hôtes utilisées pour le piégeage et

celle des bactéries échantillonnées dans leurs nodosités, que ce soit pour S. meliloti bv.

meliloti ou pour S. medicae. Ce résultat suggère que l'échantillonnage de la diversité

symbiotique des deux taxa peut être effectué à partir d'un nombre limité de génotypes de

plantes hôtes. Dans notre cas, échantillonner avec la lignée fixée M. truncatula Jemalong A17

aurait été suffisant pour récupérer toute la diversité génétique observée. il est toutefois notable

que M. truncatula Jemalong A17 peut être considéré comme un hôte présentant une

spécificité assez large puisqu'il interagit à la fois avec S. meliloti bv. meliloti et S. medicae.

Cette conclusion peut sembler a priori différente de celle obtenue sur la base

d'échantillonnages in situ à partir desquels il avait été montré que différents cultivars de

M. sativa interagissaient avec des populations bactériennes différenciées (Paffetti et al. 1996;

Paffetti et al. 1998) ou sur la base d'études physiologiques chez S. meliloti qui ont décrit des

déterminants génétiques impliqués dans des différences d'aptitudes à interagir avec différents

génotypes de M. truncatula (Kiss et al. 2004). Toutefois, il est important de noter que notre

plan d'échantillonnage n'était pas fait pour détecter des préférences quantitatives de certains

génotypes de plantes hôte envers des génotypes bactériens. Par ailleurs, le niveau de diversité

des populations bactériennes contenues dans le sol utilisé peut avoir une influence sur le

résultat de ce type d'étude. Par exemple, nous n'avons pas isolé lors de l'échantillonnage El

de souches capables d'interagir efficacement avec M. laciniata ou M. rigiduloides.

Le manque de relation entre les diversités des deux partenaires symbiotiques pourrait

être lié à deux autres aspects de l'évolution de la spécificité d'interaction entre les espèces de

Medicago et leurs Sinorhizobium. Premièrement, même si le processus de co-évolution entre

les partenaires symbiotiques est structuré dans l'espace (i.e. les populations de rhizobium sont

localement adaptées à leurs hôtes), les bactéries d'un même biovar sont généralement en

contact in natura avec différents génotypes de plantes hôtes voir plusieurs espèces de plantes

hôtes, ce qui pourrait limiter les pressions de sélection pour une spécialisation des lignées de

rhizobium. En effet, Carelli et al. (2000) ont décrit une homogénéisation progressive des
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Encadré 6. Détection de la sélection

Déterminer la nature, l'intensité et l'inl1uence relati ve des différcntes pressions de sélection qui s'exercent sur

les génomes des organismes symbiotiques est fondamental pour comprendre leur divcrsification. A cet erret,

différcntcs méthodologies permettent de tester l'adéquation entre les patrons de polymorphisme nucléotidique

observés ct un modèle évolutif neutre. Ces méthodes peuvent être groupées en fonction de l'échelle évolutive >,

laquelle elles peuvent être appliquées:

-Un premier ensemble de méthodes s'intéresse aux patrons de polymorphismes à l'échelle intra­

spécifique. Un des intérêts majeurs de ces méthodes est qu'elles peuvent s'appliquer aussi bien sur des locus

codants que sur des espaceurs intergéniques. Au sein de cet ensemble trois approches principales, utilisant la

diversité à un loeus donné, peuvent être distinguées: a) les approches basées sur la réponse différentielle de

plusieurs estimateurs du paramètre B en cas d'écarts à un modèle d'évolution neutre. C'est notamment le cas du

D de Tajima (Tajima 1989) utilisé dans le cadre de l'article 2 ; b) les approches basées sur les propriétés du

spectre de fréquences haplotypiques attendu sous un régime de sélection neutre (Ewens 1972). On peut

également utiliser des approches basées sur la comparaison des probabilités d'observer les données étudiées sous

un modèle d'évolution neutre ou implémentant j'effet d'une pression de sélection comme celle développée par

Galtier et al. (2000).

-Un second ensemble d'approches phylogénétiques étudie la distribution des mutations non-synonymes

et est donc dédiée à l'analyse de locus codant pour des protéines. Dans le cas de l'approche la plus utilisée (Yang

1998), le but est de comparer les probabilités des données sous des modèles d'évolution prenant en compte

différents a priori sur la distrihution de w (ou dN/dS, lc ratio de mutations non-synonymes/synonymes). Les

modèles comparés peuvent se focaliser soit sur la distrihution de w entre les différents sites de l'alignement ou

les différentes hranches de l'arbre. On peut penser que l'échelle évolutive la plus appropriée pour utiliser ce type

d'approche est l'échelle interspécifique. Deux explications motivent cette position: (i) une étude récente indique

que le ratio dN/dS pour un gène peut varier au cours du temps à l'échelle intra-spécifique au sein des populations

bactériennes à cause d'effets indirects tels que l'auto-stop génétique (Rocha ct al. 2006) ; (ii) ces méthodologies

"'appuient sur l'ohtention de phylogénies par maximum de vraisemblance. Or, ohtenir des reconstructions

phylogénétiques fiahles à l'échelle intra-spécifique peut être compliqué par l'existence d'événements de

recombinaison au sein des gènes.

-Enfin, un dernier ensemble d'approches s'intéresse à la comparaison des patrons de polymorphisme

aux échellcs intra et inter-spécifiques. Parmi les deux principales méthodologies utilisant celle propriété, certains

tests comme celui développé par Hudson, Kreitman ct Aguadé (Hudson et al. 1987) peuvent s'appliquer à des

séquences non-codantes contrairement au test de Mac Donald et Kreitman (McDonald and Kseitman 1991) qui

utilisc les notions de mutation synonymes et non synonymes. Le test est effectué sur des données de séquence

obtenues sur plusieurs locus vise à mellre en évidence des écarts entre les niveaux de divergence observés à

chaque locus, au sein de chaque espèee et entre espèces, et les niveaux de divergence allendus sous un modèle

neutre. La significativité des écarts observés est jugée sur la base d'un paramètre d'ajustement qui suit une loi de

X2
. Des extensions de ce test hasées sur le calcul de la vraisemblance des données sous différents modèles faisant
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populations de rhizobium associées à différents cultivars de M. sativa, cultivés sur un même
-

sol pendant quatre ans. Ce résultat est en accord avec l'hypothèse que les populations de

S. meliloti ou de S. medicae évoluent pour devenir plus généralistes lorsqu'elles sont en

contact avec différents génotypes de plantes hôtes. Deuxièmement, les groupes d'espèces de

Medicago basés sur les capacités symbiotiques sont paraphylétiques dans la phylogénie des

plantes du genre Medicago (Bena et al. 2005). Notamment, la capacité à interagir avec les

seules souches de S. medicae ou avec à la fois les souches de S. medicae et les souches de S.

meliloti bv. meliloti a évolué par plusieurs événements de réversion ou de convergence

(Fig. 1). Ce patron d'évolution, par le jeu de la compétition entre souches spécialisées sur le

même type d'hôte et par le mécanisme d'évolution vers des comportements généralistes au

sein des populations bactériennes, devrait réduire la corrélation entre la diversité des plantes

hôtes et celles de leurs symbiotes ainsi que la probabilité d'observer des évènements de co­

spéciation par le biais d'approches phylogénétiques.

Si la diversité génétique des plantes utilisées pour le piégeage n'a pas eu une influence

directe sur la diversité des symbiotes étudiés (i.e. pas de corrélation entre les deux séries de

mesures), la recherche de traces de sélection (voir l'encadré 6) suggère que l'interaction avec

les populations naturelles de plantes hôtes a influencé la diversité des populations de

Sinorhizobium étudiées. Etonnamment, nous avons observé une forte corrélation entre les

valeurs de D de Tajima calculées pour chaque locus, chez les deux espèces (R2=0,70, p<0,05)

(Fig. 15). La corrélation observée est en dehors de la distribution attendue, cette dernière étant

obtenue par des simulations de coalescents neutres conditionnées au nombre de sites

polymorphes observés pour chaque locus (en l'absence d'information sur les taux de

mutations, et donc à quel estimateur de e se fier, il est préférable de travailler à nombre de

sites polymorphes constant) (Depaulis et al. 2001). Elle suggère donc que des pressions de

sélection similaires s'exercent aux mêmes locus chez S. meliloti et S. medicae. Les deux

espèces présentent a priori la même architecture de génome, des niches écologiques proches

(tant au niveau du sol qu'au niveau des plantes hôtes) et des comportements sexuels similaires

ce qui pourrait les amener à évoluer sous les mêmes pressions de sélection.

La majorité des locus présente des patrons de polymorphisme qui ne s'écartent pas de

l'attendu sous un modèle neutre, malgré la corrélation observée entre les D de Tajima chez les

deux espèces. Au contraire, les locus IGSNoD et IG5Exo présentent des marques de sélection

sur la base de la statistique D de Tajima (1983). Le locus IGSNoD est localisé dans l'îlot
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varier l'indépendance Jes vites es d'évolution entre locus et/ou l'influence de la sé!u':lion sur la divergence

nucléotidique aux niveaux intra et interspécifïques sont maintenant disponibles (Wright and Charlesworth 2004).
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Figure 15. Distribution des valeurs de D de Tajima prise pour chaque locus pour la population de Sinorhizobium

meliloli et pour la population de Sinorhizobium medicae. Les figurés gris indiquent que la valeur de D ne s'écarte

pas de l'attendu neutre pour les deux espèces. Les figurés blanc et noir indiquent respectivement que la valeur de

D de Taj ima s'écarte de J' attendu neutre pour S. medicae (lGSNOO ) et pour S. meliloli (lCSEXO) {Article 2 J.
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symbiotique du mégaplasmide pSymA, qui contient les gènes nod, nif et fix. Ce locus

présente, à la fois chez S. meliloti et chez S. medicae, les valeurs de D les plus négatives

parmi celles que nous avons calculées. De plus, la valeur négative rencontrée chez S. medicae

diverge significativement de l'attendu neutre. Puisque un seul marqueur présente une valeur

de D significativement différente de l'attendu neutre (et compte tenu de la distribution

particulière des D de Tajima entre espèces), l'hypothèse qu'un événement démographique soit

à l'origine du polymorphisme observé n'est pas la plus probable. Nous avons donc proposé

qu'un balayage sélectif lié à une pression de sélection purificatrice ou positive est

l'explication la plus probable pour les valeurs négatives de D observée sur le locus IGSNoD.

Parker (1999) a proposé que dans les mutualismes, contrairement à ce qui est attendu dans les

interactions antagonistes, les individus présentant une mutation du système de reconnaissance

devrait être désavantagés. Une étude phylogénétique récente chez les Rickettsiaceae (Jiggins

et al. 2002), portant notamment sur la diversité du gène wsp qui code pour une protéine de

surface, montre que certains sites de la séquence de ce gène évoluent sous sélection positive

dans les lignées parasitaires (un modèle incluant une classe de site avec (ù >1 est plus

probable), alors que l'ensemble des sites des lignées mutualistes évoluent sous sélection

purificatrice (modèle avec 0) <1). Sur la base de ces travaux, nous avons supposé que les

valeurs de D négatives observées pour le locus IGSNoD étaient liées à une pression de

sélection purificatrice. Toutefois, l'existence d'épisodes de sélection positive n'est pas

improbable compte tenu du niveau de divergence entre les îlots symbiotiques nod des biovars

de S. meliloti.

A l'inverse, le locus IGSExo présente les valeurs de D les plus fortes chez S. meliloti et

S. medicae. De plus, le patron de polymorphisme observé s'écarte significativement de

l'attendu neutre pour le jeu de séquence de S. meliloti. Pour les mêmes raisons que celles

invoquées dans le cas du locus IGSNoD, l'hypothèse qu'un évènement démographique soit à

l'origine des valeurs de D observées pour le locus IGSExo semble peu probable. De plus nous

n'avons pas détecté de sous structure, qui aurait pu biaiser l'ensemble des valeurs de D de

Tajima vers des valeurs positives, à partir du réticulogramme construit, des tests de

différentiation effectués entre les groupes de plantes hôtes ou à l'aide du logiciel STRUCTURE

(les analyses ont été effectuées en groupant les locus chromosomiques qui présentent du

déséquilibre de liaison et qui pourraient biaiser l'analyse). Les observations effectuées

suggèrent donc que la région incluant le locus IGSExo évolue sous un régime de sélection

balancée. Or, plusieurs groupes de gènes impliqués dans la synthèse d'exopolysaccharides de
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surface (EPS) sont physiquement liés à IGSEXo, comme les gènes exo ou exp. Plusieurs études

physiologiques ont mis en évidence le rôle de ces gènes dans la mise en place d'une symbiose

efficace chez S. meliloti (Battisti et al. 1992; Gonzalez et al. 1996a; Gonzalez et al. 1996b),

notamment de par leur action sur les mécanismes de défense de la plante hôte (voir Fraysse et

al. (2003) pour une revue à ce sujet). Un travail récent sur l'évolution de nombreux gènes

bactériens, à l'échelle intraspécifique, a montré que les protéines de surface des espèces

parasites, qui peuvent être reconnues par les hôtes eucaryotes, évoluaient fréquemment sous

sélection balancée (Hughes 2005). De fait, l'adaptation à différents génotypes d'hôtes est

avancé pour expliquer le patron de sélection balancée au niveau du gène ospe dans les

populations du parasite B. burgdoferi (Brisson and Dykhuizen 2004).

Le patron de recombinaison inféré à l'aide de mesures de déséquilibre de liaison a

probablement facilité l'action des pressions de sélection différentielles inférée pour les locus

plasmidiques IGSNoD et IGSEXo. Ces marqueurs étant en équilibre de liaison, les interactions

entre les pressions de sélection qui s'exercent sur les deux régions génomiques sont limitées.

Cette différence de pressions de sélection pourrait constituer une illustration du dilemme des

organismes symbiotiques (van Baalen and Jansen 2001). En effet, la valeur sélective des

rhizobium dépend de leur capacité: i) à interagir avec les plantes hôtes, cette dernière étant

tributaire des étapes précoces de reconnaissance entre plantes et rhizobium liées aux gènes

nod; ii) à échapper aux sanctions sensu lato de la plante hôte qui sélectionnent des

comportements plus coopératifs au détriment des bactéries symbiotiques (West et al. 2002b).

Dans ce contexte, une explication possible pour les patrons de polymorphisme observé serait

que les étapes précoces de reconnaissance par l'hôte (i.e. la reconnaissance par le biais des

Facteurs-Nod) induisent des pressions de sélection purificatrice au niveau des gènes nod,

alors que les étapes tardives de reconnaissance induisent des pressions de sélection fréquence­

dépendantes sur les gènes impliqués dans la synthèse de polysaccharides de surface. Le

mécanisme à l'origine de cette sélection fréquence-dépendante reste à éclaircir. La mise en

place d'une sélection balancée au niveau des gènes intervenant dans la synthèse de

polysaccharides de surface pourrait être liée:

-aux pressions de sélection sur le compromis d'allocation des ressources entre

les fonctions symbiotiques et le taux de reproduction. Certains récepteurs de l'hôte,

par exemple les défensines ou les lectines pourraient induirent une préférence

d'interaction avec un phénotype «polysaccharides de surface» donné. Or, il est

envisageable qu'une augmentation de l'apparentement au sein des populations de

37



VIII. Evolution de la spécificité et diversification des Sinorhizobium spp.

rhizobium puisse conduire à une diminution du taux de fixation optimal (West et al.

2002b). Dans ces conditions, on peut se demander si un polymorphisme protégé

pourrait émerger tant au niveau des récepteurs des plantes hôtes qu'au niveau des

gènes bactériens impliqués dans le phénotype « polysaccharides de surface ».

-à l'hétérogénéité des espèces de plantes hôtes qui interagissent avec les

rhizobium. Si des différences de spécificité vis-à-vis des phénotypes «polysaccharides

de surface» existent entre espèces de Medicago sympatriques, la fréquence des allèles

codant pour les différents phénotypes bactériens sera fonction de la fréquence des

différentes plantes hôtes. Cette hypothèse pose toutefois la question de l'origine d'un

tel polymorphisme de spécificité.

Ce type de régime de sélection pourrait engendrer une diminution de l'efficacité de

sanctions a priori de la plante hôte via des réactions de défense qui interviendraient avant les

mécanismes de sanction a posteriori basées sur le niveau de fixation d'azote dans les

nodosités (Kiers et al. 2003).

VII!. 3. Remarque conclusive

Enfin, il est intéressant de constater que les patrons de divergence observés entre

S. meliloti bv. meliloti et S. medicae (surtout abordés dans l'article 3) présentent une forte

analogie avec les résultats de l'étude des patrons de sélection au sein de S. meliloti bv.

meliloti et S. medicae {Article 2}, les valeurs de D de Tajima étant liées au niveau de

divergence moyen entre les allèles. En effet, on distingue dans les deux approches trois

patrons: (i) les patrons de diversité des locus IGSRKP et IGScAB ne semblent pas s'écarter de

l'attendu neutre à l'échelle intra-spécifique. Or, les niveaux de divergence moyens entre

S. meliloti bv. meliloti et S. medicae à ces deux locus ne sont pas significativement différents.

(ii) Au contraire, le locus IGSExo présente des valeurs de D de Tajima positives qui s'écartent

du modèle neutre chez S. meliloti bv. meliloti. Ces valeurs de D sont liées à l'observation

d'une faible richesse allélique, chaque allèle étant très différencié (dans le cas de S. meliloti

bv. meliloti, 2 allèles avec 10 sites en ségrégation). Parallèlement, le niveau moyen de

divergence entre les allèles IGSExo de S. meliloti bv. meliloti et S. medicae est

significativement plus important que celui observé sur IGSRKP et IGScAB. (iii) Enfin, le locus

IGSNoD présente des valeurs de D de Tajima négatives qui s'écartent du modèle neutre chez

S. medicae. Ces valeurs de D sont liées à présence d'allèles peu divergents caractérisés par un

spectre de fréquence très déséquilibré (typique d'une généalogie en « étoile »). Parallèlement,
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le niveau moyen de divergence entre les allèles IGSNoD de S. meliloti bv. meliloti et

S. medicae est significativement plus faible que celui observé sur IGSRKP et IGSGAB. La

ressemblance des patrons observés aux échelles intra- et inter-spécifique pourrait indiquer que

les même processus seraient à l'origine des deux types de polymorphisme.
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IX. Conclusions et (surtout) perspectives

Le travail effectué a permis de mieux cerner certains aspects de la structure et de

l'évolution des populations de Sinorhizobium sp. associées aux plantes du genre Medicago.

Toutefois, certaines questions restent posées. Le but de ce chapitre est essentiellement de

discuter des perspectives de recherche qui découlent de ces questions.

IX. 1. Transferts horizontaux

Dans le chapitre consacré à l'influence des transferts horizontaux sur la diversité des

souches de Sinorhizobium sp., nous avons montré que les marqueurs localisés sur les

mégaplasmides pSymA et pSymB étaient sujets à des transferts horizontaux de matériel

génétique. Chez S. meliloti l'ensemble de ces marqueurs sont en effet en équilibre de liaison

aussi bien entre eux qu'avec les marqueurs chromosomiques. Comme discuté précédemment,

le mécanisme à l'origine de ces transferts horizontaux reste relativement obscur. Si des études

permettant de caractériser les déterminants génétiques à l'origine des transferts observés sont

indispensables pour une meilleure caractérisation du système, des études de génétique des

populations pourraient permettre d'obtenir des informations complémentaires. En effet, les

différents mécanismes de transfert qui peuvent intervenir entre bactéries (conjugaison typique

ou d'îlots), transformation et transduction devraient engendrer des patrons de déséquilibre de

liaison différents au sein des génomes (Hudson 1994) (Fig. 16). Ces patrons pourraient être

mis en évidence par l'étude du niveau de déséquilibre de liaison entre des marqueurs

polymorphes au sein du génome de S. meliloti. Le séquençage de marqueurs génétiques

localisés de manière régulière le long d'un des mégaplasmides pourrait être utilisé à cet effet.

A l'heure actuelle, les puces de reséquençage constitueraient l'outil le plus approprié pour

mener à bien la caractérisation de ces marqueurs. Ce type d'outil permettant de déterminer

environ 30000 pb au sein d'un génome, il serait à l'heure actuelle envisageable de séquencer

250 pb sur environ un gène sur 10 du mégaplasmide pSymA. Dans ce contexte, le patron de

déséquilibre de liaison observé pourrait être comparé aux attendus théoriques correspondants

aux différentes modalités de transfert horizontal envisageables pour notre système biologique.

Les résultats obtenus pourraient orienter les recherches mécanistiques sur les déterminants qui

pourraient focaliser notre attention sur les gènes impliqués dans le mécanisme de transfert

inféré. Ainsi, si un mécanisme de type conjugatif est inféré, il serait intéressant d'approfondir
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Figure 16, Simulation de la relation entre patrons de déséquilibre de liaison et distance physique pour une unité

de réplication circulaire attendue sous trois modes de transfert horizontaux différents, L'unité de réplication est

balisée par 21 marqueurs équidistants. Pour chaque graphique, les triangles beiges correspondent à l'ensemble

des valeurs de déséquilibre de liaison attendues, les carrés correspondent aux mesures d'association entre

l'origine de transfert (orin de l'unité de réplication et les vingt autres marqueurs. A: cas de transferts

conjugatifs classiques. Des fragments débutant à J'oriT, dom les tailles sont tirées dans une loi normale, sont

échangés entre bactéries. B : cas de transferts conjugatifs d'élément intégratif Des fragments de taille constante

débutant à ï' ori'T sont échangés entre bactéries, C : cas de transfert par transformation. Des fragments débutant à

une position aléatoire, dont les tailles sont tirées dans une loi normale, sont échangés entre bactéries. Il est

notable que pour une même quantité moyenne d'ADN recombinée pour chaque transfert, un taux de

recombinaison plus important est nécessaire pour casser le déséquilibre de liaison lié à la clonalité avec le

mécanisme de transformation,
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les résultats obtenus par Pretorius-Guth et al. (1990) en mesurant des taux de recombinaison

entre souches de Sinorhizobium mutée au niveau des différents gènes tra annotés dans le

génome de S. meliloti souche 1021.

IX. 2. Influence des plantes hôtes du genre Medicago sur la diversification des Sinorhizobium

sp.

Le chapitre concernant l'impact des plantes hôtes sur la diversité des bactéries

symbiotiques associées nous a permis de mettre en exergue la complexité de ce problème qui,

au-delà de la spécificité d'un dialogue moléculaire, pourrait impliquer une spécificité

physiologique.

IX.2.1. Evolution expérimentale

Dans ce contexte, des expériences d'évolution expérimentales seraient intéressantes.

L'objectif de telles manipulations pourrait être de savoir si la mise en contact récurrente avec

un hôte particulier influence l'évolution phénotypique d'une population de rhizobium. Cette

évolution pourrait se traduire à la fois par une adaptation à l'interaction avec le génotype de

plante utilisé lors de l'expérience et par une modification du phénotype observable lors de

l'interaction avec d'autres plantes hôtes. Ainsi, un plan d'expérience basé sur des inoculations

indépendantes de différentes souches bactériennes sur plusieurs génotypes de plantes hôtes

pourrait être réalisé. Chaque interaction génotype bactérien/génotype végétal pourrait être

reconduite par broyage de nodosités et inoculation de la solution obtenue à de nouvelles

germination présentant le même génotype. Au terme de l'expérience, il serait alors possible:

i) de comparer le phénotype des souches bactériennes initiales à celui des populations

bactériennes sélectionnées; ii) de comparer le phénotype des populations bactériennes

sélectionnées sur différentes plantes hôtes en opérant des inoculations croisées. Afin de

mesurer des différences phénotypiques entre traitements, trois caractères principaux

pourraient être suivis:

-la valeur sélective globale de chaque population bactérienne inoculée pourrait

être obtenue par comptage du nombre de bactéries formant colonie au sein du système

racinaire de chaque type de plante hôte.

41



IX. Conclusions et perspectives

-le niveau d'investissement des populations bactériennes dans les fonctions

symbiotiques pourrait être estimé en observant par PCR quantitative le ratio du

nombres de transcrits des locus nifH et le nombre de copies d'ADNr 165.

-la valeur sélective des plantes hôtes en interaction avec les différentes

populations bactériennes pourrait être obtenue par des mesures directes (nombre de

graines) ou indirectes (poids des parties aériennes).

Les données obtenues devraient aboutir à une meilleure connaissance du potentiel

évolutif de ces caractères et à une meilleure compréhension de l'effet des plantes hôtes sur la

diversité fonctionnelle des rhizobium.

IX.2.1. Modélisation

En outre, le développement d'une approche théorique pourrait permettre la mise en

évidence de paramètres clefs, qui seraient susceptible d'induire les patrons de diversité

observés dans les différents groupes génétiques de Sinorhizobium qui sont associées aux

espèces de Medicago. Jusqu'à aujourd'hui, l'interaction entre rhizobium et légumineuse a été

étudié par le biais d'approches théoriques pour aborder deux problèmes principaux:

-l'émergence et le maintien d'une interaction mutualiste entre les deux partenaires. Les

modèles développés pour répondre à cette question se basent sur l'hypothèse d'un

apparentement fort entre les bactéries interagissant avec les plantes hôtes et celles qui sont

localisées à l'extérieur des nodules (Olivieri and Frank 1994; Bever and 5imms 2000) ou sur

l'hypothèse de sanctions appliquées par les plantes à l'encontre des rhizobium les moins

coopératifs (West et al. 2002a; West et al. 2002b). Des expériences ont démontré par ailleurs

que les plantes ont en effet la capacité de sanctionner les rhizobium les moins coopératifs

(Kiers et al. 2003; 5imms et al. 2006), ou d'influencer la différenciation des rhizobium en

bactéroïdes (Mergaert et al. 2006).

-le maintien d'un polymorphisme de spécificité dans des métapopulations de plantes et

de bactéries. En particulier, Parker (1999) a montré que moyennant certaines hypothèses

concernant la répartition initiale des phénotypes symbiotiques, le taux de migration des deux

partenaires ou l'efficacité symbiotique de différents types bactériens, il était possible de

maintenir un polymorphisme de spécificité de type spécialiste/généraliste chez des couples

symbiotiques.
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En complément, il serait intéressant d'étudier l'impact des relations entre l' hôte et son

symbiote pour comprendre comment cette interaction influence la diversification des bactéries

symbiotiques. L'intérêt pour ce type d'approche est souligné par différents résultats. D'une

part, Doebli et Dieckmann (2000) ont montré que l'évolution d'un caractère impliqué dans

l'interaction pour chaque espèce mutualiste pouvait déboucher sur des spéciations

sympatriques parallèles chez les deux partenaires. Dans ce contexte, la stabilité des

branchements observés serait liée au rapport des bénéfices mutualistes récupéré par chaque

partenaire. D'autre part, Porcher et al. (2001) ont montré par une approche de simulation que

la complexité métabolique pouvait être à l'origine de l'émergence de polymorphismes dans

les populations bactériennes.

Ainsi, un modèle pourrait être développé afin d'étudier i) les processus de

spécialisation entre groupes bactériens, ii) l'évolution du sexe chez les formes spécialisées et

par la même la spéciation l'influence et iii) la possibilité d'une co-évolution entre plantes et

bactéries. Dans un premier temps, une approche de simulation préliminaire a -été mise en

place. Sur la base des a priori disponibles, une fonction décrivant la valeur sélective d'un

rhizobium en fonction de la part d'énergie allouée aux fonctions symbiotiques et de

caractéristiques de la plante hôte:

Equation 1

où West la valeur sélective des bactéries, E la quantité d'énergie que la plante peut investir

dans la symbiose, D la part d'énergie donnée par la plante sans sanction (formation d'une

nodosité), S un seuil d'énergie alloué par la bactérie aux fonctions symbiotiques au dessous

duquel la plante applique une sanction, F le phénotype d'allocation de la bactérie focus.

Les simulations effectuées jusqu'alors utilisent deux types de plantes hôtes (Pl et P2),

en fréquences constantes, présentant chacun des paramètres propres qui influencent la forme

de W(F) (i.e. variation de E, D,let S) (Fig. 17). Les simulations sont alors obtenues comme

suit: une gamme de 100 phénotypes d'allocation équiprobables est créée et la fréquence de

rencontre de chaque phénotype face à chaque hôte est calculée sous l'hypothèse d'association

aléatoire des rhizobium aux hôtes Plou P2. Ensuite, on calcule la fréquence du phénotype X

(f (X) ) parmi les i =100 phénotypes au temps T+1 par :
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Equation 2

où W Pl' (i) est la valeur sélective du phénotype i sur la plante Yet J(Pf), la probabilité de

rencontre de la plante Y. Il est notable qu'un modèle alternatif de régulation démographique

inter-habitat ne permet pas de maintenir de polymorphisme dans les gammes de paramètre

testées.

Les résultats obtenus suggèrent que sous certaines conditions, deux plantes hôtes

caractérisées par des modes de sanction différents pouvaient être à l'origine d'une sélection

disruptive conduisant à une coexistence stable de deux voire trois phénotypes caractérisés par

des investissement symbiotiques différents (deux phénotypes fixateurs ou deux phénotypes

fixateurs et un non-fixateur), et par-là même à une possibilité de spéciation symaptrique

(Fig.t8). Toutefois, deux problèmes se posent à ce niveau:

-Vérifier analytiquement si certains jeux de paramètres permettent effectivement de

maintenir un polymorphisme à l'équilibre (si c'est possible... ) et le cas échéant étudier les

conditions qui permettent de conserver ce polymorphisme.

-Cette approche est fondée sur une fonction mathématique définie arbitrairement et

décrivant la relation entre la valeur sélective d'une bactérie et le taux d'énergie qu'elle alloue

à la fixation d'azote. Or, les résultats obtenus peuvent dépendre de certaines caractéristiques

de cette fonction qui n'auraient pas de fondement biologique (notamment la possibilité de

maintenir trois phénotypes en interaction avec deux hôtes). Il faudrait donc prendre en compte

de manière structurée les interactions métaboliques afin de décrire de façon plus réaliste le

mutualisme liant les bactéries fixatrice d'azote à leurs plantes hôtes (la rencontre, la formation

de la nodosité, puis l'échange entre les partenaire et la sortie des nodules) afin de vérifier que

l'existence d'un polymorphisme stable ne dépend pas de détails non biologiques liés à la

fonction mathématique définie précédemment.

A terme, ce type de modèle pourrait évoluer afin de prendre en compte différents

paramètres complémentaires:

-il serait intéressant d'étudier si des génotypes sexués seraient capables

d'envahir les populations de rhizobium. Le compromis d'allocation aux fonctions

symbiotiques devrait être un phénotype complexe lié à différents déterminants
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génétiques. Si on suppose un tel déterminisme, ce phénotype peut-être modélisé

comme la somme de différents caractères indépendants dont les effets sont additifs.

Dans ces conditions, il devrait être possible de modéliser des mutants capables

d'échanger/d'acquérir du matériel génétique contenant les déterminants aux caractères

d'intérêt. De plus, il serait envisageable d'étudier l'évolution d'allèles permettant la

mise en place d'un isolement reproducteur actif entre lignées spécialisées.

-il serait également intéressant d'étudier l'interaction entre la mise en place de

systèmes de spécificité précoces (type Facteur-Nod) ou tardifs (type polysaccharides

de surface) et l'évolution du phénotype d'allocation aux fonctions symbiotiques.

Notamment, il serait intéressant de constater si des déterminants facilitant la

reconnaIssance par la plante hôte peuvent évoluer pour l'ensemble des phénotypes

étudiés.

-enfin, il semble indispensable de prendre en compte la diversification

fonctionnelle des plantes pour aboutir à un modèle de co-évolution. De ce fait, il serait

intéressant de définir les conditions nécessaires à l'émergence de groupes de plantes

hôtes présentant des mécanismes de sanction différents. Ces conditions pourraient

notamment être liées à une structuration spatiale ou un polymorphisme dans la

capacité à prélever de l'azote du sol.

IX.3. Biogéographie

Dans le cadre du (court) chapitre consacré à l'étude de la structure spatiale de la

diversité génétique des souches de Sinorhizobium associées aux plantes du genre Medicago,

nous avons mis en évidence que l'isolement géographique était un facteur important dans

l'optique de la compréhension du maintien de la diversité génétique chez S. meliloti et

S. medicae. De plus, nous avons montré que les populations de S. meliloti étaient structurées

du fait de l'existence de différents groupes de spécificité au sein du genre Medicago. Dans ce

cadre, une approche phylogéographique à l'échelle du bassin méditerranéen permettrait

d'affiner nos connaissances sur les processus qui influencent la diversification des

populations de S. meliloti et S. medicae. Ainsi, un échantillonnage a été initié afin de répondre

à quatre questions:

-les souches de S. meliloti associées à M. rigiduloides constituent-elle un nouveau

biovar ?
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-la structure génétique des populations de Sinorhizobium associées aux Medicago est­

elle corrélée à la distribution géographique des plantes hôtes appartenant aux différents

groupes de spécificité?

-est-il possible de déterminer à quelle échelle la distance géographique a une influence

significative sur la structure des populations de Sinorhizobium symbiotiques?

-quels sont les facteurs clefs qui permettent le maintien de différents biovars chez

S. meliloti ?

Dans ce contexte, l'échantillonnage utilisé doit permettre d'analyser les relations

génétiques entre les écotypes bactérIens associés à différentes plantes du genre Medicago. Le

piégeage ex-situ de bactéries symbiotiques a été envisagé de la façon suivante. Il est effectué à

l'aide de quatre espèces de plantes hôtes qui présentent des spectres d'hôtes et des aires de

répartition différents: M. trunctula, M. laciniata, M. rigiduloides, et Medicago carstiensis.

Les plantes sont cultivées individuellement et sont mises en contact avec différents

échantillons de sol provenant de l'ensemble du bassin méditerranéen. Au moins cinq plantes

de chaque espèce sont utilisées pour chaque sol. Des plantes témoins de chaque espèce sont

cultivées sur un substrat stérilisé. Apres deux mois, les poids secs des parties aériennes des

plantes sont mesurés afin de corréler le génotype des bactéries à l'efficacité de l'interaction

qu'elles ont initiée avec la plante utilisée pour le piégeage et dans le but de limiter le nombre

de populations bactériennes à étudier. Les nodosités sont récoltées sur chaque plante, quatre

d'entre elles sont stérilisées, puis la souche bactérienne présente à l'intérieur de chaque

nodosité sera isolée. Le génotypage de l'ensemble des souches est envisagé par séquençage

ou typage SNP (ça coûte cher de faire du séquençage ... ) sur la base de quatre locus, un

marqueur chromosomique (IGSRKP) et trois marqueurs plasmidiques (IGSEXO' IGSNoD,

IGSGAB).

Jusqu'à présent, un piégeage a été effectué sur dix échantillons de sols provenant du

Portugal, d'Italie, de Bulgarie, du Liban et de Tunisie. Une série de piégeages

supplémentaires est envisagée à l'aide de sols provenant du Maroc, de France, du Caucase, de

Turquie, de Libye, de Grèce et d'Israël.

Les résultats déjà acquis indiquent pour Medicago rigiduloides et Medicago truncatula

qu'un certain nombre de sols sur lesquels les plantes cultivées présentent des moyennes de

poids sec des parties aériennes significativement supérieures aux valeurs obtenues pour le
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témoin négatif (sans bactéries symbiotiques) (Fig. 19). Pour ces deux espèces, les lots de

plantes qui ne présentent pas de différence significative avec le témoin ont montré une

nodulation inefficace (nodosités de petite taille de coloration blanche). La répartition

géographique des sols contenant les populations de bactéries symbiotiques efficaces est

différente pour les deux espèces végétales:

-dans le cas de Medicago rigiduloides, seuls les sols bulgares et libanais contenaient

une population symbiotique efficace ayant abouti à une augmentation significative du poids

sec des parties aériennes des plantes hôtes. Cette observation, illustrée par le phénotype des

plantes présenté dans la figure 20, peut être mise en relation avec l'aire de répartition naturelle

de l'espèce hôte, située à l'est du bassin méditerranéen. Par ailleurs, nous avons observé des

différences flagrantes dans le nombre et la forme des nodules obtenus sur les plantes cultivées

sur les sols bulgares et libanais.

-dans le cas de Medicago truncatula, contrairement à ce que nous attendions au regard

de l'aire de répartition de l'espèce, certains sols (les deux sols italiens et un sol libanais) ne

contenaient pas une population bactérienne symbiotique efficace suffisante pour induire une

augmentation des poids secs des parties aériennes des plantes hôtes par le biais d'une

symbiose efficace. Cette absence de nodulation efficace n'est pas obligatoirement liée à

l'absence totale de bactéries capables d'induire une symbiose efficace avec des plantes du

genre Medicago comme en attestent les résultats obtenus sur Medicago rigiduloides pour les

deux sols libanais.

Dans le cas de Medicago carstiensis, les tests d'inoculation et de piégeage de

rhizobium que nous avons effectués jusqu'à présent n'ont pas permis de mettre en évidence de

bactéries capables d'induire une symbiose efficace avec cette espèce. En effet, lors des

expériences de piégeage, nous avons obtenu sur l'ensemble des sols une nodulation inefficace

(nodosités de petite taille de coloration blanche) les différences avec les témoins étant non

significatives. Un nouvel échantillonnage de sol a été effectué de manière à obtenir des

populations de bactéries adaptées à cette plante hôte.

Enfin, dans le cas de Medicago laciniata, nous n'avons obtenu aucune nodulation sur

la base des sols utilisés jusqu'à présent. Cependant nous disposons d'autres échantillons de

sols tunisiens ou les symbiotes associés à cette plante ont été piégés (comme précisé dans

l'introduction) et des échantillons de sols marocains, algériens et libyens qui devraient nous

permettre, à terme de compléter notre échantillonnage de bactéries.
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L'ensemble des données acquises suggèrent que la diversité fonctionnelle des

bactéries associées aux plantes du genre Medicago est structurée spatialement, ceci au niveau

inter-écotypes (différences de patrons de présence/absence des populations symbiotiques

associées aux différentes plantes hôtes) et intra-écotype (différences dans le phénotype de

nodulation des plantes de l'espèce Medicago rigiduloides). A l'heure actuelle, le piégeage a

repris sur les sols complémentaires et la caractérisation génétique des populations

bactériennes sera entamée prochainement. Gageons que cette expérience apportera des

informations intéressantes ...
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Durant cette thèse, nous avons abordé plusieurs points touchant à l'évolution de la

diversité des populations de S. meliloti et S. medicae. Du point de vue des transferts

horizontaux de matériel génétique, nous avons essayé d'apporter des précisions sur l'impact

de ce mécanisme sur la diversité des populations observées. Nos données semblent indiquer

que les flux de gènes sont structurés en fonction de la localisation sur le génome des régions

recombinantes et qu'ils jouent un rôle fondamental dans le potentiel évolutif des groupes

bactériens étudiés. Les travaux effectués sur l'influence des populations de plantes hôtes sur

la diversité des Sinorhizobium reflètent la complexité du mécanisme étudié: (i) La

coexistence au sein du génome des souches de Sinorhizobium de patrons de sélection attendus

dans le cadre de relations mutualistes et pathogènes souligne la diversité des pressions de

sélection qui influencent la diversification de nos bactéries modèles. Il semble que cette

diversité de pression soit en rapport avec des conflits d'intérêts entre les composantes du

génome bactérien et/ou entre les partenaires symbiotiques (ii) L'observation concomitante

d'espèces et de biovars de Sinorhizobium associés de manière différentielle aux plantes du

genre Medicago pose la question du lien entre l'architecture génétique des déterminants de

l'adaptation et le mode de diversification des génomes. Enfin, la mise en évidence d'une

structure géographique des populations de Sinorhizobium associés aux plantes du genre

Medicago ouvre des perspectives intéressantes tant d'un point de vue fondamental (influence

de la répartition des plantes hôtes sur la diversité génétique des bactéries, estimation des taux

de migration bactériens, ... ) que pratique (mise en évidence de génotypes adaptés localement,

gestion des pratiques d'inoculation). Dans un cadre plus général, l'étude de la diversité et de

l'évolution des bactéries est actuellement en train de vivre une révolution. L'augmentation

exponentielle des capacités de séquençage permet d'envisager que dans quelques années,

l'étude de l'évolution du patrimoine génétique de populations de bactéries appartenant à des

espèces modèles se fasse à l'échelle des génomes (voir Margulies et al. (2005) pour voir

comment une personne peut séquencer un génome bactérien en une journée à l'aide d'une

seule expérience). En parallèle, les progrès sur réalisés sur les outils de caractérisation

phénotypiques à haut débit (puces d'expression ou PCR quantitative pour des cas plus ciblés)

devrait permettre une étude plus fine des relations entre phénotypes et génotypes. La capacité

d'associer ces deux types de données devrait faire des bactéries des modèles de choix pour
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des études de biologie intégrative. On pourra en effet envisager d'étudier en parallèle

l'évolution des fonctions, des régulations et des organismes. Si l'étude de ces processus

représente un enjeu majeur dans le cadre de bactéries pathogènes, certaines bactéries

mutualistes d'intérêt agronomique, telles que les rhizobium, pourraient bénéficier de tels

programmes de recherche. En effet, les perspectives de recherche sur S. meliloti et S. medicae

s'intègrent dans cette démarche intégrative, tant au niveau de l'étude des mécanismes de

transferts horizontaux de matériel génétique qu'au niveau de l'évolution du spectre d'hôte. On

peut d'ailleurs souligner que les données préliminaires du séquençage d'une souche de S.

medicae devraient être disponibles d'ici la fin de l'année et que des chercheurs de l'USDA

(B. Eardly et P. Van Berkum) ont entrepris des études de MLST sur S. meliloti et S. medicae

avec un nombre important de marqueurs (24 gènes dont 10 sur le chromosome, 7 sur pSymB

et 7 sur psymA). Je ne rajouterai qu'une chose: longue vie au modèle

Sinorhizobium/Medicago ...
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;;.Hnple;; COJlet.'I..'I.1 III ll~e \ledllèll anea n ba;;tn whel;:
Al. fI.1CIflit1l!:I J, Il'H1\'''; :mJ Lompal c:l1 l heir }!etl~lI~ and.
pl}è1wt~pk Idau cmshlp;, '0\ llh Otl~l M.:Jicu4/u-ll(x.lul.;[.
mg haétena lhill v..-e bad ;;tudled ple\J{',u;;l\ 1:41.:;4. Wé
0Utl:'ilder~ Il Llseful Il) tk;'Cllb.-: d:IOlnO;;Olllal ..ma
,\'mbIOlic gel\ellc dl\el'>ll~ Ir. ortiel Il' L1t}(1er.,tanc.1 lhe
laMltlOlnlC :ind ecoIOf!t(;j1 a"pe~"b. \.... '" I,.'CHlcluœ IhJ.I
,itlorbimbw, WhlCh f"rlll d'fe..:'me ~Y'mblu.'''::' WJtl:

M. IIll'iflil.1la. repr",;;etH a Ho\.::l blfl\dl nt S. nr.:1I}"!J.

\lalcrials and mdhud..

B:wlerial si rain..

Tl:~ ;;ourve, or b.lCt~nal "niale, and letèl€oc'es Jr.::
!t;;led in l.lble L

hlllatilln .. 1' mlli-ntldulalin~ haclt'ria

t\ lül.!l Dr "'li lle~\ I,"olale, •...'el.: ohwmed t"!l)m th let

heoch jale, aoo l'rom the TUr.ISIiUI ;;\"'111;, kll1dly ;;em hy
1k :\1.E. AllLl3U1 d:\lRST. "1 Lint;;Ii"1 15H:, The pr.:,en.:·<!'

of rhil.obia ln ;;011 sampi"" W;}S ltl\e:;Uj!.aIM hy Li.;;lng
Medic<l!W /ili'mW/11 a, lllé trapplll,C! plant. Bill:l.ellal
CIOllè'> wer<!' i"oLaIM l'rom 4·~e.eb.·{)ld nouul.:, a;;
pl<:\·lou;,l) de;;cribed ;w .. Ihd~[I.1 were rle;;en"",d aI

HO Cil: Yl::\1 hmlh J~: ;'l..Ipplemented WJI!: 5W~·~,

j!.lyœrol 1\':\.1.

PCR/RFl.P ~llJal~....e.. on 1tlS rlr\.\-IC"\ arxl /Ùfl\'[)
rt'~ioll"

Bacl~llJ..! wele J:!WWtL III TY :if!J..!1 l'el Il uL.;hes J..!l 2li C
li.)1 2 days ecu..; WCI': ;'LJ;'f~ndè'd in ;;tedle waret. ln
tolal. ]llll ~ ha'::l~lI:d ;;L1Sp"'Il'lm: was adlu.'loo [() all

l'ptlcal d~r1'iit ~ 1620lUtII of : aoo tnel~ pdlcled. C~ll

pellet w,,;; re;;uspel1doX! œ Tm·Hel 15 m:\'!. pll H.31 and
pwteina:.e K 1<1.211)1'1111. CoeIl;; ...\'..::r~ iOCLlb:.tIM l'(,r 2 Il al

55'(" and then HI min ln bOllmp wdter. Baelellal œil
pteparatll.lr., ....~re ;;toret! "t 211 (' ttllul 1.I~. A vùlUIllC

M' 2111 w.a;; Li.,eJ for "CR amphtl.::ation a, l~mplate

D:\IA,
:\mpllti.:-aui,n ti.'r litS rD.'oiA·](j~ I~,li I..bl and mfJ.>K

1!.:; b.bl r~gion;; wa, perl[)rt!)Cd t.:iIllÇ! LI plllgrallllUable
he';}l bl(1c~ tf'~tb.ll\-Ellœl Illlldei 2~MH :b pl"'\'IOU~ly

t1.:.scnll::(1 ilH,. "':I..::epl Ifll th.: .ïmpltticiîuoll M'lhe nd}"'[)

lè!!IÙl\ t~)r Whl(:11 the lemp<:lralUl'':: -:\d.-: plûj!ram WJ;,
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Tab~ I. ....ïnoriltoMum ,tram.- ,mu J'-lJlato u;,cd ln thl' ,tuuy .lnu thelr !!<:nntypc_ l>a<,Cd on 16S rD'\IA-IGS and n~1)K typln~

I"nlale- {Ir

rdercm:c ,trdm'
(~'ljrraphK..a1on!!m and ,OUrLe nr
rdercn..:e

nifld)

....Itlorhr::oMum ,p. l!lf lannil.l/a 1

Cil to Cl~

Cll1tnClI~

ClIII t,l ( 1/14
CI V] tn CIV:
CVI tn ('V4
HL!. HL:::
HL:',. HL-l
5211
S:L:
S2U. S::!U
S:!L4
S:!L5
S:D
'l'nU
T6L:! lo '16U
T!L1
TiL:! tn nu
nu. T7Lï
T"LI. 'l'XL:!
rl\L~. ThoL6
l'bl4. ThL5
1'''l.7
T9U
'l'iL: ln T'JL4
T'lU
'1'1Ln lo T9L\ ()
l'lOU tn TJOU
TIOIA
TI<ILs. 'l'lOLo
T1oU. 'l'IOL!I
WSM15}
WSM4II4
\VSM4-lI6

s. mdi/Mi
lKH. :!Oll
W:I
A'l'CC'?,(I,OT

crll
t'pm
VII
AIIOB
VI :-lA

X medla1i'
..\X!IT

C"41
V'~

M}
Mlt14

M. laânnla
loi lannula
~I larinil.l/i1
M larini21a
M.laânau.:l
M laânnra

M lariniaÙ1
M.laânilÙ1
AI. laâni2/Ll
M. hHinvla
M. larintJÙ1
M. laânà1tJ.l
M Jarinnl'l
M. JaânàlÙ1
M. lannuta
AI. Jarinvlfl
M Jarinuill
M ladnuta
M. Jarinuw
M.larinnltl

M. JadnàJla
loi JarinàJlfl
M. Jadniaw
AI Jarinnla
AI. Jarinàlla
M. larinàJt'l
AI. Jarinutn
M. JaânàJta
M. larinàJlfl
loi Jarinntn
M. Jarinà2Ù1
M Jariniatn
AI Jarinà2la

M. sa tira
Sm I\km'allye (If IH !Cüll [27]
M . .mtira
H trrUiœlIlJa

M. poJl'lIwrrha
,\1. tTIUl.mlula
M. IrUfl.mlllla
M trunmruJa

M. trunl'i1fula

M pohmorpha
M. Irlmaltula
."'1 or/'oiculari.Y
M. trun,ntula

là.:!.... lTan..:e HIn, ,tud).
Ce:t.b. l'rance: Uhls ,tud).
CèL.l-', l'rance Ctin, ,t ud} 1

G~7a..'. !-'rance eth" ;.tudyi
Ceta..... hance (lin:!> !>tud)"1
Hérault. l'rance Uhl' ,tudyl
~rault. France ohl' ,ludyl
Salnl-Bauzille, 1 ranœ ethl' ,tudyl
Salnt-&uzlile. han..:c ethl~ ~ludyl

Sainl-lldU:Zlllc:, han.::c ethl' ,tudyl
Sainl-BaU71Ile. I-ranœ ethl;, 'lOOYI
Sarnt-&U:ZIJJc. hanœ nhl' ,lud~'1
Sa mt-Bauzi Ile:. hanœ nh",ludyl
Imfidlu. Tunl!>!a Uhi, .!>tudYJ
t:nîidiJa, 'funl<,)~ 4thl:!> :study'I
KalroWln. 'l'unt.la 1thl.!> sludyi
Kaimuan. Tuni>ia (thl> studyJ
KamlUan. TUnisia 4lhl' studY.1
Had]ch, 'l'uniJ>la uhl' :sludYI
Had,cb, 'l'Unl",a Hhl, sludYI
I-Ld.lc:b. 'l'Unl'la Uhl." sludYI
Hadlcb. Tunl!>l.! Hhl> ~tudy,

o;elma. TUnisla Hhl' slud)'1
IJtelma, 'l'uni'1J. Hhl' 'ludyl
IJtelma. TUnl",a nhl' :!>ludy'l
IJtdma. TUnl:sla uhl' 'ludy'i
Ben J\oune. '1 Unl:!>la Uhl' slud~.
Ben Aoune. luni,ia (lhi~ sludyi
Ben A.oune, TUnisla 4thi, sludyl
Bcn Aoune, Tuni:sid IthiJ> :sludy',
Soulh Au..~traha, Dr. J. Howl<:n.!>nn
AUMraha, Or J Hf1Wlenson
We:stc:m Au..str.Jlu. Dr J HOW1enson

Umtcd Sl:.lle- '141
han..:e IIOJ
l'rance! 10l
han..:.: [:151
I-rance 1351
l'rance j.(5)

l'rance [?5j
l'rance: (HlI
Aude. han..:c r.,~]

Syna p-l]
~j'ria ~14]

R:'
R~

R~

RI
RI
RI
R:'
H.I

:-.l'I
:-.l9
~"I
:-.l9
~'J

:-.ll~

~I

:-.lI
~l~

~l

~II

~4

~4

~IO

:-.llO
N')
~IO

~9

NIIl
:-.llll
NIU
~9

NIII
~9

~IU

N9
N')
:-.lIO
:-.l'.l
Nlll
~9

:-.l4
:-.lIn

modined accordmg 10 Don el al. Il3l. ln ill.a1 denatura·
tlon ...·a5 performed al 95 'C 101' 5 mm and wa5 tûllowed

by 20 cycle;; cmHisling {',f dellaturaÙ{)n (30;; at 94 'C},

annealmg (30;; ,Il a temperalure decreasÎtlj2 b~ 0.5 'c
cyde frt-,m 65 If) 55 'C). and elllerHlOn (72 'C al 2 min 1.

llle annea\lnj! sr.ep was Illiuntamoo al 55 r for lhe
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XII. Article 1

tI1U1.,win~ ~:' .::~d6. Un \.A.1l1lplèlll't: r.t d~ ";''i .:-y.:le.;. llo~

;',lInple:. \\<::t<: lI:':-Ub:ll<X! for 7 mu: ,Il ;~ (' .lLii lr...:r: bdd
iil .J '<':

AiI~LJt'1h of dlonul W III l'CR illllrht~<Il'; '...·~l;:
re;,tn.:-too h~ Ct,,1. HlIdlJ. AlV'] r'l Or BI ll'.'Jt· lhé
nIfKD t<!J.!wn only 1 etld()t:Lldea;;~, :1;; tÙUOWIll,L:! lllt'
Illdtlut:"Clli:tet';, reCOmtm:nd.HlOn;, il'lOmè~:.a. Europen·
[~('I Re;;u l.:-tOO D'-'A wa.; lhep. ~nalyze.:i by <l~.1lo.;e ~d

d~:trt>rt:1.)I<:Sh :1'. Ptè\lL)llSI~ d~,;cnbeu lHf. C1U;;tetlll~

t'mm l'CR·RFLI' ddI;; 1'.'..1;; <:,llmalü:..! wilh l~ Remilc'
pr,'.!!rilm I~}; bi1'<:d MI lh-.: ütn\'<:l~hkd palt j.!tOl.'p
mdht~d Will: "tl[hmell':- ;.l\ér<l!!è;' It 'PG~1A1 !.:l.jt:, •.md

lièl,l:lhbOt·!cllrHt:l! l:'>.J 1 ::;". methr.a'i.

n",\/Il'\:.\ h~'hridiJalinn

l:li.l.:-trl1;.l1 D:'\'A ~"3;, eXlr;t-::ted [Iom :l·ally·ok! I5U·ml
TY l)toth CUlllll~' ," ik:;":-llb~l by l:lrermel èt al. lX~.

Toul D"i..\ t'I<)([I tt:<: ,tt:lm S. ,.œllh.tfi AI C\."'14301' l'iii.'
laœled h,· t ;"IHit'm·ptlltllll~ usmg il :\1e.l!Jprtllleb. il
iAmershaml. u,·el.; (,t' D"-.;A rd;ilMnesi, ....~rè Je[et·
mme<! l.S1I:P lhe S: 1~L;.::k.1'ie 1l1.:hloll1;;œtü:· ;l':-Hi Illethod
1: 7' JI th" opl1m~1 temr~r.. llw: ti',t D.'-·:\ rca'i sr,.: l.l 110 11
: 711 C 1 t {lI ! h h.

111 Gr"\I'fJr ,·h~'-"·l"rl.'lil·... (;r,:,wtl\ ':Jpd,,·lt~ at dln~renl
pH \ul ue;, and. lempefiltu.re:; :ttid toler ;11>':-<: [r,

'io,)dIUlli .:hlollde ....'etc 4kUrtllll:oo. SUdm:; were
pt<:·cultllred 1U YE~1 broth al ~}; C to lhe 1()!!
pha~e: t~ ceU;, wete lhen .....ashe<! onœ wlth (u.;~<,

:'>laCl ;;Oll.lllO[l and r<:slbpend~. Tl.œ, ':-üntamrng
j·ml YI::~1 blOlh .....erc Itl{)cui:llèd ln achle,e al,
1r.llI.lI OPII(.'dl d<:tl'illy at tJ(1(11~1ll jOI.)I.~d ot" betw~tl

H.!lX 11.1. 'r he tlObe, '" ere lll':·L;I.laI.:d fm il \\ e.Jk. .md
01.)1<1\1 value:; .....ere me;bure<!. ">:dCI <:;ünœntrattons
te:;too ln YE\1 blC,th were O.Hl" ('. 3.11"." at1d 5.1)" a.

pH \'Jlue:; of Y1::\1 hrNh wele adlu;;[c.aw 4.H. 6.U,
7.0 and 'J.O by addmJ.! HCl fil :",,011. Grnwth
wpa\.·lt~ al :l7 and 4~ (" wa;; :.1:;0 1.kt.:[ Illitloo.

jri 1 Anllbi,'I; • .\ll.\f't·"lIhiJrIl: Intrm;i1c .HUlbJrluc rè::I,tdltee
te,t, were r"'értMmoo b~· n-~.l'llllt~~ mhlbltlr'll l.nlk'

dlam.:telS (lI: YE\1 ill!,.lr pLite;, '>'tlh lhe ti)lIlJwmp
antlhiotK' dl"';-;; Ibl()~1èrieu:l .. h i1.1lœ J. ni<lidl"'.: al.:id
1).1 Il~l chlûlampL1enlcol (30 1lJ.!1. l)eom~\.'1tl t.m IJ.AL
penidlllll (j jn U!lItSI. pol~'rn~:un H 1""1(1 L.:lllbL

m'eptL)1il vClt\ I! (1 li!:!, 1. tetr x~.:-hlle f 3\111!:! 1 and \'àll(;1.~

rn~'àr: I:lUI-42.1. lests wet~ l"elti'llmèd ln trlphCale and
[Il<.' su;;,,~ptibihl~ i',f tll<.' ,trams wa;; <bîlK.'OO from
tl~ <lnllbln~l:..rll'. fbio\1enellxl 1.m me bd,,, ot lhé
inhlblllOt: 1.0tle d[Jmeter,.

11111 Bi<JcJremu:a{ and lIu.\l.1m'.tJraI'JJlC fôt,'. The a;;;;unila­
tlOll N 4l.,1 d[tlèletlt '-<.Itbon '1.~urœ;, W.h dd<:'rrnmed
on ..\l'15(1(,H mips ..... rth AI'15jK]i!:l medium
Ihlt)~1ellel..ôXI wllh ph",riol red a, tt~ pH mdtC..lLOL

S[r:lIll;' wete lllo.::ul.tled a, I~OI!lIllerk.kd b~· th~

m.inl.t'..etLaeI ;lnd IlKLi!lX;ted t't'l i d;JY, at ~K ·C.
il\'! :\'unr<:rit'l1/ whIl,.\L< Th<: slm[lartl~ bel .....eep. ead:

fH~"'-'lbk p.llt (,1' i;,oJale:; te;;ted le'l ;,u:;'i!twJ![;!phlc
a/lli biochtmK<l.1 d1..lt..lden;'ll,,·' \\:1, tSllmal~ h~

('omp"'rlllj:: the pl~t'('lypt(· \.1n;,ble;; hy U;'Ili).: lht:'
J.llX'àrd ~mjlatJ[~ ':::"'1eÙ"':-lem 140 .. Ch.,;;,termp Wil;,
pet l"t Ille.! b~· the L PG'vIA melhod.

Fh::.llilln and 1I11dulaliun 1t'~I'

IS(lllit~, and ldè:r.:.nœ SUOlms 1:..::lw;cmj:: tn dlt1erel't
l'CR·RF!.I' lyf"'" w~r," [ested fflt t!le >lhllm lO th
1:ltWper. on M. {at'lnll.1t<.l locnl~ pt: from lllOISI" 1.

,\/ f"'/l'tm'rl'Î1a j-xmype IWlll ("JlIlbaIU,lUx. hat'JC<'L

.\/ trt,m:i.Jll./lI le..;ot~pt t'mm \':>1. FtJ.t:t:::cl at~

.\1. .'ill(t'l1iH·1 Ie.:Ol~·p';- t((IIll :\1tll(J(·(;tll. lt~ iJdUlllülL th..:
;ttam CI.! W.:;' t~,[ed (Jg ,\!L'Ju'UW' .,<.lUi'lI. At ml('" \.

,\1. ilTh"r<'a. M. <lCll<:l<lI<l. Tr;qOfI<:1I1.i r"n1Jqr<'nml j[1j

1: h<l/Wl.'liJC. ~eed.;. pl<tlll" ,md ha.:-t~ll" wer~ pl~p.1r<:é

accOldlup t(l pre\lülnl ~ 1.k;;CrI h:J. pt "œJlllè.' 1tu:.
S~hl'l!~ \\elt: j::lown III jl,l..l;;;; LUI,>;:;; \.:llllt<lll'llllg fl

llllt·['j!,er~·t'rée nutlltlv~ ;;"'llutLnn dnc kept Ir. ..: (!rr,wth
ch •.lll)l~r al 12 C dunr.g Ü~ d.:..I~ and l f; C.lt m.cht. \\ Ill:
i:. ; ~.r. phOlopt:notl ;.IlIa 6H 7W; re\atlv-e humidny.
l ~r; plJm, .... <:1<: l<:',kd fOl eiid: j;;ülale ur ;;U :Jill. l'I:HIL;'
wer,: recnrded li)l rlrtduJe tiH!U;.lll1.'tt tt'! il 4 5-weeb.
petlrJC! and et1ecll\'en~s;, W;l;, '::'t1ma[e<! hy· w':lphlllj:!
pl.HU top dry matter. l'nltlo.::ul;llê'd plJ.llls and plant,;
f;:nlltl.oo witl! 5 m:\1 Ci1I-"O.I~ .....ere Itlcluded a, cNllrül,
ln ail the pIanI te,t;;. ..\ na 1y;;e;; of .... <tt'liJnœ ......:r,;­
pert'om:rd l15in~ SWtl:;tlC:!J. I)[trerer.,;;~, wet<: conSiœIed
;;lgnlt~.ml füt ['·,·;alUé:; t~f <H 0:.

:\Udl'lIlid~' 'it't[uendnl.: of H)'" rR"\.\ lmd lIo,IA l..'t'n~"'.

and '>t'qll~nc\' analy..h

:6S rD:'>lA ot's[ram CI4 ;md fwJ,1 Dt maltl:, C14 ,Jllld
ToLl wele amplitied un<kI lh~ ':OtldHIOlh de;;cribed
:lh1.~ve. The plImer;, tor .i.l1lîJ"li~,llmn nf naJA teL!ion
wer.: IHx1boxSllloO lAre (iC:\ (iA 1 GAI CGT lA r
CCi ~ll:d. ~ndl:llrSm<:'.St'r.R!!.;i tü(jR CCCi l'CR 'l'CR
I\AC CilC A(j(j TAi ;tlXfJldlng te> 'vIüulm <?[ al. I~l):.

l'CR pllx1LA:b wer~ J"utitied tmm ~à[ÜS~ ,!!.:I;; usiuj:!
<)lAqUld.: spin ù,'llunm, 1<)lajl:cn loc.1. They .....er~

;;e.quel1o::d ..... lth .i Ta" dy.:-dldCi.)\~ ter llllllilwr ~yde

,equènduj:! kit (l'e rk Ill· Elme t Corp.1 1" :m ;ïuwrnallC
lil'i~r f.uüre,œtH D:'>.A ;;e.::;uenœl' :l'er~Il;·l:.ltnet ABI
pRIS~1 nH~del 3Wl. Ra',1' seG.uetk~ daL\ ~'èle dbplay.:d
:llld ils;;embl'lX! Wltl\ !l)e prO!ltàm ScJ:;,uenœ ,,,",<l'·lll.Hot
il'erl.lU·EllllétL Databa,;.: ';':'ll\:l:i~, \\'et~ corKlu..::[ed \la
th" :"atwll:il <."emel t'Ol I:llot.:.:-hn1.)l1.~~· 1nt't)tm,1tI011 Web
pEpe USItl.!! the Hlt\ST·~ ~.0.1i packaj.!e proj.!ralm 11\.
D:'><A ;;~ueoce;, .....ere thet: Jligned USIll).! tl';e PWf!t..tltl
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ClLS'l'Al·X \'er,jfln l·ti3 [.11;. Ph yloj2enelk: analy,i,
wa;; conducted b~ u.'i1l1j2 maximum ltkelll)l~od L\lLi
Jpproad: wilh PA U'· \erSl{1[\ 4.IJb W ilrom
IJ. L. Swolîord, SnHlhSl~l\la[\ Insu lUlIon. \\:asl1ll1j21on.
lX', l;SAI. FM ""dA ph~lügen~'. the beH l1ttinp model
of 1):-';A e\olUl10n delermined by UiÜtlJl :\1üdeltè5t 3.0ft
13~1 wa, the HKYI':5 . G lllodel[Hi). ~1()del parameler;;
were a, lollow,: transiuon!trallS\er!.lüll ralifl _ 1Jt474.
nucleNlde frequeocle,; 1.'1 - 0.2006. (' -0.2fJI5. Ci..:..
0.3ft47. T _ (1.~~H2L shape parameter ~alpha' _ 0,7115.
Reliabitit~ of nüde,; wa, eiitllU.lted b~ ;l,1l bOMmap
perœmage, obtained after WOO p,eudoreplicali0n;;.
perli.)rmed wllh lhe pre\'lOusly e5Umated \1 L para­
tnfter,. an ~J starunj2 tree and tree·bi~th)n·rOC{)nnec·

non branch ;;wappmp..
The E\ŒL:(jenHan~ acœ.HiOll number, for the

;;equenœ5 mrdA reported in this paper ale AJ44i2H7
300 AJ44l ~KK,

RC~iUlt!>

l'M.laltun of rhunhia

SlXly-elghl liK)[ate., were obtamed aoo purined t'rom
nodu~;;nI' M. /a~'lnlalU after trapping l'rom three }-rellch
aoo ti\'e TunLStan soits. Ail were lSOlated frülll typlcal
cylmdricalllOdule.s with apical and perüHent menstem.
exœpt for the Il l;;nlate;; nbullled l'mm the IWü ;;oi!,
t'mm H,i.raull and Saint·Bauzille (HLI·4. S2L1-7 m
Table 1L Only small round nod~s ..",ere nbtained frclm
tlJese two French soiL..; Il nI' them ""'ère clushed tn

a~hie\'e ;ocœssful baeterlal i;;olatlon.

peRIR .....)' .,"al~-.;e<i of 16S rO-"":A-IGS and TtilA:D
rt1:i(m..

AIl M. lal'JIJilla iSl) lates were iden tified nn flle basi, {)r
the PCR-R}-U' of two regÎ;)I\.s: the 16.~ rD:'>.lA-IGS 1I00
the nitDK amphfieat D~A.s. B~ wmbinltljl ail the
resuicllon paIteIn..; obtamed for the eluyme, we teste<!
li .è. Cfili. Jfud!l. UV.>I for 16S rD:-.IA-IGS typin,p aoo
Üol. Had Il. M...,,1. Orl31 fi)r nifDK ll'ring.!. we IOUI)IÎ
that lhe Mi bat'1.enal lso!ates l'mm M. lùcrniara coula œ
grouped ImO sb: rtoosomal type... {RI. R3. Rn. R 7. RII and
Rtl in Table 1J and se\'en nit' types (~L ~. and ~tl tn
:-.ln). Example;; nI' each re.mictiün pauem of dlP.e.Sted
ri bo;;o mal and nif' ))~A amplicons are PW\'tded ltl

Hgs. 1 ànd ~. respectl\'el~'. The resulung rioosomal tree
(Fi,!!. Jal showed that hacterial l.wlate types were dosely
related ln S. me/tloli relerenœs, ln contra;;t. the nif7.>K
relationships 1Fip. 3b'I exhibited by ail the 57 M. /atiniala
i!iolates harbormp t~'pe.'i !'J9 and ~W are markedl~'

di\'ergent l'mm the relerenœs ofS. mdi/oli and S. memcac.
lbe Il remamin,l! isolates IHLl4 and S2L1·71 clWitered
wlth the nt! type., of S. mdiJ()li refereno..~s.

[)'\ ..\/D:\.\ h~hridiLalion

1'0 ,:-ol\tirm the t.uonOlniC POS11l0l\ t~f Al IUL/nlalu
i;;olate,. labeled D~J\ of stram ."". melil.lr? was
hybndiJ.ed with D:'>.lAs e:l.tracted l'rom a [(lUi1 of 15
isolate, l'rom M luc'mrara ICI4. C1I5. CIV~. HL!. S~L1.

T6L 1. T7L1.~. TtiL6. Tllll. 'l'WLI. TIOIA. WS~1~53.

WS:\14H4. WS~14Hft) flU.- 5 relereoce stram, üf
S. meiilllfi (ATCC99JO , RCR~(/1 11 and S. meJrL'ue
1A3~IT. ~3. MI04I. The data showed IU$!h D:-',\
homnlogies 1D 9O~ .. 1with ail the 15 M. /u('tnWW l,ola~s

and the stram RCR:::!OI 1 (tiH~'a) whereas the~ dtspla~ed

lüw D::\ll\ blooing (37 41 ~'o:t with O:'\lA l'rom the specle,
S. m('Jil'<Jc. l'hus_ ,\1. ladniùllJ iSl~lates belonj:!ed tü the
;;ame D~'\ hf1lool()gy jl.mup nI' S. mdiloli.

Ali the i;;olate, and the S. mdi/olt or S. meJlca"
reference strains te.,tee! were laSI grov..oe(;;, The~' p.rew al
2H. 37 'c but not al 42 "C and at pH 6.0 and CJ.O l'lUI not
at pH 4.0. e~ept für S. mdilMi 2011. S. me/ilatr
ATCC9930T and i;iolate S2LI. They al'>!) grew in YE~1

broth with 3.0":'0 ~aCI but not with à 5":0 :'-JiJel
conoentrallon. Ail isoLate;; and strains tested were
resL,Unt 10 c hloramphe nicol and they aU displayed
sensiti\,lt)' tü tetrac~line. Intrll\Sic resistanoe tn pel\icilltn
G. streptnmycin. neomycin. vanwmycin and polymYCln
H were variable. as shown in Table 2. Theil' resislanoe to
streptnm~cln dtitinguished isolates l'rom M. lacrniata,
Ali isolates and strain.s assunllated the 33 carbon snurœs
te,sled: t.·arabinose, rioose. o-xylose. adonunl. 1J·ltteth)'l.
D-xyloside. galactose. glucme. l'ructo,se. manl)l);le. S4.)1­

bose. rhamnme. dulcitnl. inositol. mannitol. arbutin.
esculin. sallcin. cellnbwse. maltüse. lactose. sucro.,e.
trehalose. melè7.itcose. raffinose. xylitol. turanü&'. IY:l.Ose.
tagawse. I>-focŒc. 1..fucü&'. D·arabilol. l-ambitol and
2-keto-p,luconate. ::\lnne of them assimitated mulln. The
assimilation of 15 otbee carbnn sourres revealed dillerent
bacterial responses. a.s shnwn m Table ~. The numerical
analysis basai on the 66 characters of pnenntypte data
showed that M. laânùJw IsoLates ....'ère ltllerminJ!led wlth
the memher, of S. mcfilorr {data IlOt ülüwnl and could
not he separated on the basis of biochetrncul and
phl'siolo.gical chara.cterL,ucs.

The 1ftS rR::\lA gene seqœnœ ofstram C1411Ype Rb).
which dtsplayed a dlt1èrenl chrnmo..mmal pattern tü the
referenoe main> ÎRCR201 1and ATCC 9'130T t [hg. 3a).
was 100l>,o idental to the 5equcnœ previously repnrted
tOI' S. mdlloll 1021 1AL591 71':2 t with an R3 typ~ pa uem.
lsolatesCl4(type ~9)andT6L1 (type ~101""'erechnsen

as two diStlnct representatlve mlcrŒymblonB of the
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CT"1 flltlll

6

1-4:. l . Rcst ricrinn patterns of PCR-amplified fragment ,If 16S rDNA and rcs reeiora digestcd t>~ ( ',1;,1. Had l U). MId M.vp l b),
Lanes for (i) ( /0 1 gel; c l.R 1. R6, Rl5, a nd R 9 types, 12: R4 type, d: R ~\a nd R 7 types, c4: R S type: c:-: R:2 type {Ii) }JO/. III ],!Cl hl: R 1
1:12: R4, hJ: R9. h4: RI and Rb, b5: Rh, hb: R 7, h7: R5 [iii) A1splgd; ml: IH, ml: RI, mJ: R2 and R4. m4: R S. mS: R9, m6: Rb. mi:
Rb.. 1'.1: muecular rnsss marker VI II ( Boehr inger Mannheim), 1114. <xJO.. 692,501, 4-$9, 4(14, 321:). 242. l'JIO, 147. 124, 110 l::.J:<.C!'.

M. lacmiata bacterial dichotomy as revealed oy n!/DK
typing (Fig. 3b) and their complete mn/A sequences were
deterrnined The nodA sequences were cornputed and a
phylogénie tree was constructed o~' t he ML merbod.
lsolates CJ4 and T6L 1 grouped with t, SDA 1170 an
ether bacterium fixing nitrocen with M_ Iaciniata and
thèse UH-etstrains were mark ed ly divergent t'rom the
ether S. meltlotl and S mcdicae as supported by high
bootstrap values (Fig. 41. This was consistent with
cluster ing data obtained !h PCR-RFU' data on the
ni/KD D:\iA region. Ali nod A geres were 5'il bp long,
corresponding to :'J-.6 arnino-acids plus il stop codon.
The protein sequence idemi ties of isolates (14 and ToL!
were 95.4 '.,,, and 94.4~), respectively. with the sequence
of S. mclilou 1021 (spontaneous res istan t mutant of
RCR~OII.;;treptomycin) and 97.4':é, and 95.9" ~ wiih
those of S. medicae type strain.

Fixation and modulation Il'sls

Whatever tbe chromos omal background. only isolate s
with N9 and \IW n(/KD typ es were Joie to fix nitroge n
etl~'ti\'ely "'Itil M flIc rnl1l/a l'l'able 3). ln contrast,

strains of S. mel/loti har bor ing plasmidic n{KD types
otber than N9 and N IU. such as N 1. ~3, :"J1.2 and N13,
and strains of S. mcdicae. lnduced inetficie nt symbiosis
with M. laciniata. sinee shoot di, weights were not
signircamly different l'mm uninoculated control plants.
Thèse ineffcient bacteria did not elicit typical cylind rical
foot nodules. Strains of S meliloti lr if!gered small round
nodule, w berea- S, medicae strains showed l'lü nodula­
lion or rare whiteswellings. Sinorhi.zobia isolated t'mm
r udimentary nodules on M, laciniata (HU, S2L:, and
S2L4) could o nly occasionally trigcer small non-efficient
nodules on their original host pl ant uoder tbe expert­
mental conditions l.C..SOO (Table 3). Efficiem isolates
on M. lociniata did not share the syrubiotic trait
of S. medicae of fixing nitrogen with M. polymorpha
(lubie 3), To evaluatc the bost plant spectrum of strai ns
efficient on M. /üCIf)/l1UJ, we tested the str ain CI4 III

associati on with seven otber Medicaqo and Triqo nella
plant species. It ïorrued oHly non-efficient rudirœ ntar y
nodules on Mcdicaqo satioa, '\'1. murex, M. arbore a,
M. acuclata, Trcqonclta [enuqr ecum and T baîansae ..
although high '\i-tha ti-on was obtai ned on M. sauuaaei.
This par ucular fixation trait was confirmed with
additional j,(Jlate~ and ,strait}s. Seven üf the isolate,
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Mn.c \lIkg:l5 ct al ". System:.t;; and API'IOi MJCTol:liolog) • (1••' •• •

b

HuUl Mspl

M m1 m2 m3 m4 m5

Fijt. 1.. Negati\"C: imilg ï dhidium bromide-stained!:el _hov..-ing restriction pilllrnJ5 of PCR-amplified fTilgmmt of the lIi(KD
reg ion digrstod by lhlt'ITI ilnd MsplCiI). (toi and q:rUI (bl. Lanes forltl Nœlll gel; h LN'). h2: l'llO, hJ: N12, h4: :.'-lI. 4 and Nil:
h5: l'l 13: ho: N2 aod N:I (ü) Mspl gel: ml: N~, m_: NIO, m3: Nt, :.'-l:!, N3. NI2 !lnd N 13.. m4: Nl1, 5: N4, (iiil (fol gel; cl: Ni). c2:
NI'\ d: NI, N4 arx1 N13. c4: NIl. cS: N2 and NJ (w) q:r131 gel: cr l: 9, cT2: l'lW. cr3: NI. N.t. NIl. ND aDd NIL CT4: N2, cd:
N:': M: mulecuwT rll!IS$ m'irkeT V 1 (BoehrioJ,,'eT Mannheim).

eIT~'ti\'eon M. !aeiniGIll (C 14, T6Li -2, TILl. W5M253,
WSM4X4 and 41:\6) were also round to be eOècu\'-e with
M .>lIUf!l1gei wher1M..~ three i5ûlare.s that were inefficiellt
nn Al taciJliaw (HU. S2Li. S2L4) were DOl able to
oodulare M. wllt.l(Jqei either !Table 3).."J'. melil()fi RCR
2011 and S. mediCGè /\.J2I T \Vere nM Oèctive in
~-tixation with M. Iadniaw eilher.

niscu~iou

Ali the bacterial i.>olates obtaioed l'rom M. lacrniaw
belonged to the speci.es S tnèfilOli. They displayed a

diagno;;tic pattern of RFLP on 165 tD~A-lliS that l,

characteri..;aic of S. m~·ljJ(}{i. DNAiD:-JA relatedness and
common pheootypic features \'alidated this ce ult. Tlm
conclusion was consistent wlth tlle case nI' ore straÎn
is.olated from M. ,V<ltil'l1 and ~ymbiolically effective on
M. lacinww (CC2003) v.llich clustered with S. m.elilMi
members in multilücLis enzyme e~cuophoresis analy.sis
114). The gel)etic rclationship of Il)e M lac:iniara
bacterial group wa.s confirmed willl .\'. nreliJori by the
ab ence of an> variation along the 165 rDNA sequence
of tlle l~olate C14 compared tO the. quetlce of ·'train
1021. Because the stra.in CI4 displayed sorne variabiLity
in the lbS rDNA-IGS regloncompared with stram 102\
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" Rl/!:J

! - - - .. - .
:

R9121

R61~Ç)

Fllil 11: S. m~Jltofj

-,----=-. =---- ----,----
~J('A1 n Ir%'" 0029 Don :lr.17

R7 [2)

R2[AJ21 '1

R4

RS

Nl2\:.!]

N1~ 111

---------- .. ----.-. N14!'1
----------------1
1 ---------------------- N4[2i

N2IA;m'l
--- 1

NS

------------------- N3

N1012Cj

N9 J::!7J
$. melUol'i

; Il... meclfea9inlll:

[

C.iJ42 0.035 ù.~ ;).021
genelic: dl!1Ul_

>JùCU

l'iR. .:'\. lJc:ndmb-'TaJTI" (t'I'GMAI nI J!alell'~ reb t]()n.' blf". b-::tween .\il'l<,.hi="NJlJ11 'r. iM ~Ufni'lt.71 bHl:Jk, and .\ mdr."1ti :md
.) medi,-,]t· relcrcnce .> tu ln- e.lJm.lled iln Ihe hJ!!>1- ;,f the PCR-R l'l.P T'rnhle, Imm IIlS rlJ:'-lA-IGS amphhed 1J:'-lA.- i a'l and nit).;1J

'lmphhed O.\lA, 1hl .\Ium~r.> <1f l,nLlle, frnm M l11dniattl arc },'1ven hetwœn hrackd.>.

h~ PCR-RFLP HïlL 3<.11. It -.;.lt\ h<:, conclulk-J tlut th.:
dl\'èr;;it~ we ,-,bSel\'oo ur! i6~ tD-":\·J(jS te~J{)tl of
,)' rPf<:IJI•• ;. h harbord h~ tlbt IGS pan. III a ~lmi[;H

ln<lntlu tî' Nllel S. nrddoli ~lri;IlL'. bîllar~~ ètÎ~U lie on
Al. ,'ilClflWW .. re Il':h:lbh dl;;tinpul;;hoo früm m<l"IUb:~r;; 01
the ;;I~cie, S m~·drùl.· o~ '~lOhlOtIC n abl.: :'-1 ilOO J!en~lI(:

clw 1;lct.:rl,i tiC;;.

Althüu!!h the~ \\et~ \et" »lmilar li' S mdd~,r'- al tlllé
chwmO!Ol)m.il kvd. :'..:-th,mg [';ü1.Jte.. on At. l<1l"lflrafLJ

e\luolled illt1eren...'<::' ;HUlbu[.ilble 10 ill\erjl.lo.!! symbiotlc
Italb. 1lx:y .... elc ..:lt:ltl~ ltknllfi~ hOlu the da,.ocally
Jetme.d S. mdU"ri gwup teple~med b:-- lhe ffi'{' d(l~l~

relaleù ... tliltll> ATC("'9930.... and RCR~m: aœordwp w
th~lr nrfA.D t~rinl! dat.!. f),.JA dl\ergetJt.:;e:, and ,ymblf1UC
pro~rtie;;. TIlè'Y pml"l<lbly ~how dl\Ul!el'oC~ on othel

do"oe '\lnblOuc J!eœ mill~et" "l.lCh f)"dC alld fladIJl as

!ks..:::tihed te1t th.: stt<lltl !O;'L4 or LSLJ:\ln35eftkJ~r:t on
M. li.lciniufü j-l.6;. The~ were able [0 th mun)!en wlth
JI laCîJ1iU/u. Ltulil..e lhe rypl..:al S. mdilt.lti Stri.lllb. III
CülUr.l,r tl.e\' were l'lot etl6:tlve \\ Ilh A/. fn4nnllr.JI1

althnu.eh membet:; of [Ix: ;;1"0.:-1'::;' S ml.'li/{,'fl .mâ
S. me.JiüJ" were. In aàdluoo_ tlbt re'l.IllS sUg)les[ that the
mtro!!eH-nUI.Üm câpacme;; by sirlotlw.obt.i.l on .H. la.:l­

niu:J.1 and ,\J. .\llUI'UlI':1 are ;;uongh linkeù. A;; M. lllt"lnilllll

and J\!. ,\l1fiPl1<JU are t\\tl Llo,;.:1 y t.:l.llOO m~lc,; f"rmin.!! :J

,;(Iherent f-ttilUP aœOtillll~ tf) crü;;, hybndtl.atlor. potèlltl­
all!l~, 13K: ,,00 r1hŒomal Sr,K'<~r illlalj."I' 15.h'.. we ur.,;.:r\'<:
in [hi,; P.lllK'ular C;J;'<:. tha[ il dm.: hœ! planllè!iltlOlbhlp

dùe-·; lela!l? 10 rhiZlioiai ;,p.:çlti":-llY. S ...mlllotic tralh üt"
,mOl h17.0bl.l etficlem wall At. lactflwlu are dl;;WlgUI slmhk
l'rom tlie"e or S_ rm.'JiL"U<' ,tram". whlch rem.llll tlbt onl~·

,;ymblîlnt;, e1te>;:·tl\'e OH AI. f!"hmw('Jru.
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'1 ablt: 2. PhemllypK clltlereoce~ hdween lhe lhree clllIerenl ~{lUT'" ni Smnrhl7<lOld nl1Julalmj! '\!Nliii14o

Ik"lgnalJnn
l')'Jle slTam
:-.Ill. ni .sl raln" leslC'd

AJltiNmi<' s,·n.~iN1it l'l,

Streplomy",n
~umVCln

P(11)mYll.m li
Van.:llmYCln

(·tai::alion "l
(jt)'œrnl
!:rylhnlol
I~Tabtnn5e

L-ll.ylnsc

~'>llrblUll

è.l-!'t1c: 1hy I-/)-manmlslcle

il- Met hyl-lJ-g Iu.:USlcle
:\,-.;IÇdyl-gJ Ul;mam me
Am)'gdalin
Mehoiose
Slafl:h
Glycn!!en
Gen110 mnse
Glul;{lDalc
'i-Keln gluolDale

(,wup 1
.\ me1rl·,tr
AH'C'1'J:\(IT

~

4SJ
1
D
R

D

D

l-I
D

+

D
fJ
D

(trnup Il
.\: I1lt,drult'
A?,~IT

.\

1
CSJ
S
S

cl
(-1

+
cl
+
+

+

cl
cl
cl
cl
+
cl
cl

(iTnup III
S nlt,Motr 0"'. nrclh:.a~nh

C14
~l'"

(+ 1

(-1

(-1

cl
+

cl

d
d
+
(+',

+

R&:;uJt, of tasB 31C iud,,::ated a; foDm', .
• AI 1 Ut.: tiol..uC!' leIted ltil<1 pla!lllud t}pe Nq <li N hl
'R: lè'ljSUIII (,dtafi,",,1-"1 <)f tll~ mhibJltùlL ]»I.e.< 1.11tlID fOI StJef'l()ll'\)CIIL 300 110"11'1)0:111.< 1Smm l'.,• .,.)J)m~lll B, <: 17 mm 1'01 v.l'lCOOl)elll).

S. ~1lSIUVc Idtamct.cl .'1' llli: mlubiuOl' 1-"0.:. -': 15..u1I 1'01 SIt"Pl"JlJ)01I .a1Ai ro1ym)xill B; '=.11 mm l'CIl DI00tn}.::lU.and \QllCom)CiIl~,1. tIlH:tul::J.iallO.

(5). )(,--89 0,. of su "UL1 sCII<Iitivc. d, up to W·,. ~Il/litivc.

< + . .at ~aH ~'. Ofi;U"UlS pœitivC.1 +). 71......iIQ·•• of..uaulS ll<liitiv~;d. ~1-7S~~ <)f iIù.3lll~ f'l'8Ïthc, (-). 1j-15~'~ of ilJaUlS I..~itivc; -. uP '" 10".
1"):lllfvt:.

.i~, 4. l'h}'I<.l~nelK: ll'ClC oo-eJ on the n.Ni.4 sequenœ... and
oon~ITucted r.y u>inj! lhe ML melhnd. BtXll!.lrap pcr-xnl.dge.'
are 1'1ven al the or:tndlmg panl< 111= 1(~Il) rephc:!l~J

Genoank aC'-X:"l>"lon nurnhen ;lre a< f{}lJow~: AI:0()7:'!37
~S meliloti 1(21), AHn~~77 4S /11Rliloti (":!lil. XOIM')
~.\ me/aoli Rm41 J. ABO(l1~O ~.\: mail"ti L~3ü). An(_l:3.~

CS meJi101i OR..'> 1b731. ;\J :JO():~.' IS tni'li1oti [ISIJA 11701.
AJ.~_l:!24 I.\' l1/Rdnle A321 T .1. ADO(J.!2.~ iS medime M'\).
AJ3IX)~41 ~R. mOflRo1mf<' USJ)A 11H41. X03721 iR. le!<Jil1li­

"'~HU'um b~·. tnfolii A;.lU 1143', .....a' Il'Cd a, a HH11.

Ailboug.h solI;; were sampled l'rom siles of lhe
~1editerraneal1 BaSin, nol ail of lbem cont..llned
='J-fi.\itl,l!. rhilühia with M. ladnwla. ='Jorlh pan CIl' the
:\1editerral~narea (France i 5eems 10 be onl~· paniall~

colütllJ.7.ed "ompaled ICI lne sOUlhern parI ('l'unislal
Whel~ Af. 111cmwcLl (li Al..\aUl'<1!fl.'t ptatlils !!orow more
freqœl\ll~ 124.3':li. Wllen :-..i-ellktent popUlatLOIB were
absent in soiL M. wnnww plant;; trapped le..... straln..~ of
S. mdilaci with ne..... variant ni,f' I~pes clmel y relaled LO

lh", reterenœ~ ,lrams of S. mdrltm bUI winch v.oere nol
neœ;;.;..H~ ettlcienl on M. rrtmL'Ll,u/a as mo"'- ot' the
1~'plCJ.1 5lfait\;; CIl' S. mdi/olt and med/{:uc.'. Soch new
S. 11It'fi.'Ofl recr uit.ed h~' an eXf)genoLL<; le~wne and
soowmp. il parasltic beha\olOt on M. 'l1dllwUJ cüuld he
moœ adapled w an flther nalLve ,\It!du'ag(l Iegu~. Velo
when ~·etn.::jenl sinorru7.obm wete pre5etlt in soU,. f)nl~

etIident S: mdtl()(f h\'o tnedlcaginl> were cOllecle<! wilh
IWO ;;ymbwlIc types III 'l'uni,;ian HliL, (:-.19 and :-.1 lOi and
{1ne of lhem m French soils {;'oll,Jl. Populaliotlls üf
='J.fhinj:! ;;ioorbil.übllt a;;.~ociated to M. /a{.mia'<l ale
lherefote geograplllcally slroclured which could he il

lae'lM Imllllllp. the expanslün of lhe hf);;l planl which
cannflt tind \oaluahle mlcros~·mblf)tlls.

70



XII. Article 1
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Tablt'.:I. "i,,Juhlliln and mlrnjXn 1ili.:Ith,n ;lf ~mnThl~ilhl:I j.,."LHC, ;lnJ rderenœ ~lr:Im' ""Ith M /1ln"nÏ<1la, ,H ,,·,1l'l1!<'Trha.

U rTW1,'alJJa and M ,<dWa</t'J R.n.{1';111UI anJ nit'lype, :lre \TI I-u..:k<:t.

~\TIi'rhI7~1l->lUm 'l', :,H laCln t'lra 1
Cl-lIRf,~11

Cil:' l Rf,:'\I'I,
UII:;Rf,:-J'}1
CI": IIU.:'\I'II
CV', Rô;..J'i 1

TM.IlR<:-JlOi
Tt.L: lRI:-JIO)
nLJ~ R:'~'il

nL:: ~ !O:-J HJ'
n)L~ 1R1:-J 10l
r «JU i1V :-J'J 1

Hll lR7~U
S21.1 jlC\:-l\1

S2l.--l d<'I:-J11 \
\VSM2~"< d{.':-./'II
l,'.'SM-lM <RI ""II
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... l!ulil<1r,
RCR);JllIR:\:-J11
1.)2 11IU:'\l IJ
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\'124.'\
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Th~ term bl{~\ lU Il: dUZübl:l 'pe.:le~ Wa~ IAHttet! tfl

reter w til:\iHàOmK' inll iJ;;uO';pt.'Clli..: dh'l!aütb W11!l

dblm~l ;;~ mbl"u.... prüper lt~s .ma ;;ymbIDlIc rla;;ll'Jtd,
or J2et~è';, with ;, "rmilal ;:;hrilmo;ütne back.l:!wwlid.
Hl<1\'ar, ',\~lè' ba5ed th ,'>t (ln [)odul",lll'j! and uon·
Iwdulattnf! abiitue" and thel: the~ werè extellJed t(l
hXattüH abllttte;; i~5.33 " 'Jn.",. wlth proÇ!re" III ç:en.:
lypll\J,! dlld ph~ Ingenie ... bl{" ..~h ..te ;;tmllj!I~' 'Uf!J.!<:"t.::d.
b~ ph~ 1(JJ.!en~ comf"lrl~on nt' hûu!l::·\'~plnç: J!~l!e;, (lll;:!
;,~mblütk on~~ ilS the ;;lralll lilrm<::rl~ nilmro ,\f. .."ri
,ho\!,';; t~rlè-al genetl":: ptOperllè" of.:t "blO\.tr it)t1" ltt

the: ~r~te;; M, hUliAti !4~;, 1hu., În CUlrent rhtwbul

;;~';;tèmJtICS. bee;;u.,e N' dltYeretlt l,ost [;ll1jles pr""è'llllO ~

;,H1gle "pOCle" il tOial 01 U bltîl;llr~ h:I\e b~n detinoo ln

1~ ,;pa.-,es: b\'. \ ICla.: :md tritohi Il~ R. 1~'UUminr)MITUm

I~t;, tH, plt:bèoli w R l..-uUmlno.lllfum :21}. R llliflinl!1l
12:, R. ,1J1,mliml 12 :md R. I!f/r tT;J, b\, ;;.t;;b:miae w
S, ferliflyue 1~6: and S ,\af!dl!!l.H' l', !IJ:. b\', dcaciae ltI

.\ {i.'TtITlt/li'· I~f<, ."", .'<lJwl,'n.\<' :',:4;. ill:d S rli-l.'liIuli j:l:.
bl:, j!.tllkum Il: R. Ij<llli,'um i~:" t'l\, .l:!liJrdir:lI Ir.

R. uiarJmrt 12]. b\, IfllltH);':.I:: III R ,·(Ii l-tl\). ln. fJllèlllalb
and lllnclnalJ,; lt: R. llal.:q.:u 133;, 1)\, lè'nge lU Jt. huaJ..uri

nfxiul.lllllj! ren,ll.e·';ùLJ IA.HT<ll/alu., ,'Ifr!lli,\ C\. Japall,t
1:l0.3!;. 11\" fl",ni,tet.llllnl ltI H, IUPl,ltllt'unt and
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At. ItlcwùJ{u. l'hl;; subd! \'L;;ton L,; contlrmed h~·

dltTerem plasmld·encoœd symhiolic genes present
ln a unltorm chrümo.,omal bad.ground beIOll,E!tn,!!. Lü

tlli: species .'l'. mdilo{l. rt(jDK and rttldA '<Xiuenœ
organizatioo., illustrale the genellc subdiu'aon wi[hm
S. mdi/ofi.
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Abstract

Wi: i nv\.~~tigaLe the ~"t~IlC'ti l' SHUl'tl1l\:' and m(lk'':111~11 'iei~et!lln p.lttefn of a sympatrh.' pnpul~tiun
of Sm(lrl1i~oblilm mc/iioti and SinlH1Ii:;o/lilff/' medit'al' The~e lxit·t'-~I1{\ fix nJtrll~C'n ln
asSt ll'iation with p:'1nts l"lf the genus A!t'diùlgo, A s.c-t 1 Il 11 f.1 i~()lates \\'("1'(' ohtamed l'rom a ~li!Î

~~mrk. fn.1m nHl; IKllÎuks of three groups or pl.mls relH~~ntmg among-s.pC'l'ies. \\ Îthic:­
"lll'cie:; O:lIld InU\l-lilll' dh't'r~ity in the MedictH:o genus, B:Klt'ria Wl're C'hara.:tenl.~d hy
seql1l?'ncing a: $('\'\.'J: !l,ci ['venly distrihutl?'d aiong tilt' genome of hoth Sïl!orhl.~{]hium spe,:ie~,

nwc-ring ~he dlfomo~/.Im(" and th.e twn mega~'i.lsmid<" \Ve fin: test \\ h("tl~r the diverslty u1
host-plams mllw..'nce ü!:.., bal'tenal din'rsity n"C'(wered. lTsmg the sam::- d:lt~t set. wC' then
analYZl' the sekctlvë pattern at each !l-...::u:-, There was UI) relatlO!lshlp hetween tht~ diversHY III

Mt'diCQg{' plants ",hi ch were used for samplmg .11111 the di\'crslty of tiK'il symbil.lllts. Hnv.'-t.'V~L

\ve li:)tllld evidel1l'e (If sek~l'tiLln wilhm each of the 1Wo main "ymbiollc re~inns. 10\.'a1('d on the
two difterent IlK'gaplasmids. Purifying selection or .} sekl,.'tive sv.'eep wa~ fllund tu nt:l'llf m
the !;(ld genomic reg:ion. which in,:'ludt~S gell(,:; invulvl.."d ln 1ll'IlÎuiatwll SlX'CI1;:':H~. Whl.'œilS
halandng ~lecüün \Va~ delc-l·ted in th::- t'Xfl reginn. close Ln genes IJlvolved III
eX(lpl)iys.a('dlJrid:.~ prn,dul'twn, Such pattern likely ret1ect<; the interal':ion betwl"cn hnst-plams
and oactenal symbinms. \\'Ith a pnssibk' nll'l111,'t of interesl hetween plants and d1eater
O3...::t('[ml grl}C'ltypcs, Rt'comhina:ion appc"ars ln I1l'CUf pretef::-l1rially withill ~l1ld ilmnng Inn
!Ilcated on m·",gaplasmids. rather th;jn withm ihe ;:-\1romosume. Thus. rCI,.·umhiJKlt,nn may pl<lY
an importam l'Ok III r~'sui\'ing thb nHlt1K~ hy ~lilu1A'ing difkrem SeknlOl1 pauem'. ;11 di:lerellt
ipri.
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Introd uction

Host selective pressuœs and lateral ~'Ill' transfC'r" art' key mcchanisms that shape the genetil.'
populallon s.tructlll'e nI' symbiotK microorganism,> I,Tihayrenc 1W6~, Understand1l1g their
œspective lI1tluence un tlll' dlwrsifH.'aLlOn of rhlzobia. whjch fjx nlLrogen in symoiosis wilh
Fabaœae plants. is ni{jl.'al tu manage the geœtic œsourœ" 01 these ecologù:ally important
bacteria. Among the variollS symbù1tIC couples that are used to study the Fabaceae.l rhilohw
interaction. Medù'ago Sp, ,/ Si';NfJi:.o/lÎ(ml sr, is a parLil.'ularly interesting one ICook. 1999),
Mt'dicagl' mW(Gwl(l is an emerging I11txk'1 system (UI plants that imeract with sl'mhiotiC'
mlcro-nrganisms, and tlll' gene nch œglcms of the genome of M. rnmcawla aœ clU'rently
heing sequellC'cd 1Young t'I al.. 200:5>. On the bal'teria! side. the {'omplete genome sequence
of the strain 1011 of Smorhi::.obium melilori is 3vailable (GallOert t'r al.. 2(01). and the
tripartite genome an:luteeture o( hoth S. meliitlt/ and Smorhi::.obiuln fIlfdicae has lx'en
des.cribed bl' Pulsed Field Gel Electrophoresis analyses (Roumiantseva t'r al.. 1(99), Their
genllme rf'lmprises a chrnmosonll' and t\J,o nlC'~apljsmids ù1.11ed pSymA and pSymB. Tœ
sizes of these different repliC'.ation units are œspe(:tively 3,65 Mb, 1.35 Mh and 1.68 M~ in
5. mffi/mi main 1021, Furthcrmore.. the~ replicatÎiJn unÎts displa)' distinct functiùnal
(eanm.'s, Indœd. v.hereas housekeeping genes are lo{"uted on the chromoSülllC'. genes invnlved
in s('condary metabolic pathways are located on both megaplasmids. pSymA harhouring alSü
n('arl~' ,JI ~Yl11biotk genes.

Sillorhi:.obiufIl melilori and 5, meâicat' are the sole s~'ln~ioms 01 ....lt,dicago spt.xies with tœ
exception of Medlwgo rurilt";ica I:de Lajudie et (lI.. 1994; Rome er aL, 1996: Van Berkum t'r
al" 199:s 1. t\.lore pre('isely. J~1('dicag(1 spedes can be clustered in four groups depending on
their symbiotk partners: (i) species that cstablish eftîdent symhiosis with both 5. meliloti
hÎovar (lw) meliloti and 5, fIledicoe. soch as alfalfa. Medicago salim. or M, mmcarula: (ii~

spedes that interact solel)' with S. nledictlt'. such as Medicago l'0lymorplw; (iiil spedes that
interact with specitk S, mt'liloti str~l1ns, such as Aledicago laeiniara with S. melilori hv
medicaginis (Villegas t'; al.. 2(Xl61 or Medimgo rigidiiloidt's (Materon. 14911; (lvl
M, fiuhn;iw, which is spedt1cally ass()cialed to a biuvar of Rlli;,obiwn gallicwn (Silva er al..
2005~ .. iniually defined as Rhi::.ob/ltm mongolenst' (Van Ber1."1Jlll et al.. 1998), The diversÎty of
hacteria sampled from nodules should thus depend on the plant species us.ed. Moreover.
wlthin a spedes. the plant genotype ma)' also innuenœ the sl'mbiotic diversit)' of
5inorhi::.obium sp, as suggested for Medicagn .5atim (Paffeni t.'r aL. ]998~. Hov.'cver. to our
knowledge. no snld)' has l'et addressed the influence of the diversity of host plants on the
rhizobial dlversity Ihat can œ recnveœd in one s{"lil sample.

Besides host plants, sexual hehavi(1r may also int1uenœ the genetk structure of bacterial
populations, Previous smdies han:- described genetil' differemiallon and restricted
recomhination beaween the two Sinorhi:;pbfum spcl'ies rEardly fr al.• 1990; ~'1Jynard Smith t'r

al.. I l )Q}J. More pœrisely. Ma)'nard Smith er al, (19931 first suggested ~l rather limitt~d

œcombination rate hetween two distinct duslers of S. mdilou' strains. but a nearly panmictk
Il:e, no linkage disequiHbriu1l1) populaùon structure within eJ('h orr. Lnef on. Rome et al.
(l99h 1described tœse two cIusters as t\"'O sister species, S IntYiicat' and S. me/iloti. However
<1 recent s.tudy rep011cd significam Imkage disequilibrmm among must of the mokcular
markers used to characlerize S. mdihm' strains isolated from Medica!?o species in Central
ASJa (Roumiamscva t'r aL. 200~ J. Such di s.crepallC'J! œtween the patterns of linkage
dlsequilibriulll tound in both smilles indicales that the genetic structure of thes.e hacterial
spedes is not dearly ass.essed. Indt~,d the spatial distribution of rhilobial diversity is likely to
have a strong impact on the estimaLion of t!leir sexual behavior. Clearll'. if genetit' drift is
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acting i lHlep:'?l1denlly amollg i :.olateJ pt..lpulalion!'. it will in:.:n....a~~' Iink'ig~ Llisequilihrium
measmes al the len.'1 of ;L gn'up nf populations. I,Tac-hiL!;L. CorKefham. l'JXtl) For t'xample.
pr{'vinus sludie~ useJ this linka~,~ dbe~uiiionum pWI).?rty tll smdy tlifierrmiatil'l! among
POpulàlions 0:' Rhi~obi,ml i f~'llmill(iWlw/! l, SnUZ<l t'i (lI.. L992 J tlt' Hf!it'O/lilCit'!" p\l[ft'i l, Famsh
et ai.. ~003; W Irth t'i al.. 20041, Thu~. a local sampling nt' a rhiznhium pllpulatinn m.1Y ht'
useiu! 111 c!'timate th:.?' extent of genetll:: exchan~c ;H a local. eCl,ologl\:-al sl..'ak,

TIlt' pl1l1"Xl se III th>.:- prest'Ilt qllJy i~ El' reflne hypo:.n...'~S ahllut tlK' pt'rulatinn ~enetil' !'tnk..'ture
L)f Sinurlu;:(JhiU/N meil/Ni and 'i. flu'dimt' symhiulie hacleri<l, ,lnd 10 mfer their sexual
behavior al a Itll'JI ~l'<lk. A sing-k soi; s.ample \\ as put llltn conta:.:E \l.'lth three- st'(s n{ plam..
induding: !.il twemy diffen:11\ speck's ft; the gemlsll..fedù·(l'<t). Iii) tWt'my differe-nt lines (If the
spedes M, mmcawla Jnd Ilïil 20 Illdiv idual" .'1 lil'.:' sam(' fixt'd linl' ~lf JI. rrNllcawhl. thm
r,'pr~sentatjv<.' nI' thr~~ kveh of dih'rsily \l.'ithÎn the .tfÙ.ilU7~(I ~'-'nLls Ont" hUlldœd and
sixteen bal'terial !>uaim wt're IsolatcJ frnm plant nnduk:s <lml ,'hJral't,,'rized by ffiultilol'u"
~qU~'DL't' affitlY~IS f MLSA L whll'h i ~ an apprua\.'h <lkin ln multilncm seljtil..'IKe tYrll1~ rr\b.iden
ft al,. 1"'l)~ l, Th..' aÎlm of thl; survey wt'rl'- (il to l'xamme the impacl nf the dlversity of hùst­
planb lI"t>d ,0 s.:unpk' rl1lzobia un t~ din:t sil)' of :-;ymhintil' oarl;,:-lu 1~l)lated Ùl1/11 Iheu
nl)dlll{'~. \Iii to test wh;:ther :-.ekl·t~\'(' nr d·.'nwgraphK ('\ln~lr;tints haw mfllK'Ill,t"d the pa~lell:"

ll1' gt'netü:' lh'tersHY in tll;; h::Kk'ria! populatwn Oeli)re the s::lmpiing ..'xrerink'l1~ and liii, tn
Îm'es~lgak' tht" sexlIal he h,lvior uf t:'JJL1t:"d strains withm and ;ullong replic<llit111 uni t".

:\latHial" flud JUl'thods

On.:- ljter nt' top soil was samplC'J at Samk' Colombe l'Eglise III the somh 01 Fran('"~ (longitude
U,2(,.+5· 26" East - lautude 4~' 37 '51)' North), Th~" $àmpling sile is hli.'ated wl,hw a
Meditcrrancan dimat;: aœa. at the margin o..'tWI.."("!1 an ohve ~ree plantatIon amI d Q/It,(,Ci/!J ile.\
garrigue, The lncal site t10ra Îl1duJed Mcâicof:o mmcarula and Mt'dila~(J minima which hnth
Œteraçls dlïclcntly wilh 5, mffi/mi or S. meâiL·(lt.' and l'!.ft'dicago po/YllIorplw wha:h form-;
nÎtrogen-tlxing ~ymhiosis ~nlely wHh S, medime, No Aledit,,(ll;tl) mtil'c fidd" ""t'r(' ooserved
nearhy the sampling sne. Wt ~k't'ted .h1\."'(" plams sets: (il twenty plants ~.:.Iongin~ W 1\\'enty

Aft'<fira~w spe('ie~ dllJ~n ~l) ;l~ tn n1)rcsent a laJge rhyin~enetic. life-history and symbiotic
diwrslty wlthin the gelHls 1Beffil et al.. 19tigO:i: Bena et al.. 2005; Bena fT al.. 199~~) l'Group
1: G 1J. !iii twenty planes heionging En {Wellly At. mmmw!Co lil)('~ d!lIS(,'n 50 a~ w œpres.em a
wide range of gengraphil' {lfigins 1G2 J. (iii 1 t\vcmy plants from il sin~k' fixed genl.llype.
Mt'tt/dlg!' mmraruia Jemalon~ A 17 I,G5 l, The !>üil sample was hOl1logelÙl.ed l»~lùre the
exprrimeflL and aliquut" \l.'eI\.' pm into {'unta~t with seed germinations (TJhle 1L Se~ds were
surfan: ~t::riliIN1 \\ üh l"a1cium hypn('hlorite ~(,'f lv.eight/n1alIlle 1 tix 5 minmes and rin-;.ed
wlth sterile WJt~'J. Sœds were then germÎ n:Hed for 7:2 hours ron l Ci rw/v 1agar lTh.'dmm. Ea;:h
pianI was lransferred individlKlily lI1tn il Gibson tube, Gih.,on tuo..'~ wen:" pœ\'iollsl) nine tt'nth
filkJ "'!lh v('nnJcl.llitc ;md 25 ml Ill' nitn.. gen-fn.."'C plant Ilutrit'nt sulmiun, Tubes wcre lheU

autod:lVed. Jnd suhse4uemly complelt'd hy addition ül one (enth "'1' soil alilluot, The tuhes
wcre then moved intn a growth damher at 22'''C day / 11{' C night. wi~h a 16-hnUf phOi< I IlCO\ld
and 50-~,Ki rda~l\'e hunlldity, After IWll 1111:111lhs. symhÎl..'til' eileCli\'eness wa~ esttm~lted by
\'lsual (1hserv~Hjon llf plJnt vigor. f0liagl" and nodules "'l,k'fS, Ali nodules \\'et\:" han'ested. For
eaeh P[;,l1lL (WO nodules weH..' <;urfal'e ~Ierililcd uSÎng l'alnum hypo,chlorib.' 1(,; (wh) t{)r three
minmc~, then rinseL1 thJt'C ti mes 111 S\erj le v. ater. Isolation of a single bal'l:.'lül strain pel'
nl'ldllle Wi1"-: perfnrmt'J hy ;,hree sll~œssiv(' sul'--culntres on YET\lA solid medium (Vincent.
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1970 l of isolalcd c{)lony slaning from clUshed nodllk's, BaClerial strains WCf(' pre~ly&i al ­
W''(' in YEM l11{'.dllll11 suppkmentl'd with hall' voluml~ of 60G; (v(1lume/vnlume \ glycerol.

AfLSA. maffia dCJif:11

We foclised on seven J1ff..'rent lllterge-nic SpJl'erS dGS 1 evenly dlstributed along lhe
SIIIOfiJi::.obillfll gennnl<: 1Fig 1. Tahk ~ L lhm allowmg the measuœment of linkage
disetluilibrilll11 h{lth v.lthin and among replic:alion ullits, Se!ec1lOn on d ..'sely-linked ('oding
sequenœs. s.ud1 a~ symhlCltH,' genes. should mtluence lGS polymorpl1lSl11l!mmgh hiH:h-hiking
effecls 'Maynard Smith. H~llgh. 1974). allnv.·ing liS to detect the lrat·-i.~s tIf selel'tion {"\'ents
oceurring at linkel1 l't,dmg sequences. even y,'üh nnn-coding Si.'XJuences. ('pnversely. non­
coding. IGS ~lllem"es .. might he more f'l,lymorphil' than codmg k"lci nnes. mch as th.~ ft'cA

gene prevlously used to study tœ dlversity l,f SifJorhi::.obill1N sI'. (BCIù1 fI al.. ~OO5l.

The St'ven markers llseJ heœ mduded lhroe chromos.umal sequences (IGSRKP. IGSruM .. and
IGSHssl. IWO pSymA sC'quenœs ,IGS,1>,'oD. IGSGABI and IWO pSymB sequences lIGSE!lO.
IGSTHul. The main hacterial met~!xllk pathways involved in symblOsis have heenextensivcly
studied (PerrN et al.. 2000). These pathways ('an he categorized in two da~ses thm have heen
proven tu 1l1t1UCIll.--e symbintK phenotype: (il gent's üwnlved in nodule organogenesis and the
synthesi~ of Nod-Factors (NF). sllch as nad. f;Ot'. ,lOI gencs ISpaink. ~OOOt; (ii) genes cnding
for the syndrsis of surfat'e polysJccharides (LPS. EPS. KPS). such as ero (Reullee \Valker.
lW31 or rJ...p (}~ereszl et al.. IW~J gt'nes wruch limit rIant defcnœs (r..·1ilhoter. 2002). Thus.
Wc chose IGSRKP. IGSNoD and IGSEXo h:)Ci. w'hich are induded in gene dustcrs involvl'd in the
symbioli..- interaction By contras!. 1GSruJ,l. 1GSHSS. IGSGAB. and IGSTHU murkers are
physicaUy close to genes invoh-ed 111 housekeeping or secondaI)' metaooIr..- path\\'-ays.

Thcse lad. whit....h lengths are nearly 600pb. are not a rrhJfi illvolved in œgulatory funetions.
111e primers we designed are lISually localed within the 50 base paÜ's (hp) of carling
sequences adjacent to l'at'h lGS hy using homologollS regions among the tull Si."-qucnced
S. UlelilO1i. Brucella me/he/His. Mesorl1i::.obirml lori. Rl1i::.obilim lt'~lImillo.mrum or
A.gmbaaerium nmltjaCÎem geuomes. using GeneBank dm.abase (Table Z). Consequently. no
çoding sequence was Încluded În OUf dataset with the exception of IGSEXo. IGSf1fu and IGSGAB
which indudc respe('tivt~ly43 hp of t~wP. 94 op of rhuR and 173 hp of Sma1850.

Nurlt:'oridt' scqumCÎllg

Each b~l('tcnul isulalc wa~ grown in 10 ml YEM medium. We alSt..., illcluded in OUf slud" the
S. medit-Ge type main A321 T. One mÎllîliter of liquid rulturc was washOO twicc i~ an
Eppendorf mkro-tube hy centrlfugalion (15000g. -+ min ~ and the pellet re-suspended in 750 III
ot sterile water. One hundred mieroHters uf t!lis solution was incubaled for ~'o hours with 20
J..II of ! mg.ml~l protcinase K and 100 pl of tris-Hel r la mM. pH 8.3). After boiling, lhis
mixture \\ as us.ed as DNA templale. DNA amplifi,atioll was performcd using a Fbkin-Elmer
2-\.00 thermocycler in 25 pl volume. induding 1 11101' DNA lemplate. 100 !lM of each dNTP.
0.8 111\:1 of each primer. 1.5 ml\'1 of Mg:Cl,:!. IX buffer supplied by lhe Taq polymerase
manufacmrer. and 1.25 U of lnvitrogen Taq polymel'ase. We med a touch-down program
induding an initial denaml'ation stage (1J6"c. -+ min). 20 cydes of denaturution (96'T. JO s),
annealing «Ulne~ùing temperature decrease stcadily [rom 60"(' 10 50-'(' in 20 cydes. JO SI.

l'longmion 1,7:2"'C. 1 min) and 10 eydes of denalll1'alion (!)6"C 30 st annealing !50"C. JO s)
and elongation r72·T. 1 mÎn). PCR produC'ts were ("ut out from 1g agarose eleC'lfopooresis
gel. puritïed with a QIAquick Gel extraction kit (Quiagen) and St~quen("ed on one strand.
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S'-"[lk.'ncing R'actioll$ were p·.:-rfoJny.."d u<.,ing ,Iw ABI Prlsm I3lgDy~' T('rmin~tor Cycle
:;;:qu:,n('(' KIt 1 Applied BÎ,'sysk'I1U and al~~Il! s'.:-d nn an Applh.'d Biosysk'm I1Kldd 310 DN A
se 'iw..'nu::r.

-S'l'qi/t'Ilet' llIuu....sis and di.H(II1Ct' />aseâ (lfl/lroaâlf.l
Nlldeo,ide "t'qUt'neC' aIjgnl1l('m~ w:.'re perl11rmed using C'LLTSTAL X I.~: iThl11llpS('Ill ('1 al..
IW7) antll.'Jlted mW1Ually ",·ith BIOEDIT 5.u.lj ,Ha!!. Jli(ilh \Ve rhl'St' an appropna{e mndd
of S'.;qllen('~ c\'lIlutlOn for e;l.e h 11>,'u <; lIsî ng the likditl(lnd ratio test 1LRT ~ impkm,-~nted m
MODELTES"':" .~.7 iPusadJ.. CrandalL Jl!l,I:-< 1 DISl,lJh:e matrk';?S wcre thu<., .:umpmed fur :.'ach Ill'

th;: 7 hi;:l wlth PA CP' -tb 1fi 1Swnttllrd. :2003 J. An aV('t'aged dt stann: matrix was lh~'11

(,Hmpmed hy Ilht ..1Înmg an unv.eighted .i.l\·('ra~,' I1f tht~ 7 matJÎl'l's. and W.i.iS us~l in t\\O ""'ays
hr".;. mea!l p;1I1'" Ise Jivergenc;? bet\\c('!1 IS1.llmt"~ ~J.mpÎC'd l'rom G 1. G: and Ci3 t'>e{' Table 1 ~

wcre calnliatcd. Nin-.:ty-Iïvc r.>\?r;:·em l'nnfidt'nœ illten'JI nf thi:; m:?a~ur(' wa~ estim';'lk~d ~y

bnotstrapping imliviùuab 1non ti llk'~ in "ach ~rollp. S~'l,.'ulld . .i.l llmlcl'lliar nctv.;l1rk was
OhlJ1Jlt'Ù hy :"it'Ighhor- Ne: 1Bryam. MùwWJ1. ~On.+) llsmg SPUTSTREE -+ 1Hu~on. I3ryant.
~(){.lto,. Th~: K':ghbnr-1\el method is ':Ul Jg~lümeratin' al~t)ri(ll111 deriv\?d from Neighht"lr­
J01!1I11g 1S.:lÎLL)U, Nei, 1l)~71 illllrd:-t li) n:pt"('~t'n: rllntlictil1~ phYÎlI~'k'ti,'slgn:.iÎS III seqlK'IlCt'

daraset. dlk' tr' tt'(.'(tmhinaLif':1 ('\'ents Ill' hnnwpJasy. t\·forel1\'t'J. wc <lis!) llSt:d the net'·".ork li'
exam;l)e whelher isolat::-:- dll::->tering COllid tX' rdati:d [lI t,:Lxn!10my and san:pling-pfJ.nt Sol't, G J.
G~ (Ir G_'. I\eighbLJt"-Ne, algori,hm intern.:d J fully-n':Stllvcd nelwork. with nu inti.ll1l1atwn on
th:: rnbuslr!ess u1 eJch hrandl. To liml; this drawba:k. we .llpplied J tïh:.'r 1111 splits based 011 n
Jength Ihn:shot.:1. accofding tH \VilkilNlil Ci lli pnilll [lI VI:'\\" 1~O().~ 1. \Vt' dlO<;t" the thn:~h(ild

value sn tha: the length 1'1;" the graphi~:~ll r;:pn:~('nta.. iun r\?pr('~nts yy~:; nf the gltloal netwurk
l'ne.

Tlw dlv{'rslt~ (If S. mt'lI1ori and 5. I.tIt'dic(lc bac'!erial p()pulati(1n~ lSOIJlcJ IWIll GL G2, G-, and
the ovel"~\ll da[J.X't was e~:imated a: each lt"'rm using two slImmary "tatistics: <l1Ieli,' nchness
R. and Nei'" diversity mdex H tNei. 1987 J. \Vf: llYi:Ù a f<lndnmizatùl!l rwc{"dure tu ("ope wlth
dlffen:nces Hl Isnlare number among groups One thou"and pselldfl-rl.'rllcat~·s nf th{' original
dal3Sl't wet~ (tbtainl.'d by hnot"trappmg N,mn ha~taial g:cnot)'IK~S, wl1eR' 1\nun is lhe minimum
sampi\.' SIZ~' I.Ib.;erVi..'d amnng- G 1. G2 and c.'. Rand H eX1-X'cted ";:lIu:?~ for G 1. G2 and G.:: and
theil' 95';'; t'(mÏldeM1l.X' intt'rvais were ~hell ('stim;:ued tn compaœ tlK' div('r~IlY (II.' eac'h group.

Difl~rentiation kn:: among hal'lerirll populalions Î~olaled t'rom G L G2 and G ~ was estHnated
!"Iy F!IT valUt''>. a,','ol'(ling tl.' Weir and C\I\.'kerham's f 19~-t) pnxedllfe impiememed in FSTAT

2.l)..~.2 (lIpdi1l\.~ t'rom G(ludct r1995 J. Exact-,t'Sh (lf genn(ypi~' dlft<:remiJt~orl iR~I)'1nOlid.

RnusS('l. 191-)5;;) weR' ulso peollrm("d \\'!lh GENEPOP :3 _:: (Raymond. R(lu~~t. lli9Sh l, II) lest
th:: hypothesis thm haplnt~1X' tre,!lK"llCIt'S in eJch hJcterial group wen: not Si~filfl(";lntly

difft:tt'm.

Bel'~llIse the difterènt 111uli:,'ular mark("r~ aSS-:.ly('d in this sllldy aIt' alnJ('st only nnn-coding
:lHcrgeni< lnd. ,vc lI<;t"J T,tlllna'~ D slalisti.: rTajima. 19891 tn Jetert traces of selective
pres~ur("s. TIl\.' l/uantH} 0 me,L511rt'S the diffeH:Ilce œtw(X"o t\vu estimalOl's of H, d"k: :lllUalion
l'ale sl..'aled hy ü\\.' eftecuve pupulmic.n ~Uc. TI'k'Sl' ('stllnator~ are I{'spl'ctl\"dy uh~ained from
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the average number of pairwlse nudeotide dlfferenœs and from the number of scgregating
sües. The D statistil' is standardized by the vanaIH.'e of this diffcrenl'e. The ohserl,'cd TaJima's
D value is compared to the distrihution of D expccted under the neutral evolutionary mndel.
which assumes that polymorphism~ segregate at mutation drift equilibrium.

A signifii.:'amly positive D value m~IY suggest halandng selection, for \\'hirh highly divergent
variants display even fn."ljuencies in popu!aüon Conversely. a signifil'antly neg:tt1ve D value
may 111dicate purifying selection or a sele-ctive sweep, for which the alkle frequency spectl1lm
disf'lays an C'xcess of \\eakly divergent rare alleles. HoweveL these two patterns \0 p""siuve
or negatlvel may alternativdy be due tl) demographic processes that would affect the whole
genome. In this lattel case, similarly pilsitive or negative D values should be observed for ail
loci studied. Tajima's D was (·omputed. and departure trom the neutral model was tested for
each spedes at each locm using DNAsp 3.51 (Roza:" er al.. '::003~.

Linwge disequilibriwn rLD )mwlut's

We comparcd the degree of non-random association of genotyres within and among
œplicatton units, ln this context. wc used assol'iation measures that wmpare pairs of lOCI
l'ather than a multilocm statisth: srn:h as the association index (t-.·taynard Smith cr al., 1«3), in
order to distmguish levels ()f œ~..ombÎnaIion bet\\ieen each pair of loci. rmher than an ~l\'erage

measure over the whole genome. We lIsed two differem mensures tor estimating the LD, D
allt.1 D' (1ewontin, 196-1-1. These tWtl pairwü,e LD stati stics were calculated for eoch pair of
loci A-B. To obtain thes.e statistil'S. Di] and D\] values were compuled for each pair of alleles
Aj-BJ al loci A and B respectively. Then. ahSülute values of Di] and D' ~ were weighled by the
product of Ai and BJ allele frequencics and summed over allele comhinations to achieve
computation of. respectively. DAB and D'AB, Ninel)' five percent confidence intervals of DAB
and D'AB were estimated by oomslfapping hacteriaI genot)ves. 'Vith this aim. distribution of
o and D' values were obtained from 1000 pseudo-replkates. The dassical "D" stallstÏC'
requires both panicular allele frequendes and completel)' correlated polymorphisms to reach
its maximum value. ft is thus strongly dependem upon recombination and mutation histories
al both loci. COlwersely. the D' statistic is a relative measure of LD dmt is weakl)' depende nt
upon allele frequendes. and instead strongly depcnds upon recombination !lislor)' (Hedrick.
19871. We a1so used the exact test p[{)('cdure implemented in GENEPOP (Raymond. Rousset.
1995hl to test lhe hyp:Hhesis thal aJleles al dHfercnt loci were not associated. which is
expected if there isa slrong incidence of sex. A Bonferonni adjuslment correction for multiple
testing was applied hase.d 011 the numlX"r of intraslx"citïc comparisons.

Result ..

Sampling ùjbacren'o

Two baclerial iS('l1ates were obtamed t'rom nearl)' each of the bD plants used in the trnpping
experiments. The wllection of iSülates included a total ai 116 strains (Table 11. With regards
to symbiotlc eftkiellcy, three species (},Ied/cago lacimmo. Mf'dirago 'iOfana and M eâicogo
n'.giduloidesl were unable to fix nitrogcn Wilh hacteria of the S4.."'lil sample tht.'y were in l'ontact
\vith. However. bacterial strains isolated from theil' nodules v.,·ere lIsed in further analyses. Ali
other genotypes of plant showed evide-nce Dl' eftïcient nÏlrogen fixation artel' two momhs
(green folia~. pink nodules l, unlike negalive contmls with no soiI.

,",'uclt'otidf' sequt'f:re aCCfS5üm Illllnbas
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Ali s.\.'lJt[('m'~'s have ~"t'n d\.'pnsit;.',d in thC' GC'ocRmk dataha~ 11 GSRKP, DQ-tœ;7hb­
DQ-t05Ski2, IG'sFFJ.( D(W.Or.230-DQ-lOo,q. L IGSHsS: DQ4n52,~l)-nQ ..+.n5-1-02; IG)'/vOD;
DQ-t05-l0.~-DQ.tt)5-l-66. DQ..j.()55q,~-DQ-lU5f,-l-l; IGSGA.8 DQ-tO""3-1-2-DQ-tOn}92. DCUnt514­
DQ-t065(-,7 ,lG')'EJ((J D()-1-f.l5lj4-l--DQ-t0(-1l1JJ; IGSTHF: DQ-1-u5~x,'-DQ-+f)5W3),

St'qilt'IlCf' daraSf'T

W"" obtamed 71)1) s.'qtK'IK('~ (i\'er all ~\'l'n m;,lrkel'~ I,Tahk II, Thes.' s.eqtl'c'n(':~s allowed us tn
asses~ 9~ l'(lmpkH: genpt!1'1:s, iïtk-.:-n geI1L':Ypl'~ ft.'r \\ hiL'h a singk ~llu;:IHX' Vo a~ nllssing anJ
thc(,"{' ~enl.'typ'':-S for whil'h mort' th~Hl on!.' sl'qœn~'(' were mi"~ll1g, The lIA strains dusceœd
m:o IWO geneli::- groups hased on scqucnn:' hnm{llot"Y ohs.èrved artel' S('qul'Ilce :lJagmn'>~nb.

These grnups \\'\.'l'e iœmified as 5 meilluri and S, INedit'tU' hy s.equelli,:e wmparison \vllh
), meitie.ri str:\!!: 1U21 anJ S. lIIt'dit'(1e stralfl AJ2 1T r~'srx'l'h\'dy Id:.lta nM slwwnl, O·;er:.lli. 52
and 6-t isnlalcs wel"C Jssîg'lled III 5, me/Ilot! ~md S, mùtlù:li' rcsp:?clln:o'iy. with nn evidelK'(' of
Intef-sptyifk r(:"c (ImhilKt t:ul'\, S;:,qu<~nn' lbtas.::'b. displJyed Jln~'rem palk'rn., or pt"lymorvhlsm
dep::l1dint: on !he iClCi (aligmnellts J\':ül;lt'Ie in the suppkmemary matelül SeC(IOIü' In
p::tnlculiu-. 'Ae ObSl.'l"\'e,J thR~ patterns of pniym..-lrphÎs.lll. First. IGSEXO aUdcs lif 5. mdi/orl and
S l//ediCî.1f art' i"l~\'1c1l1sly divergt'nt v.,!th s~'l,'eral ill~'ruons ! dek'ti lins liœmüy sl'ore!:> 20(~ 1.
Indd blnl'S were "ll'tllally no: llUI11l'n IU~ ("nou~h ln IfldUl'e aligmne nt tIJl(',('nainty' at bülh
Imra~pecifk :md mterspt'l'ifir kve-h for ad markel"s but IGSEXo. Tl1\.' alignmem nf S IIIcliiuri
imd S. nit'dicI1t' ~(llJt'Il{"t'~ at IGSEXo n1lgh: he ~1H('NeJ hl' ind:?! t'vents. S('cnnd. wilhin
S. meliloti. tVo'j) weil di';crgent sequenœ dU"t.:rs were round for IGSao and IGSG.4.B
ire-'>lX'("l!v(" idemity ~rores Y2 cr and YY; ), FIIK1Uy. nine IGScAB aildes {If S. me{//cGl' isolak's
l'tlHtaillt'ti an msertlnn se411ellL'~' t IS l. BlaslN ~U1:ily~is r('v{"aled th~\t thi~ IS was hnnll.logPl1s to
Am-thf.l-l \\ hkh Wil~ allnotated in ..1~roha(TaiulII r:mlt:faciel!l strain C5S genolne itS an IS3
t'ami!}' tl'anSrO~ase (YV( of D~A $el,,!llelil'e Identity on 3':;0 pb!. These nine IGSa.4.B a/leks
werc r~l1Hwed for dislan:,'\.'-bas("d and sdec\klll ànaly~es. Sequenœ~ that dlffen.'ù twm otbers
hy at le:t'-llllle m,,:k~();jdl' po!:>itilJn weœ conslJel'ed as ne\\ alJde~. We ~'omid~'n.;d (hat a new
allde whirh \\~lS sllaft'ù hy nt lea~: ~ mdividuals v.;as a true allek IJe. nn sequr-ndng errnn,
Nf) <;equt:ndng error was r~:Yeakd hy R'amplifyin~ :md IeSl't.Ju{"JlL·ing ...ingletllns. Amollg Üle
72 aHeles we obtam.:d, 40 were ~hared hy al kas! IWO indlvidu::t1s 1. x>e table 1,.

[NHa/ll't baMd Qnahses

Likdihood ratw tests sekl'lt"d vanous modeb of seqlll..'lKe enllmion for tœ different marke1's:
JCt>tJ (1ukes. Clntor. 1%9i t\.11' IGSRKP; K.RO lK..mlUra. 1980, for IGSnlJ>f; HK.Y rHaSl'gawa et
al, 1q~5 1 IIIdG 'SHSS' IGSNCI[> and IG '5THU , HKY ~ ) of fnr lOSEXo and IC;SGAB h i5 110lel,\ urthy
that J11l'dc-l l'huiœs an.' C"ondiliolled lo tht' poiymorphism Ilf the di(fer;;-m datasels, Aft{'r
ilV('J'a~l!iè' the ~\'en dl~taJK'e matl'l{,,(, 5, , d ;..It.'lghbor-Ne. srlit graph was huilt. The distribution
nt network kngth \ersu~ spin lel1gth thr;;,s!H"ld ,,"as obtamcd (Fl~, 21. Wc Jended t(l apply il

threshuld Df ... (; '" lU..! tu the graphica! rerre~lltatiull inr a sl!bst~mtIaJ gain of darity f 1~-l­
splits nut of 1R1 Wt'r::' remuved.l v. !~h(lut lnsin~ much inform.llioll !the kngth uf :he Hnal
network was Y.:'S: (Ii lhe original split graph kngthl

Spe,Ît's defiIJfatioll

The network mcluded .,trams œl~)llgmg to hnlh S, melllmi and S, nJt'liicae h iIlustrakd the
deJr delmeatinn (lf th\.' tWl' SpeCICS (fig _':1. The split betv.·een :he two spenes dlsplayed .he
higlles.t Wt'igh: within th,..: lletwork. In agreement. S. mdlloti and S. ltIt'diù1t' str;üns d,d IlOt
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share- any aUdes ancl the IWO species were signitÎl'amly differenlialed iglooal lest p m/lu'
< 0.0011.

Population stnu'tw't'

ln the split graph. isolates (rom the s..'1nl(" ~pecies 1l'ilher S. mdiloti or S. nlùticae j clid not
duster al'l'ording to ho SI plant sel rFig,. JI. Morcover. average pairwlse genellc dIstances
y•.-lthin G 1. G~ and 03 wcre equlvalent although valut~s for S. melihm were higher than those
for S. Il/t'dicae (fig. -h ln the same ·way. diversity Slalislics Rand H did nol sho'" signifiL-ant
diffeœnœs among the three nacterial groups (Table 3). Finally. ()verall FST values l'alc:ulJted
among strains iSt)lated (rom the three groups were -0.01 b (Not Signifil'antJ. and -0.001 I.NS)
for S. meliloti and S. "'t'dical' rcspel'tively. Within either S. Int'lilori or S. meâicoc, no pairwlse
FST value between groups was significantly dif(erent from 0 (1' > 0.051. LOfUs-by-lo('lls
anatysis gave similar resuhs (dala not shown~.

Inft'f'ellces ofsdt'crioll

Tajllna's 0 statistics tix IGSRKP. IGSn'M. IGSHss.IGSoAB and IGSTHF ranged from -1.40Q 10

1.335 .md dld not depan slglllftrantly from the neutral mode1 for either S. melilmi or
S. mt'dicat' ITahk 4). The mosl œgmivC' D valuc' was t()llnd for IGSrvoD marker. for both
S. melilori and S. Int'dicae. deviating signifiralllly from neutrality for the laller spedes
(Tanle 4). ln contras1. the polymorphism pattern for IGSEXu locus resulted in the most positive
o values for hnth SiJwrhb>bium spedes-. with S. mdi/oti 0 value dîftering signifil'antly from
the l'leutral model expectations (Table 41. Quite surprisingly. even though most 0 values were­
fiOl signifkam. we observed a strong con'eJmion rR 2 = 0.70 P < 0.05) betwœn 0 values
oblainOO at eal'h locus he~"cen the tv.·o species.

Evidenft's for Rt'com!Jinarior:

The two species clusters were conneeted by a long edge in the netv.rork, suggesting the lal'k of
n'combination among the two species. ln coutrast. dusters of each spccies included
retkulations (fig. 3), Onl1' three S. 11/elilori st rains, n.'1mel1' STM '2747, STM 1772 and
STM 1643. stood out from others in a dîchotomie structure by a single edge. This atypical
duslering might indicate that tlles.e slrains have not j'el rel'ombined with other strains of the
population. and might des<::end from a recent immigrant genotype. Since our pUl"pose ~'as to
infer the impact of recombination on a population tlut bas mostly reached
migralion'ret'ombination equHiorium. thes.e th~ strains were discarded hetore linkage
disequilihrium analy ses. sinœ migration cvents can strongly bias LD esümatcs For eaeh
bal'tcrial spedes. ",ce obtaincd LD measures 0 and D'and associa lion exact test IH'alllt".)·
(Table 5). 0 versus D' values are presented in Fig. 5.

Analyses perfonued on the S. meliloti dalaset indicated thallllOlel'ular markers clustered înto
two groups depending on theÎl' linkage disequilibnum pattern: tlrsl. a chromosomal marker
group including IGSRKP. IGSFuM and IGSHss. for which pairv.'-ise tests revca\ed significant
depanure from the null hypothesis of linkage equilibrium: second. a plasmidic marker group
înduding IGSNO[I. IGSGAB. IGSEXo and IGSTlw. Il1deed, painvis.e lests that IIlvolve plasmidic'
markers (eithcr plasmidic 1chromosomie or plasmidit' 1 plasmidk comparisons 1 were almnst
consistent with the linkage equilihrium hypothes.is. Oespite the large dispersion of 0 and D'
95% <.'onlïdence intervals, a clear differeBliation appeare.d between the two groups. This
difterence is more oo\'ious in 0 values than in D' values (fig. 5).
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......nLl\y~s I)f linkage dl~eyuili~rium ou S. mt'dicat' d<lt'lset suifer fnl/H the 13rk f.'f

pnlymnt"lmm nhs<'rve-d alIGSRJ.:p (1 alldC' 1 and IGSrnf I.~ alll~les mdudl:l~ 1 singiewl\i.
Thus. linkage disequ:lihrium l'()mruwtina~ al the in~ra-\.'hfOmn<;.j~ma\ ~"lk' wett' U1Ul'lij~l('.

Linkage disequillhnutn lests for th:?' flve nth;."'r markers show('d .1 tendency hl IinkJge
equilihrium. as \Î~:'>('rH?d v..i!hin 5. mdiltllÎ. excepüng a lughl) sigll;flcant and unexpected
~lS~t1("ialiljn aml1llg IGSHss.IGSG.... B <lnd IGSEXo ITable 5~, Th;: dtstributwn 01 D and D' values
of p;:Ht"v..' Ise (l")mparisi11b ;:m.' simiku to ~', 111t'hiulÎ 01k'5 1fig 5J,

Our samp\lng experimefll o;;ugg('.;{s that some S/!wrhi::o/lÎwn symhi"u.· lineages art' rare or
ahsent Irom the sllli sampk lIsed in this study, Ind~d. M. lacinima, J~f. 1/0taJW and
Jf. rigidtl.'oide,\ dit! nnt inli?'ral't VI ilh appropnatt' S. mdilon SU';:l1US tn !mtiate an effective
symbiosls, In Ihis l'untext O!' ,( mixed S. Il/t'liioli ~v mei:lpti ;:mli S mct/lù1c pnpubtiOIl. we dld
nUl (.oserw ::Iny œla~il)nshlr t'etVleen the da\'("fsit) of plalH5 uscd to samrk rhlznbia .lud th("
rhizohial diversilY actllall) ,:nl1ecle,d, Our anal}' ~~~ ba<.,;.~d UI~ tiivenit) ~tati~:il'~. n1t'~lSllr("~ rd
t'0plllatlOll (\ifferentiatiun and the reti~ulogram lopnh'gy Îndil'ak' that nltmgeu-fixing haneria:
pnrlllatjlln~ Isobted frum ,20 JIu.lIca~u srx':.:i~'s 1G 1), 20 M. rrwlcaillÙ.. lm("<; 1G2 ~ and
M. mmmwla Jemalnng Al7 1G31 displaye..1 ("{,llliv.alent levt~is of IHnlerular dlversity fLlt" hnth
5, mdiloti and ,5, mt'd/1'tk' specks ThiS l';,'mlt has important l'ol1s-:qllelll'X."s for the
(,'un~IY3tîlln g:.-nelil" nf M(dica~'o symbinms Ti'l(.? explnr1:ttion of ~ymbiutlr diversii)' withm
S meliimi bv f1'l(.?liiotl nr S medicae at \)ne lorality mlght he adùeved h) llsing onl)' ~1 kw
,Ut'dil't7go genOlYlX'~ as samrling host, In our ('ase, s'lmpling with onl)' the lïXt'J line
AI. trima/ni/a jemalung A 17. whkh IS a rather pwmi~l'tll)us host sinn' il (.'an interact wi~h

S, meiilMi b\' melilüti and 5, fi! t'âicat', 'I\,nuld have ix>:ell slIffi:..'iem tn rt."I.,'O\'C'r the t'min."
symhimie dhersi~y th::lt w" nbscn't'tt

111is l'ondusinn diiiers frnm the reslll:s (If previnus III .'dru experirnems. in whkh Medi,'agn
salim cultivars h.ad Cl ~ignifi('am effect nu the s~'1nhit)nt dJ\'...~rsity renlVered 1Paffeni et al..
}1,)l.)8! or physiologkal ~tlld les that ,ieseriœd potemial molecular dctermin...ïms 1.lf difkn:ntial
symbiotÎl' efficiency among various M. mmüwifa Ime~ and 5, mâilori stnullS (Kis~ er al..
20041. Ne\'er~heless. 1t l~ ï:nr....mant tu Ilote that the samplmg !>ehenk' nf this smdy v.-as Ilot
designed 10 detcn quamit.uivC' preiereoces of Medica'i:f~ plants fur Jifterent symbiolU
genotype's,

11lt' laek 1,11' ::i relatwllship bctweel1 diversities m the t\\'l1 s)'mbiotÏl..' p,al1ners might bc- tille tn
two other :.isl''l\'''cts ot th...' ('VoIU~lOn t)1 spet'itit'lty in me Medicago sr, ,.. 5iflOrhi;'(lJ;illm s.p.
1l1terat1 IOn, On l)l1C' hand. cv..'!1 it the en-adaptation proC''\?ss t'Ctv.·œ!1 symbiotiC' pmtlrrs is
-;patially SUUl..'tllred (/, f local cUi1daptati('1l L bacterial populatIOns that belong to the same
biovar are u~uall)' III ~'t)m<L('t with different plant g<."110é)'pC'5 and plan. $r~'des found in
sympauy, limitmg the sel;,"ctive pressure for tlli.'ir speclaillation. Indeed. Caœlli et ûl, I~O/)(Jt

descrihe a honwgt.'nizatioll of rhizohiul11 populations s.ampled in il s.oil l'rom diiten:nt
AI. satim C'lIltivars wh:;n t!lest' Jatter were gwwll togt'th("L Theil' resuh~ are l'onsistent ".-lth the
hypnthesi ç thm S. mdilo{(' pnpuiatilln-;, wJ'l(.?1l În nmtal't \\'Ith differem Alt'dica~(l gelliltypeS.
("volve w bc('ome Jess s{X'dalized, i, t'. generali st. On [he other hami. spede .. groups base,Li 011
symblotk ar.lhtK~S are paraphykw,' in the Medicogo phyhlgen} iBC'n..ï er al.. 2UO~) Symhi j)tl~'

ahilities ln tix nitrngen eHher suldy with .5. mùilca(' tH' \\'Ith both S, lIIt'dic{1{' and S. mdi/fi,"
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eVlilved through several œwrsion or evolutionary convergeoce events. This may explain the
lack of cûnelation hetwl~en the genetlc divergence among plant !'pecies and the genetir
divergence ai their symbiotk rhizohia.

Ho\\' is .'j (lt'Cr If)/) aerin r.: un 5. mdilot i m;d S. mt'din1t':'

Most lOCI that we exanu net! seem III evolve under a nelltral e\'olutlOnary mode!. contrary to
IGS"IOD and IGSEXo that shov..'ed evidenœ of selection. txLsed on Ta.iim;1's D statist1c (Table·h
IGSNoD loC'u~ is hxmed on tht' symhioti(' isJand of the pSymA megaplasmid. harhnring
s)'mhiotic ,:od. 'Nf and fix genes. ICS"IOD kx'us i5 charactenzed in noth S. mdiloti and
S. Inedicae ny negalive Ta.Î IIU;1 , s D \' alues whi('h depart slg:mfkantly fn1l11 neutral expeclation
for S. lIIt'diwf. SII14.."'t' only one marker has a sigmflC'antly negatlVt,' v~ue. punfying selection
or a selective sweep i~ the must likely explanation for this tl.'sult sillœ a demographic l'vem
would atfed tlX" polymorphism 01 the whole genome. Analyses based on the R2 st atist il'
(Ramos-Omins. Rozas. 2002) peltormed with DNASP (Razas t't al.. 2003) also did not
provlde any evidenœ for a den'll.'lgraphk l'vent infheenl'ing the diversit)' of each sl-X"cil's
(anal yses nol sh0wn J. WC lhll~ hyp0thesÎze that purifying '>e la'lion or selerti",C' sv.'ceps on noâ
gencs lùlS int1uenC'ed IGS",oD p01ymorphism hy hitch-hilJng:, Parker f 1999.1 prClposed lhat in
mumalisms. c-ontrarily to ant.agonistic imcractions, indivlduals mmated in symhioti~

recognition pathw;1Ys wlmld present a Imver thness compared W others. Funhermore. a rf'l"enl
smdy on wsp gene of symhiotl(' Rickettsiaceae. which t'IK'(lCk's outer memhrane proteins.
showcd thal 50me sites of seyuenœ!' of parasilk lineages evolvcd 1II1lier positive selection
while sequelK'es of nllttuahstic Iineages evoh'e under purifying sele--.:'tion (11ggins et al., 200:::!).
Thus. Parker's propositIOn and the results ot the latter sUldy suggest thal the negativt~

Tajima 's D we observed at the IGs'''IOD might rellect purifying selection. rather than a
selective sv..·cep.

Conversely. a positive T<ûim;1's D staÜstk was estinùlted from IGSEXo locus in h\"th
S. melilofi and S. 'nt'dicat'. and the polymorphism pattt~m of S. mffilori strains diftered
signit1cillltly from neutrality (p<O.OCli l. As for IGSNoD locus, a demographic event scenario is
Ilot the most plausihle explanation for such pattern since il is not shaH"d by other loci
Furthcffi')oR'. no population sUb-stJ1ldure. whi('h could also blas Tajima's D at ail loci towards
positive values. was inferred l'rom tlr split graph and differcmiation tests. Running
STRUCTIJRE software (Pritchard l'f al.. 2000.1, also did not provide any evidence for
suhstructure within eal'h spe.(·ie~ (analyses not soc)\\'n). These observations suggest that
balancing selection is acling on the S. meliloti IGSE)(o l\'gion. Sevl~ri11 gene dusters involved
in surface exopoly~ocC'haridesfEPS. prodw..'1ion arc physically lil1ked to IGSEXo. as exo or t'.tJl

genes (Fig. II. Previom physiological studjes pointed out that lhese gelles wcre involved in
the symblOtlC' efficiency of S. mt'liloti (Battjsti et al.. ]l)92: Gonzalez t't aL 1<)96a: Gl')I1Z~ùez

t't al.. 19%!:I~, hy Iinuting plant deîenses during the interaction (see Fraysse et al. (:::!OO31 for a
œview J. 1\.-1oreove1'. a reçent wark on mol("('ular cvolution of mUllerous bacterial genes
demonstrated that balanC'il1g selection is a common teature 01 genes lhat eocode surface
proteins in parasitk hacteria. whkh may be recognized hy eukaryotk hasts (Hughes. 2005 J.
For instance, adaptation to difft'rem nost genotypes ex plains polymorphism patterns such as
observed for ospC geœ among populations of the parasitk ooC'tcl'ia Borrdiü blir~â(~ft'ri

iBrisson. Dykhuizen, 2004.).

The diffl'rence betv....een seJectiw pressures {hat werc inferred l'rom IGS"ioD and IGSEXo might
illustrate the 'dili.~mma· tif symbiotk organisms (see Van Baalen. Jansell (2001) about the
concept of alignment of inteœst of symbiotic organisms:t. Indeed. rhizobiwll l1tress depends
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fin it~ ahilJly tn ooth (i) interan with plo:lJlts. whl.:-11 may I!lliu,'c pun fy in:; s:.'k..:llnn and
~k.:d"'e sWC't.'ps on. Iwd genes and rii) escape pl~iI:c sannilln 1\\'e5t et al.. 21)02l. \\ hi:h may
lll\olvt.' haJandng selection on EPS !net"h0Ik r'lchway gelll'So Thus. i'lK" rl,\~sit'l:." sn:I1.\flu i>
tha, l'arl)' lt'rl)~nitiun !.i.e. NF ml'ùiated rerogniülIl1l {Il t~lt: hl).,t mdl"-'{'S pllJ'lfy,ng/pl)slti\'~'

sr-!e,'ci(ln, and tbat h~Clelïa has suhs,'quemly to thwJrt helst saJ}('lipn~ 1. Ktl'r!' (; oi . 2r~J3) l'la

lk'lt'H!>C n:spol1s.:.'s at ~I late rt'r'u~llitiol1 step thflxlgb a ne~:.ltiY~' ùe4u{'nl~Y depend:?:nt sek'('tiull
rrnç{'"s Il.e. halancing ~'ierlion) al'ling 011 genes involved in EPS m~'talx,lir pathway

\\'1.' llhsen't'd a racher hif'h corœlauon betv.'t.'ell T'~liJm·~ 1> "alu::" t~tli:'Ula(l'd iClr (,.l,'h

5I1lor"i~obi/lm SF....,,:ie~ ,R"=O.70. p<0.(5) Sut'h nllTdatiull sllfgesc~ that similar sc.'k'l'tin'
pn:ssmes Jet on l'loth spcx:ies for earh locu~. ShJ.ring nead}' th;,: .,;:une elï.\!ogi,'al niche Ihnth
soil conditIOns and hos~ plants). simil<U" genumt' J.rdlilel-lllll' I.RoumlantS{'v~l eT al.. ]l,ilJl)1 .lI1d
p'o?rhaps similar gelbe' location withm replic-ation UIÜh fth~' se~uel1{'ill~ ni the genOIlbe' d
S, II/cdicof 'MJtH WSI\'141 q will provide insight~ illtll thi~ lX'intl k'~ld the two ~ped,-'~ tll

evolv<..' under S1Jlll!ar sele-t'tivC' constraints.

Th:: hal't'~lul sampling scheme u-;ed În the pre~em \\ nrk allow~, ~tudying S. melilorl and
S. /IIedicOr ~xllal ~hav lOI' at ~L Illl'.a.l ~rale. ln nitr ùataset. S. melilori f.)\ me1iiNÎ and
S.lflf'<i/cm pl.\pulations present slfllng t"vldencl' ut r::".'omhin~ltil1ll \\'ilhin t".wh speries.
st'v::,ral p~il'~ uf ÎtlC'i tlid nu! depan signltïrJ.nrly !rom Imkag-o? eqllihbriutll Thh i~ consistent
wlth toc gelbe'tiL' strurmn: llh~l'\'t'd ~mul1g S, nleii/(ltÎ "'io\'ar" 1Bailly. unpuhlishedl. Funh-.:r.
the sexual i<;.oJatlOn lX'tween S. meliloti and S. nied/cm' ~urpnn the hypnthc'si:- thm bOlw-tide
evolutionary species C.:.ill be deline:lleJ in the rl1iZ(lhl,tIVmll::.;,a cr al.. 21~):'i 1

MoR' pret:'isdy. OUI analyst,ç 'iouggest Ch'lt recurnbinatil.'l1 ralt'~ d~'llCnd llB tht' iu..:ation nt'
marker~ in the genüme. al ieJst fnr th;,- 5. If/t'filon pupul<ltlC'n 1Fif. ~ 1. Chn.:ltno~nm.d nlJrkers
were in strong linkage di5equilibrium for S mt'll!f,ti hm Wefl? not informative en(1u~h Il)

pmvide rellahle rom:lusil,1ns l.ln ,:hrOmI)SLlllla! assoclatù)n rattelll~ in S. !IIcdicae. In contrast.
LD n~asun:.·s indkawd that 1(':11' ~nlh spccie~. pLasmidk Inci are illdepend.'I\~. bott! \\ ithm and
alllclng feplicatÎilll units. This diflerenœ is IUOf(' olwwlIs in D nlues than in D'. This might
he due tfl tlw !mkage disequih"'rium among l-hromosom.ll mJrker~ hut als.o to th..: similamy of
polyml1rphlsm paue-rns Ctbservcd al chromn<;'OInal Ion. lIll'ked. D \'alues an: intluenœJ by
polymorphlsms paucrllS whercas D' values. are no. (Hedrick. ]l)gi 1. Previnus ,,(Utiies sholA'ed
thal S. mâiluri megaplasmid.. harhour difkn..'nt nll-..leclilar determmanlS invo]ved III the
cLlnjug-arill1l pnwess. suC"h as st'vcral rra lOCI rGallhert et al.. :20(1) (Fig. 1 J. rvfnn."(wer. several
cunjugalive U'amfer nrigiH;' (oriT and f/Il l r ~ han' heen idemlfied un the twn megaplasmid~

(Hellera-Cer\'er~ er aL 1995~, espenally ne:u toc s.ymhiotÎ<: island on pSymA.. Thes:.'
elemem:-. n1.1}' he rans /JI' ~ll'nlljll.galive syqem thal all(1\v~ horiznmal gene transfers H()wever.
th{' mech~nisms l'IHHfolling sUJ.::h transiers remalll un,'ie;lf Illth::l.'d. tu nur knnv.-kd~~'. lm
kÜX1ralory ex peri rne nt has t'ver œrollt~d partial or ù'mpklt' tral1sters 0: megapiasmid ...
lx'lween either oS. mdilori or S medÎmt' strains .. and the~ megaplasmid~ sœm (0 lx' far too
i.u·ge Il) œ trallSmiued hy "...·l..lsskal" cOIlJugation.

The linkagt' Ji~lluilibrillm pattern that \\·e oh--erved l'aises questinns about th,-~ 'ldaptiw IKlture

ul the genome architecHl~ III h~l('tt't'i<l. The S, nleliiori and S. medin1l.' gellollK':s inducle gent'
duslers involv('Li in IwuSC'kt"('pia~ fUlletions, symhinti,: interactions nl' s~','ondi1ry nit'tatxJlk
pathways. These ~l'It.. sets may he- de-fi n,:d as mCllJuK"s lllcmed uH dlfteR'nt replil'atiol1'> llllltS
Two main reasons for the ::n'K'rg('Hl'e ('If modularity han' be'en sug!:-'l"sted (s.t'e l\kAJams et ai.
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(2QO...t. t for are\' iew). First. nwdlliar organization might e nhance nacterial fitness hy
fatilitating reSOllH'e allocation to different physiological ftmctions. hy regulating their
expression. The acC'umulation of regulatory genes in large baC'terial genomes. such as those of
rhiwbia (Kollsiaminidis. Tledje. 20U41. b congruent wlth thls hn'othesis. Second, hunzomal
tr:lnsfer!- allow the independent e\'0lution ('of each module. and differem selective pressures to
aci independemly nn different parts of the genome. The high rates of gene transfer suggestC'd
hy our data. logether ~'Ith the contrJsled patterns of polymurphlsm ohserved al 1GS."lOD and
IGSEXo IOl'i. are consistent with ihls hypothesis.

LTmil now. three major smdies have foC'us.ed (ln the impact of s.ex on S. mdi/ori and
S'. meâicae diversity \Eardly et al.. 1<NI): Maynard Smith t't al.. 1993: Roumi:lIuseva t't al..
20021. Several dis.crepJncie~ betl,veen thesc..' smilles and ours Icad to three main ('omlœnts.
First linkage disequilihrimH tests. ha~~d on the statislil' lA, perfomled wlth the formula
improvt~dhy Hauhùld et al (2nOO: 19(8). from the S. mdiloti genotypes data set publislled hy
Eardly et al. (1990~. are in agreement with thuse compUled hy Maynard Smith t't al. (1993).
Bl)th resuhs suggest an epidemi~ population stmctlue tOI' 5. melilori. as e\'idenced by linkage
disequilibrium among nmltiloClls genotype on t~ entire d<lt::t set. l'lut linkage eqllilibrium
wœn computations are performed on ;l dataset contaming a single individua.l pt'r muJtilocus
genotype. Thirteen out of ll)uneen enzymes lIScd by Eardly t't al. (19901 are encoded hy
chromnsomal genes. Thl5 pattern of linkage disequîlibriull1 partly agœes wilh our results.
since wc observed significant Imkage disequilihfla among S. meliloti chrolllosomai lllarkers.
Hov.'cvcr. the limitcd number nt multikx:us genoaypes obtained in the present sHidies prcvems
us trom studying linkage disequilibrium on a dataset containing a single individual pel'
multilocus genotype. Second. t\llaynard Smith et al. (1993) converse!y ({)Und a pmative
panmiclic structure in 5. mt'di('Qf' populations. HOWeVt~L only three loci OUi of founeen
dlsplayed possible horizontal gene transter. cight bcing monomorphic or polymorphie due to
singletons and three loci presenting a pattern of polym0!1'hism consistent with a linkage
dtsequilibrium hypt..)the si s. Among the first lhree il)ci. Olle is 10cated on pSymB in 5. mdi/ori
strain 1021 genome. Sinee wC' could not estimate an)' LD measure for chromosomaJ markers
from our data set. the pattem of linkage disequilibrium within S. medicae chromosome
remains u Ilele al'. Finally. Roumantsieva et al. (2001) found LD among chromosomal and
plasmidk markers. hut. as suggestcd by the authors. it Iikely l'CfleCled a cross-population
sampling. Indeed. strain sets isolated from three main sampling sites displayed s.ignificam
dlfterentiation Ip < 0.05 for global genot~1)ic dWerentiation test perfomlCd on populations
isolated from location 3, .+ and 5 in Roumamsieva f'r al. study (2002 H. thus pœvcntillg the
estimation of local levels of gene transfers,

Conclusior;

Wc did not tïnd any relati{lnship bct\veen the diversity of Alt'dicago plants whlch were us.ed to
s:J.mple nitrogen tixing hactcria and the diversity oftl~ir rhizobium populations. Howcvcr. we
inferœd purifying selection llr a selective sweep at IGSNOfI :md balancing sela'tion at IGSEXO.
Wc bypothesize that this panem rellects the interaction between host-plants and b<u:terial
symbioms with a possihle cont1ict of imeres,( among Sinorhi~{lbùun sp. gents and hetween
symbiotlc panœrs. Recomoination plays an imp0l1am role in œsolving these Cllntlicts. and
thus in shaping genetic variability and the ability to respond tu selcctiûn in ooth S. meâicoe
and S. mdi/on Rccombination appears to lx' effC(·tive preferentially within and amnng
Sill(lrhi~obium .w megaplasmids. which carry genes imponant tOI' symbiosts. Il IS possihle
that this pattern allows a more eflkient response to selection pressures related to the
symbiosis, Further studies on S. mdi/ori and S. lIIt'dicOt' population geœtks are œeded to get
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a œU~r lUlder::c;tnndillg in r.oth spedes sexUJl heh..wiul and <"\'1l1util 'n<ll)' IInplicatlnn" of the­
nnsen·l.."CI patkms of l'1lAymorphism.
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Tabk' 1 Origin ~md gel]l)type~of S. lIIeliiù7t' and 5. mel iiori jS(llatt~~.

Ho~! (;"nét'i[>: ~llnJJ~<Ld ko;;~'

HOiI plant INl.aJk:"Ii IG3n · lGS.•
~l'Jup lCSIŒT H -. lCS,.,.: lG5"", WSD: ' lliS"",

5 nk'dl~~ti"f

GI J! '."I,'I1rl5 SThI !l/Li K L K Ar t' ~ (!
M fl!lans &Thl 1/Li7 (0;: L L AG AB (0;: T
JI /jnn[ :11' ~ STM!77.1 K L K .'I.E Y r,J T
.'t! Il'I'I~'IJJ~ SThI!l~7 K L K AF Y P l'
.4! Ir/fulll\J SThI J~51 [( L L A.t AB K T
At mw·~l SIM 7nl K L L -'\E: l' P P
M IMl?fl SThI b55 K L K AI- ~ T
M. 1:f'lSII<, STM 1~.56 K L L Af AB K T
.41 [Irttr-:.-,,u..an i SThI I..,N K L L At Y Q P
M p'.-.r.I'~"'plll.. SThI277..1 K L L Al' AB K T
M p'.'''''''l<JYp/l<, SIM J~.'ij K L L AD T K T
M ,,;Julia STM 2702 K L K Af r: ~ T
M n:':Tj,ta' iïThI !l 'J'J K L K AI: Y Q T
M f"l"lT.:1fû STM 1~5.; K L K AE Y 1.1 S
M l'/j~par:ill SThI271>l1 (0;: L K AV t' P T
M :r~pardll SThI 1..,52 K L K AI- t· P T
M ,l'IlOreatf,;1 SThI271>6 K L M A.r y l' ~I

."1. lt1l:",T.t':Ml.' SIM 1..,:(1 K L K M, Y 1.) T
~IJ r"~Ik·arrll'.a. .M il SThI27Ql K L L Ar T K T
.~! JrLl/k: aluf". 1-\ r; sThII?J.J K L K AE Y P 5

S mdi/ml
GI ....1. à.(j'll,. HM Toit< D E. A K 1:, D H

M d<>ù<1lG S1M 1~t!2 [J Il A ;; E B H
.101 Ilnfll'W'~ S1M k.'>J C D A K H
.'J /a.,'lIlIGl1 snI J/Li~ (' LI A ~ D H
At 1.'<'f<liU SThI2775 l' D E t E B H
AI I.wr;ailo STM J~~l (' A A. K E B B
Ji ~"~spel'r,,,:,l,i snI ~H.; [l 1:: E K E B Fl
M f1Y--.tspeüat1J S.TM1~ c- D A K [J B G
JI ~)rt-rClJcnj "nI 27':\5 (' [J A E B FI
~t ,Gih1.H7 S1M loj5 C D A K E B B
,10{ 'l'i'aloi,, snI ""fl77 ft E E K E B
.'4, n~d.J" S1M lM.' C E E K E B El
M. rl~idllÙltde5 S1M 2772 n F E J t\ [1 G
M rlgidld,.tdes SThI 1~57 (' fi A II: B H
M i<1.JllU ,;;Thl Jo5S D 1: E K E B
M. '0171I11<7 SThI !li.l li E 1: II: E B B
.J.{ n''''.Ia:'I!1 SThI I~d'I D E E K l' B B

5. I...d,-:Gt'
G2 M.•rllflCiRI4ia. CRE 'J07 i SIM 27/i.J K L K AF AB K T

M ,r...".Jt'''''''' DZ.. '155IJ S1M 27 5t' K L L AF AB ·(1 T
M .rr_·2J'..··z DZA ~5514 SThI I~"" K L K AF r ~ 1
M ,r~I'l<:~ ..i", DZA jf 5
ft! SThI l~~ K L K AF t: ~ 1
M """"""d,,, DZA 3~7 7 HM 1>:>,7 K L L AI' Y P 1
M .r"""~"i;2. ES? J!.15,' SThI lo~2 K L K AI' l' P T
...·1 "14IU1lI1ÛQ. ES? JjIj a SThI Idl K L L AF Y (' T
AI 'fl<lk'1lI14-1'<1 ESP f7i / SThI J..,,;:r K L .'I.E Y Q 5
M .r~m·llIld", Fjj 0')5 i SThI Jùl K L K AI:: 'Y ( 1

.1>1 .r~'lCarld;l. F~~)';1fi ., 5Thl 1~~~ K- I. L AF Y P K
M l'uf~(arulQ. F~') !l'if f1 ."ThI274.l K 1. L AC T l~ 1
.loi rr.Do/ml.:, LN :~J f1 SThI 1~:!7 K L L AE. Y P 1
M ,r.fl(.:<>ui:l. F ~J) 'N f1 SThI 27~ K L AI' K T
M "WlCl;lJul'Q. 1'20 5:J 1> SThI 1,,~ K L K AF Y P R
.101 ,,_·;arlll.2. F.~j '"}5 5 SThI :!7.l1 K L L AI' Y Q
M ,rUllC<lJ"iQ. F~'3 0(15 'J SThI !l y.; K K AI' Y P 1
M ""'lCdIT/d.", Fil.l V!l5 Q SThI J~ K L K AF L ~ 1
M ".!JC~...i". GRC !.~{I t SThI :!7 5.' K 1. K .'I.E 'Y K T
M ]'''Ik'llIr4;J. GRC!IN h snl275t II: L L At AB P R
M ,r.tICIl/U,'". GRe 'l().I f1 STM 1':\"-1 K L L Al: AB II: 1

M ""'''''1111;2. .I-l. i 7' SIM 1~26 K L K AI' r.: ... 1
M. rrIllKIlI/lt,z Sales ~::f1 SThl27.l2 K L K AI' l' P 1
M ,'Wle ilJ 1.1'.". Sales 4~1> SIM 1625 K L K AI' /: :'.J 1

5 me~''''''
G2 M ""'lC.JtI...:J, CRE !.}7j SThI J~3 [J F F r.; D G
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M. "Mn>:QlIi/tJ. DZ\ !145 5 SIM :!7~ D E E K E D H
1>1 IrMI'KQrril'a, DZ~ ,..455 S1MI~ D E E K E B H
M ITU'K<Jlul:l, DZ\ ::::u /J SIM r. 58 (' D A K E B
M. sTMf'I< 1I111ia, DZ~ ::::(I/J SIM 11>41 (' D A K E D B
M ITIW<'a"i/a, DZ\ 315
J6 SIM :!755 (' D A K S D B
M ITM,,,: 41 ri/a. DZ\ JJ7:' STM :!75J D E E K F B
M "MIIC4Iula. ESP M5 ( SThI274'" (' B A [ E D G
1>1 ITMIl<" IJJri/1J, ESP 15J$ t7 STM 27.1S B (' A G E D B
M "MIICQlri/a, ESP 17J l SThI :!7 ~7 D F D K () D G
M srU/'l(1Il1il'a, FI 1 ()()) i SThI:!7 XI D E E H E D B
M ITMlIClIllda. F~)!J,{7 t7 SThI :!745 D E E F E 0 B
1>1 sruNCQlullJ, F83 fJ')) 5 SThI I~~ (' D C K A B E
M srUn<'lIlula, GRC ,)~ t> SThII~~ D E E K F. B B
M. rTMIK QI ri/a. GRC ~ J i SThI;:!752 C 0 A [ F. B H
M 1TM/'lC4trU4 GRC!J4J i SThI 1035 C 0 A K Cl B F

S _duG<!
GJ M. rTMIIC.2Iula, .A 17 SThI:!7 23 K L K AE Y P 5

M rTMIICQlulQ, .P. 1:' SThI:!7 2-1 II: L L AF Y P T
M mSllClJ1lua. .P. 17 5Thl Il 25 K L L AB T K T
M r'MIICQlul4 .P. 1:' SThI273 K L L AF Y P T
M ITlil'lCaruia. 1J, 17 SThI :!l ~J K L L AE l' Q L
M rTulIClllula, .P. 17 SThI :!7 35 K L L AF K T
M. "IiI'ICQlldiJ. .P. 17 SThI27~ K L L Ar Y P L
M ITUIIC 1I1u11l. .P. J7 SThI :!7 37 K L L AE Y P T
M trUn.:IJ1IUa, 1J, 17 SThln~ K L K AE Y P S
M. sTMlICoIIula. .A 17 SThI :!740 K L K AF Y P JI;

M "IiI'l<'",ula. .P. 17 SThI 1~il5 K L L AF K T
M. ITMOCIl1IUa. .P. 17 SThI Hi Il K L K AF l' ~ V
M srulIC<1Iula, .P. 17 SThI l~ 12 K l K AF Y W
M. ITMNCarultJ. .P. 17 SThI 16B K L L AE AB Q T
M 1T1i1lC1I1u1ll,.A /7 SThI 1~15 K L L AF T K T
M ITlil'lCarulQ, .P. 17 SThl1616 K l K AF ( ~ T
M. rTIiPk'/IIIUa. .A J7 SThI I~ 17 K K K Ar Y P R
M. ITUIIC /llullL 1J, 17 SThllol6 K l K AI: Y P 5
M. rTlillC/IIulll..P. J7 5ThlloIJ K L L AF Y S L
M. ITIiI'IC/IIula.1J, 17 SThI 1621 K L L AF Y P T
M. ,TIiIlC /llulll, .A 17 SThlloll!! K L K AF l: 0 T

S md'h.i
GJ M. sT_'Qlrùa. 1~ J7 SThI :!712 0 E E K E B G

M rTJIN: IIlfdlJ, .P. Il SThI :!7 2b C 0 A K C D H
M. m.M/lIui4 .P. J:' SThI nr. C 0 A K C D H
M. rTIiI'IC/illuia. J.t J7 SThI:!7 F D E E H E D B
M. rTMIIC /lIula, 140 17 STM:!7 Xi D E E K E D C
li rTlil'lClllulll, .P. 17 SThI :!7 ~l C A E B
li ITIiI'KQlruJI, 140 J7 STM :!732 C D A 1 E B H
M. r'lillCarulll, 1J, J; SThll73J D E E K E B H
M. rrlil'K/IIlUlI, .P. 17 SThI 27~ C 0 A 1 0 B H
M. rTUlICarrUIl. 1" J7 SThllo(U C 0 B 1 E B H
M. r'MlICarula, .P. 17 5Th116% C D A K E B B
M rTli",:<1IullL 1J, 17 SThI 16(17 D E F K [J D D
M. rTMI'KQlula, .P.l; SThI 1600 C D A H E B H
M rTIiIlC<lrWIl. .P. J7 SThllo().l 0 E E 1 E B H
.r.{ srMIO/: /lrIUa. .P. J7 SThI 1610 C D A K E B H
M rTlillCarul:1. 1-\ J7 SThl16U C D A K E D l
M. s'liIlC lImia. 1J, ,; SThlloN D E E H E D B
M. ITI"I"1J1/.ùl P. j 7 SThI 1623 C 0 A 1 E B H

~ Th(" absence ofdalJ is st'ored a~ J minus mark
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Tal>k 2. Prjn~r~ used for l\1LST of S. I11diloli and S. !/ledil'Qi'.

XIII. Article 2

(~n»ll~
TI' PŒ

Su rr,:lU rhlîng URF
klC;tlt')[l·

Prin.~n Se-.lu:n>x 5'-_~' ::CI pr;xlu~t

suc Ipbl

r~'pA - r.~p [-' ~ hrLlI1)('I~lnle RKPI Alj(,CA TGCACGL·CCTATl.u\ 5~." 5:)9
RKP2 Q~CATCGACATCTACAATATCAA 57.!

ÎJsJ. -~lftlf'jIJ) c hr-om(\SO!lle HSSI TACACCGACTGGACACCGC t,1.0
55t.

HSS2 LiA TGCCGTTCi::'GATCGACCC 6}.5
iul':C - rO'J] 5'1 ..:hr.:Jm0some R'MI CG'IGACAATCtXTGCCGA tll4 (:, t!

R:M2 CGCTGCGCCKSGC GCCCC 7Ui
jltJ1t1E· f!lttiG pSymA NOD! CAGITCTI.i(:';'CATICAAG(' 5:;.7

579NOD2 ccccrccrAK'r(,CTCCTGA T 6 \.4
g,:/>D5 - 5'-"<111.".1 p..':iym.<\ GABI C.ATGACCAAAGACCGCITCC 5~4 tJ5g

GAm GCATGATCGGCCTCAACAC 58.S
ü' ,p - (MIl rSymB E.XOmeliloti 1 CAACAAGAC(,GATATGAACGAA Stl.)

4'-1-l
E.XO=lilot,2 G11'::A'TGGAAGG.-\TIGACTGC 5;;1.4
EX Ome-il-C,x 1 CATGAAO':'AGCTGüGCAAAT 57.) 25<;)
EXOme,ji.;:~2 cn::-.c.TCGAAGCG(;CAAAA 56.0

/ i; ui< - I;mE pSymB THUmelil0ti 1 ACCAGGCGCACG<JCGTTGAT 635 722
THUmdl1,)u2 AATTCGGCGGC~~AGCAAG f'o~IJ_ .~,

Tlillme\h:a: 1 GCACOJ-l'}TH.iATATTCG 5!:J.O
720

THllm<dki't.'2 nACGATAGCGlKACAGGA 5~ ..:!

1 (Jr:n0llK' ItX'Jt!Olb !t'1er lu th{.' t-'e110IlK' nf S. meill(lli ~trai:1 1ll21.
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Table J. GenelÎI..' di\'ersity of S. nJt'diwe and S. mdilori pl-,pulation isolat<xi from the lhree: host plam
groups lIsed in lhis. sllldva

". U;. nEtle dlV~rstl"V

Sarnp~ of R fi
I>?qœll.:'('s 01>, ~ (lbs s...

S l"e41.<1<'
IGS•• Gl ~ü lOCI: 1. 11 0.00:::1 O.OOJ 10 OQ': ù COJ 1

G~ ~.1 100:1. Il 'J 000 o COO :0 000: OOOJ ,
G_1 ~ 1 l.oXI :1: Il 'J il'XI (JOX,:O 00::.1: OOOJ 1

IGSan GI ~O ~ o.J L~~ ~I 0.5!l.1 0515 IO.4CN: O.tdl 1

G:! " l 2 (KI :.:!~ 21 il 5X! 0.Jb/! :0,4(N: 05 ~!ll

GJ ~l l 2 OCI;L 21 'J 514 0.4N:0 ~51: 05261

lGS,_ GI 20 1 'l'J : l. Il oom o OC.û 10 000: O.COJ 1
G2 ~ 1 1.00: 1. II 0.0:1«(1 OCOJ 10.OOCI: 00011
G.1 21 l Uill1.21 0.0<}5 o CliU 10 000: 0.181 1

lGs""" GI lO 4 .1 l:! 12:41 0574 0546iO ~5l: 0.6671
Gl 13 ~ 2.55 (2. ~I O.4lJb 0.4.13 !0.2~1: 05851
G3 11 ~ 1.'.>.1 .1: ~I il4~ 0470 ;0.191: 0.6081

IGS.,." GI 1~ 4 3. r.t> :.1: 41 0.7:;7 0.70lI0.5ï.S: 0.7711
Gl " 4 .1.5.1 :.1.41 a.6M 0.t>4~ :0.59..1: 0.74\11
Œ lY 4 344 L1:41 (J 573 05.17 10.2%: 0.6% 1

lOSl:\c GI ~O j 3.9.1 :J:41 0.B7 0.7J4KJ.'.J'.Jl: 07841
G2 ~~ 4 .1.<)1 Ll'4, 0.7.15 Ot,.:l() 10 '.Jal: 0.7781
G3 10 '.> 5.00 :4. !lI 0.72l o.ô35 pl5Xi: 0.807 1

lGSm .. Gl 20 '.> 4.5~ :.1. !lI 0.57'1 05J\) 10. NI!: 0.7 J Il
Gl 22 5 5.7t. ;4.. 71 0.41]7 0401 (0 l'Il!. 0.til21
GJ 19 ~ .1.58 J2: 5r O.7I\) O.6l!5 IO.4ï.S: 0.11361

S. me/fil;1<l
lOS._ Gl 17 1.<J} 12: ~I 0.529 0,498ICUa3: 05.181

Gl 17 1.58 ~2. ~I 0.5al 0547 fCi.H5: 0.6591
G3 18 2 1.()I :2. ~I 0.503 OJ7lI0.2M: 05.191

lG5.wu GI 17 1.0012.21 0.64(1 O.Wb :0.47.1: 0.7141
G2 l7 4 J.l512.41 0.640 0.tlül10A7J: 0.7141
G3 18 4 .1 Mll.JI lJ.ttOl! 0577 10 ~~: 0.7141

lGS"... Gl 17 4 .1.15 il:JI 0.5~ 0..1<;8 (0.~(2: 05.l8,
G2 l7 5 .1.95 :.1: 51 0.72l! 0.1iB7 KI.5:'l!i: 0.802 1
GJ 17 2 l.oo i2: 21 0.514 0,48l10 3~.L 05J8J

lGs""" Gl 16 ~ l.2.1 j 1. 31 0.241 02.1.1 40.000: OA7.l1
G2 17 6 4 14 U: '.JI (l.5N! 0554 :0.274: 0.7691
G.l l7 3 l":}J 12: 31 0640 0.600 :0.J.40: 0.70.11

lGSGA4 Gl 14 ~ 1.~l n. 31 0.275 014710000: 0..l.II41
G2 l7 5 .1.50 fl. 51 a.5m 0.47» 10 1.1.1. 0.7141
GJ l8 .1 1.1l'l f1.41 a~qç. OJ76:0 lJ1: 0.6151

lGSD«; GI 15 2 195 Il; 21 O.!>4.1 (1318 lO.OOCI: 0.4'15 1
G2 16 2 1.\J.i :2. li 0.525 OA~l :(UI.>J: 05.181
G.l lb 1 2.00 L:!.2i (J.50.; (IA7J:O.2M:05Jl!1

lGSr"-,, Gl lb 3 2.1>5 i2.: 31 0.63.1 059.1 10,440; 0.70.11
G2 lE> !l 4.<.6 :J. 61 0775 0726 JO.5W: 0.8351
Œ 17 6 4.230: 61 0.647 O.bU:O ~"5.1J.7911

~ R. allehe richnes.s: H. Nei diversity indjœ~ Ons. ohs.erved value: Nm , expecte.d value for NllUn

sample size. limits. of the 95t:i <.'onfidencC' interval aœ ln orackels. Nmin values. are 19 fol' S. medicae
and 14 for 5. melilorÎ.
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Table 4. l\·1ok'Clllardiq"rslty ~nd Ta.llnu·s Dvahr. for geneti\.' mark('r~.

ueno;>u: S' ,)f~1Il :-;um~'r'Jf :t 01" TaJlrm's ri
n1J.lter Hti.·;.1 IsA.1OC'~ .:.ll('l':-~ l<:i1'l>: Cdimi1' Sile;
JGSar 321 J') 1 ~ 0)

IGSn ." oUJ;;11 ~2 1 0,CO:1) ·l2B ·1 t)~(,

lGSH!.: .lM:IJI ~J ',),(~.JI ~ .) .E! 0) 4S'4
fiJS.Y<n .1.1S :2, ~ 6 L; ';I.'~C3 2.7JO -2.IJ LJ·
lGS"". ,I.'J :21 51 2 '~I,\~ III ,I,-US ·{OH
/liS",., j<J.l:J, 62 5 4- O,t(C'2 ·.I.E-!~ J 3.l S
la:;"'., .U~:.11 6.1 1~ ,j (1,'.•. 12.": I.>;oB -1 5i~

JGSa • ]f)2 ~QI ~2 '~I.~ t~13_Cj 'J.~ 1.211
lGS",,, HI i'J 1 51 6 ':1,('-"25 1.7~~ -1 JO>I
lGS",,; J]~ III 5~ t> ') O.~ ... f~ 2 1.5J'lj L12\l
TGS.u..:t~ .1.!" :0) 1 5,) (, 'J.(·(I~.:; 1.7S~ -1.J.86
laS,,,,. 27-!.JI .lA ') ,.;1 ·.1,ih"~ 2.2.B -èl.5f.l
105",<. 2JJ : 11 J''; lu uD!!); 2.2.n ?-.)3~· ••

l°Ss' 125, /1 J'ci III ff:'2 2.:11 " ·1 J.J5

! Number i1f aligm'XI site ... Numbcr nf indri blol'<; within inlra~tx"cific' ahgnmelïb is
fiw\'iœd in bra\.'ke-b.
(Computation ofT'Üima's D wr-[{" Iln~ tra('13hle-~ ' .•••. D valll::S dlfr'efed signifa.:anuy

hrl l11 trŒral (":\pt'cl;.\tiun.. ""i~h 1J.=5 t ,( ur 1.1.=0. 1Ci .

GeneÜl' R{'sllH~ for S. olt.'dlcGcfi

I1Klrk:?r IG5.'Œf' lU-Sn:M IG!'wss 1GSrvuJ) lG5mli IC,)'EXo IGSTHl..'
ICSf/:Kp nt nt nt ni nI ni

IGSn :M
nt 1.nOOnr UM)(fr I.IJl}Onr l.I)OOnr 0,2680nr
nt 1.O{X)"f

... n.oou·· •
IGSHSS 0634 n.onn 0.003
IG5/YoD nt 1J)O(lnr O.16X 0.001" n.U15 0.321
IGSo.Ui

nt l.nOnnr
O.44IJ OA07 n.OtH/·· 0,1+3

IGSLyo
nt 1.1 lOOnr o. ..jJh uA05 n,071< 0.104

lC'h'H['
nt l.OOnnr UAT: OA31 0.651 U.h36

Gçn\."tÎl: Rt'sult~ ii..lr S, mdiloli"
marker IG5RKP !GSn'M IGSHs5 IG5NOfl IGSGAB IGSEXu IGSTHF
IGSf/:Kp 0.000

,..
n,ooo'" 0.008 O.~J9 0.1% O,37h

IG5FUM 0912 n.ooct'· 00:.0 UA31 il 1~5 U,05+

IGSHSS O.8:::n 1), }\("ltl 0,500 n OCl-+ 0.7:-\6 O.Ol~

IG5Nof. tJ.1:"i4 ru:.: 1 n. .1.f)4 1.(11) 0.056 n:'i77
IGSG.J,B 0+07 U.61}~ 0.:'2lJ 11+71 0.040 O.fHY
IGSEXo O,l~.s O."~05 O.1~7 U.35X OA93 U.264
IG5THl.: O,J~2 0.561 0.4.1.9 UA14 0651 o4fl-+

1 Th:..' up~r hal!' shl)w~ prl)habi1üi{'~ ba~d on the mlll h~T")the"is uf !inbge l'ljuilibrÎlIIn. The lnv.er
h.l1f shows linkage diseqlltli~nllll1me'a~utt"~ 1D' vulll{"sl.
!' Ill. nr . computations are res~l'~ively l'lot tra;:ta~le or aot rellah!::' due tn a lal'k of pnlymorphism: "
••.•••. the null hypolhe.~ls b fcjt"l'leJ at (/=5(-;, lI.=l'.{ nr 11=(J.I(·; takin~ intl,1 m'l-OULU a BUJHl'rl1nni
adjustmem tùr 15 compansons
-: ., ••.••• , the nul! hypothesis is n.'Fn~d al 11.=5Çi, u=l fti nI' 11.=0. Vî takil1~ into accoulll a
Bllf11ernnni adjumnent for ~ 1 cnmpal is.nns.
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Figure L Location of tœ genetil' markers used in this study on the gel}l.lme of Si'jorll;~obilim

mell'ori strain 10:21. The scven loci analyzed are sUfI'ounded and lheil' location is indicated hy
doued Hnes. Genes dusters loc~ued nearhy eaeh genetk marker aœ indicated hy black box.es. It is
nOleworthy that IGSNOD marker is located neamy genes involved in symbiosis specificity (/;od
gencs 1. s)'l11biosis efficient')' (Illjlfi.l. gencs 1. secretion n'irS gene) and conjugation (rra gcnes 1 and
thal IGSE-XO market' IS located nearby gene c1usters involved in surface polysaccharide production
(rkp. 1<1'5. e.lp and ew geœsl and conJugalion (tra gene 1.
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Figure. 2. Distribution of Neighbor-Net split graph length versus split length thresht"lld values. The
neawork Ienght for 3.6 '.~ 104 threshold value used in trus stud)' is indi':JlCd by a black rhomb. Using
thls threshold. 114 splits out of un were œmoved and the wcight of the finalnetwork ""as <,ISq of
the original split graph lenght.
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rj~'1Ir,-·. 3. Full view rA) and fi..>c:us t 13 ~ on N~ighl:xlr-N('t analysi S obtamcd Irom :'\9 complete
genotypes of 5. meiil(1fi ~Uld S'. medicQ(', Scveral i~oi<.ltes within I1mh S. mdi/ou and S. medit·ot:' are
cOIUlected to <..'ilch ...xher by multiple pJ.lhv.·ay~. forming an imercounerh.'ù n('l'~i\)rk and sllggesting
R'cumbinaliun ('olwt'rsely.), meliltJti and S. med/COl' dusters an:' COIUK'cled hy an edge. suggesting
St.'xual iS\llatinn [)Clwecn lht~ lWCI spedes. lsnlates did not dl1swr aù.'ording to their ~~U11plm~ plant
sets Gl. G~ (Ir G.lThe an<.lly~is i~ based on an '.l\'erageJ distance m<.ltrix phtam fmm tru., Sit'\'cn
s.equ:..'nces markrs. Branch !engths are drav.:n tü srale. Dotted Imes Indieate the posilion of
hapl,'types on tfr..? network. Trüm~k~~ ilnd cirde.; indicate tht.' isnlates assigœd re<;p,-~cti"dy tll
il. tnfâll'Ol' "tnd 5. mt'li/oti. Isol:Ht'5 sampled l'rom G 1. C2 and G_' are indll'.Itt't.1 r('sp('ctlv('ly hy
blJek. grey .lnd v. !lite- symtxll C(lll)llrs. The numb('rin~ n:lers to the numrx-r of i,,(llat::~ sampled fwm
the diŒ:"œnt group".
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S. mtiilori isolales sampled frolll G L G.2 and GJ No ~ignifkanl diflcrence was obs.erved within
bnth stx'cies. suggesting a 13ck of relationship hetween the diversity of host plants and the diversity
of the rhizohia sample.d 1'n-.m their nodules.
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Figure. 5. Disuibution the association measures D and D' amoog pairwise comparisoos involving
the genetk markers wc med. Within S. mdi/ori. linkage disequilibrillm measlircs ohtained from
chromosomal mal'ker pairs are higher others. This suggests that œcombination rate depends on
gcnome location. The differenœ is more obvious on D values than on D' values, which might he do
to the similal'iry of pt"llymorphism patterns obs.el'ved among- chromosomal markers. S. /nellicae
chromoSùmal markers were not enough informative lO obtain reliable linkage dis-t."'qllilibrillm
measlires. Howf'vcr. otœr5 D and D' estimates are in agreement with S. meliloti one·s. Each
pairwis.e measuœ of linkage disequilibrillnl is illustrated by a l'110mb. Nmety-tïve percent
confidence imerval of cach measlire is illustrated by horizontal and vertical Iiœs. Association
measlires among chmmosllmallocl are slIn'olinded by dotted Imes.
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Abstract

Using nilrogl'n-t1xing SillOrhi~obi/llll SPL'dl'S lh3l Înll'faCl wilh Afcdimgo pl3nts a~ a III Il l!L'l
SYSlI:lIL Wl' slUdil'd lhL' inlllh.'nù~ M host spl'l'iali/<ltil1n and s/1L'l'ialillil llH badl'Iül di\L'r~it),

l'hL' aim~ of lhis ~llITl'Y \\'l'rl.': ti l lu l'Iarity how hllri/unlal gl'llL' transll'rs Illighl h3\L' shapL'd
Sillorhi:::oviulII diVl'rsÎly al bulh SPl'L'ÎL'S and bi(1var k\ l'l: 1ii 1 III l'll111paft' the dislribllliun (1f
gL'nl.'lîe: ùiwl\il: \\'ilhin and hl'twel'n Sillorhhohiwll Srl'Cil'~ fllr l'mL' 3nd <IlTl'SSI1ry lnrÎ in
\1t'lk'r lu disLinguish spL'dati, ln and hust-"lx'l'ialiïali(lll prol'l's~es: 1iii) III prpl'l()Sl' sl'l'naril\s
cxrlain ing lllL' special iUIl <JnL! the l'oex Î~tence uf the ~islL' r-s1x'dcs S. fl/ffi/ori and S, IIIcdiùlt'.
Tp gain illSights inlo thl' di"ersÎfiL'atÎllll 01 JHcdicugo sYlllbionh hulh wililin and Ix't\\-\'L'Il
spl.'l'Îe~ (1/ Sillorhi::,oniufII. 126 isolatcs "'L'ft' oblail1l'd !rom two slli] s:.tmples, j rom l\lllL
nllduks 1)1' Medicag(J rrcmcuru/u and l\1ctiicago lacilliata, BaClL'tia Wl'rL' char'iL'lL'riZL'd ")
si nglL' and llluiti II Il': liS sequL'nù' ana Iysi S at [our lod, lol"atl'J on the rh)"{lm(\~onlL' and tlll' two
lllL'gaplasmids pSymA and pSymH. Wl' als\I rCCllllstructco a ~1I1~nrl'c hasl'd un scqUL'nL:'l';" III
IlIKlulmÎon ~l'ne du~lers (i.e. llad gl'Iles dllstl'r~ 1 inl'1uJing lhl' dUlerenl ~pl'cificît) grullp~

\\ hidl Îml'niL'l wilh Ahdicago :"JX:'l'Ù:S. Wilhîn S. mdi/oti. analy:-.es slIggl'St lhat /loti gl'Iles
ha\'l' ~prL'ad tn diftl'relll ~l'Ill'Lic had.:grounds tluI1ugh l'L'l'omhinatiun. This pr\lnlOtL'~

\ariatiolls in tllL' OhSl'f\ l'd gelll'IÎc strul'lUrl' aIllllllg II Ki. FunheL tWt\ Sl'l'llarÎl1s thal might
l'xplain tllL' pattern Id gl'Ilctic dh l'rgl'nl'l' hl.'{Wl'l'll S. mclilori 31ld S. medicu{' .Hl' prnrnseJ.
Thl'sl' resulb aIt' disl'ussed in lhl' lighl 1\[ till'ordÎl'al Illulieb on haCll'l"ial spel'iatÎIlll JUl' tll
disruptive selection ami on Lhe maÎml'llalll'l' or phl'Iwtypic variation in pl\pulalilllls \.\1

rhizuhia.
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Introduction

S~\eral r~cenL th~()l\'tical stl1(Jil'~ have c\1nsÎlk'red SPl'clutwn in Lh~ conL~xL or l'volutionary
brul1chillg IDieckmanll el al. 2lJ04). whcrehy local disrupli\'L' sl'Ieclion induced hy (.1L'nsily and
frelJl1L'nL'Y-lkp~ndl'nt proœss~s in a 11l'1~l"\lgl'n~ous ~llVirunmL'nl could lead lu lh~ em~rgellce

and coaisl~ncL' or speL'ializ~d phl'[HIIYl~S. TheSl-' nlllôels predicl thallhe cocxislenL'e of :--uch
ph~notYl~~ wilhin sp~cies i~ nul WI:' rohusL lu assumptions ahuuL lheir demography and their
œlaliVL' 1ïlnes~ (SL'e Ravigne. Ol;\ iL'ri. and DiL'cktllann f20(4) anô retàenl'~s hereinL
A~sl1l11ing such L·OL'xistence. sl~l'iatilln (i.e. whok gL'IH1Ille divergl'nCe) \\'ill ocl'ur in unly a
limÎled sel ur L·onditiuns. unless strong linkage diseLJuilihria inilially occur helweL'n genes
ill\olved in Im'al adaplali\)Jl anll in maling hdlaviour IC;avrikls 200:11. Furlhel1lwr~.

organbms which an.' csselllially c10llal l'aise 4ucstions on the definiti\1I1 of specks hOllndarics.
The rel al ive impacl uf CCI llo gical special izat iun and horizontal gelll..' transfer 011 hal'LL'rial
ôiversitïraLion and spL.'L'Îation is thcrdnrL' a Sourc'.l' of dehale fCohan 2001: Cohan 2002:
Lawre IlCL' 2002: Gcvcrs ct al. 20H51. By plal'ing aôaplive mutations in di1krcnt genl'lic
had.gn>unds. sexual prombL'uity mighl indcl'd hL' a critiral proœss that prc\elllS hacterial
spcL'iatioll d\'1ajewski 2001 J. The description of sl'vL.'ral hiovars li.e. L.'cot}l1L'S 1 indicatc thaL
reL'omhinaLion might hL' an ef/ïcienL COhL'~i()n forCl' in symhiolic rhizohîum species (Silva el
al. 2(0): Vinuesa cl al. 2(0)). l'onlrary l\1 pœdiclîüns fwm several mathematîcal Illoôels for
which recnmhinaLion IHighL n(ll he significanL in preventing hacterial speciatÎon 1Cohan
1\)\)4a: Cohan 1lJl)olh: Cohan t 9\)5: Majewski anô Cohan 1999h: Vetsigian and Goldenfeld
20051.

In thb l'Ontex 1. niLrugen-tixing hacteria which inLeral'l Wilh Ml'dicago plants appear as an
ideal hiologieal model for sLUdying Lhe link hclwecn spel'ialization and speciaLion.
Sinorhi:,obiulIl meliloti and Si/lorhi:,obiul1l fl/l'dime al'l' Lhe maîn symhionlS or MeJicago
plallls. Each hacLerial species and hiovar 1hv ) interacts cftïcienLly (i.e. fixes nilrogen) with a
variab1L' number ot' Ml'Jicago specie:-.. and vice-\'ersu Œena eL al. 2005 l. for insLance.
S. meliloti hv. mcdicagînis (ViliL'gas cl al. 20(6) l'an only fix nilrogen wîLh the annual species
Ml'Jicugo ladniara anô M. salll'(lgei. and cOl1vcrsdy. M. 11IcÎniatu anô M. sWi\'agl'i eannoL t'ix
niLrogcn with L'Îlhcr S. meilical' (lI' S. meliloti h\'. meliloLi Œena eL al. 2(05). Similarly. alfal1a
(A1l'Jicago sath'(/) and Met/ici/go truncatilla Întcract wiLh S. medicae and S. lIlelilori hv.
mcliloli. whilL' Medicugo po~ntlorpha inLcracts sulL'ly wilh S. medical' fRome ct al. 1L)l)61.

Sinorhi:,obium meliloti anô S. medicul' genomes includc thrcc replicatîun unils (RoumianLscva
~L al. 19lJlJj, In S. ml'liloti slrain 1021 genome. lhe chromosomc harhors mainly core genes.
L'ill'oding funclions rl'Iated to central melaholîslll and inf,)rmalional proœssing. whL'rea:-.
pSymA anù pSymB mcgaplasmids harhor musl of lhe accessory genes. which commonly
l'Ih:ode ~upplcmenLary mctaholîc pathw3Ys and symhiotic facLors 1GalibCrL cL aL 2001).
Spccifieally. hacLerial gcnes involveô in l'L'cognition hy hosl-plants through Nod-Faclors
svnlh~sis. such as nod. lIoe and 1101 ~l'nes IPerrL'L Sla~helin. anô Broll!zhtoll 20(0). ar~. ~ ~

localizeù on pSymA. Funhermore. s~veral genes thal encode surfaCl' polysacrharillic
compnunds rath\l;ay~ 1LPS. EPS. KPS 1. e.g. t'xo gL'IlL'S (RellOCr and Walker )<)1)3). arc located
on pSymH 1Fig. Il. Studies hascd on genome sClJUèl1ce l1alahascs have shown thal corL'
hat:lL' ria1gene:-. are kss prone Lu horiwntal gl'nl' Lransfer lhan Lhe acl'essor} oncs (Nakamura
l'L al. 20041. Consislcntly. Bailly el al. lin press al sho\ved Lhat horiZ\Hllal gcne transfers
involving plasmiôic loci arc quill' l'onunon wÎlhin bolh S. meliloti h\. mcliloti and S. medictlt'.
leaôing ln IinkagL' equilîhrilUll among Lhl' lhrL'c rcplicalion unils.
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\\111'rl'aê:> the sexual i~lJlaLion I1l:L Wl'l'n S. l1Ie!iloti 1)\. Illl'li lotÎ and S. mediclic has lX~L'n

l\c:-'l'rîlx'J 11\ Ma\nard Smilh l't al. 1IlILJ3L l1olhin~ i~ Klh)\\n a~llll lhL' !.!L'nl'IÎL' Jittl'renlialîon
r ~ 1- '-

among populalil1lb (lI S. J1Icliioti h\. Illl'Iiioli and S. lIIelilori Iw. n1L'dkagll1i~. PnpulalilJll~ or
LIll' I\vu bio\ar~ III S. mdilori l'an hl' jllund in ~Ylllpatr~, as \:1, l'II as 11lL' I\\-'(l ~1X'l.'Ù,~~ S. I1Iclilori
and S. l1Iediwc. FUllhl'L BarnilL BromlÏl'IJ, and Brllwn 12U02 J lk~crîl1L'd llodC genL' a~ Lhl'
main dCll'rminanl \)1 IhL' ~1X'cifil'iLy helWl'l'lI Mcdiwgo hlcÎllillT<1 and ib s)lllhionL Such
:-.pcl'indly l'llUld inL!ul'l' disruplh L' ~L'1el'lioll prôsurl'~ prnnll)ling lhl' CUL'XiSLl'lll'l' III \'ariou~

l'l'ol) pt.'~. Theil, lhi~ prl)l\'~S Illight kad tu IhL' diwrgL'nCl' llr l'l'l)tYPl'S tOI' gL'nl's llnt invol\l'd
in hllSl spl'l'ilkily li.e. ~pL'L'iali(ln) Lhrough cll'nal rl'produl'tion anô / nr maIL' dwicl'.
Conh'rsL'ly. homl)g:L'niling sl'lel'lh)ll acling on lhl' l'Ol\' gL'nUlllL' 1i.e. pllrifyillg Sl'kclion ,me!
glnhal ~l'kctiVL' ~Wl'l'P~) and trl'qul'nl lù'olllhinalilHl l'\l'nh Illighl prl'h'l1l st rains spl'cîalilcd
I1n Jilll'rl'Ill Metiicagu ~pL'cie~, e.~. M. {acÎlliaTu (lI' AI. Tnllll'owla, tll dÎ\~rge lur g~nl'~ Ihll
ill\ ~)]\L'd in ~pl'cilïcil), and lhu~ 10 go hl sp~l'ialil)n.

ln thb Wllll'XL OUf ailll b 1\1 iJl'nlify L'\'tlllllinnary prOl>l'ssl'~ lhal ~hapl'd the diwrsily 01
Ililrll&l~n-Iïxing: symbillllls \\ hich inlcml'I wilh A!eùù,'llgo spedl's, \\\' l'hank'krilL'LI by l'vlulli
Locus SL'LjUCnCl' Analysb I1'vILSA), an appruadl Jerih'Ù frlltn mulliilll'llS S\.'LjU('I1Ù~ Iyping
(l\1aiJl'nl't al. 1t)l)K), I\V\1 p(lpulaliun~ of h~!L'!L'lia, ÎnL'luding iS(llatL'~ hl'1llllging hl S. lIU'tiic</(\
S. lI/l'lilOTi 11\. Illeliluli and S. /l1l'liloTi h\. nlL'diL'aginis. Funher. Wl' llhlail1~J a phyillgl'nl'til'
It'l'llllslrul·tion t'l'llm partial sl'qu~ni.'l'~ llr thl' llodABC-lIodEG gl'n~ c1u~t('r~ 01 ~y mhi(lnts III

MeJicago S11l,cjllcity grollp~. Ba~l'ù nn lhl'~e dala, !Ill' gnab of lhi:-. Sllld~ \\·~r~: li) tu darily
how hllrizonlal gl'n~ lransk'r ~haped Sillorhhobilll1l spp, Llh'l'r:-.it) al hnlh SlX'L:ÎL's and bÎlnars
IL'\ l'\: liil III L'omparl' 11lL' Jislrihlltillll 01 g~n~lÏL' Jivl'r~ilY withill and hl'I\\ l'L'n Sillorhi~obilllll

Spl~l'ÎI.'S al Cllrl' and <ll'l'l'Ssury hld in onkr III distinglli~h Slx'l'iatÎlm and h\lSI-~lll.~dalizalion

PWL'l'Sses: liii) [n pI'OpIlSL' Jirkrl'IlL sl'L'nariu~ l'xp\ainin~ lllL' s1x'dation and lhl' l'Ol'xÎSIl'nl'l' 1)1'

S. lIIeli10Ti and S. I/Icdicat'.

l\latHÎah and ~lethod"i

bio/arioll and CIl/turf (~rbaCl('ria

TWll ~ampll.'s 01 wp soil Wl'rl' ohlailll'J 11'1)/11 mIl lo<.:alitÎL'~ in Tunisia \vhich arl'
incluL!l'J in a sl'mi-arid hiol'limalÏL' arl'ë:l: Enlidha jJ\lngilud~ 10'23' Eas[ - lalilUJl' Jb '07'
t\1l11h) and HaJjl'h 1l1111giludl' l)"_~J East - \alîlUdl' 35 ',2.." NI1l1ill. Thl':-'l' ~ampling ~il~s lall
within lllL' nalUl'al gL'llgraphil' l'angl':o. Ill' onlh M. lacillioTtl and M. TntncaTllla. AliljllOb of l'ach
:-'Ilil samplt \\Wl' pUl intll ('(JIlIad \\ilh two pIanI spl'd~~< il -W inùi\'ÎLluals nI' lv1. tnmc<lTu/a
Lkmall1ng A 17 linl~), ii 1 2U inoividuals ur M. lacinitlTa t huI" or gl'nutyp~s >. Gih~on lul~~

\\'L'rl' 111'l'\'ioll~J~ ninL' lL'mll Iilkd with \ l'rmicu\ilL' and 25 ml ~)l' nill'llgL'n-1rt.:'l' plant I1Ull1ènt
~\lllllioll. Tulx'~ w~r~ lllL'n aUlnclawd. and l>ompkl~d with il sldl aliquul. Sl'l'J~ \\\'l'l' surlal'l'
slL'rilizcd wilh l'alL'ium hypochlMÎtl' ~(; IWL'ÎghtJv\"lul1ll') l'or 5 minutL's and rinsl'o wilh slcrik
wall'l'. Sl'l'lb \\WC gl'rl1lillal~d tur 72 hllurs un 1(; l\\'/\ 1 agar 1111'diull1. Each plant wa:-.
lral1~Jl'rn..'d ÎndiviJl13,lIy intll a Gihsllfl tuhl' whÏL'h was placcd in grpwlh chamlx'r al 22"C
Juring 11lL' Jay and IX Cal Ilighl. with a \(1-h\lur pholllpl'rioL! and 50-()(lI'1 relaliH' hUl11iJîty.
A1tl'r Iwo ll1l)l1tll~. alll1<lJulL'-; rn)/l1l'ach plal1l \:lil'l'l' har\L'~ll'd, ()11<.: or IWIl nodu!l's pel' plant
\\Wl' sll~rîliz~d Il'ing h~TlI.ll'hh)ritl' 1Il n\'/v 1 l'or thlù' millull's, Lhl'Il rin~l'd IhrL'l' times in
~ll'rill' wat~r. TIll' i:-.olatilln 01 lme haL'tl'rial :-.lrain pL'r Ih)du!L' \Vas 11L'rlurmL'L! w;illg 111fL'~

slIccl'ssiw slIh-l'Ulturl'S \ln YEI\iIA sl'lid l1lL'diul1l (Vinc('nt 197fll 01 an isnlalL'd colllny slarling
l'rum l'rush~d nndlllc~. Hal'll'rial slraim Wl'fL' pn.'~cf\('J al -hO"C in YEM Illl'ùium
sllppkl11L'ntl'd \:1, ill1 ~(l', 1\~ l\umdv n!Ul11l') uf glyc~ml.
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Each hact~rial isnlall' was grown in 20 ml YEM m~tlium. W~ alsn grew. from our
lahoralory COll~clion. \lnl' S. fIIediclie and onl' S. lIle/i/oli b\'. mL'liloli slrains (STM 1605 and
STM 160..t r~~'1L'l'li\'L'ly. sel' Bailly d al. in press al. tlHel' S. lIleli/oli "train~ whieh had l1el'n
d~scribed as interacting spedt'iL'ally Wilh M. 1I0t'W/(/. M. rtuliata. and M. rigidll/oit1cs (lISDA
l6U. USDA Ibl../. and lISDA 1(12.il. and Rhi;obiufII 1/1ollgo/ens t' slmin USDA 1~-+4

IVan Berkulll et al. t ll)l):,\ J. rl'cl'ntl~ rl'mHn~d as Rhi;.obilllll gul/ietOIl hv. llri~nta!l' l Silva ~t al.
2(}{»)lJ. whil'h l'ix nitrogen \\'ilh M. ruthmica.

IJNA extraction and !iit'quetldllg

MLSA sc/wlte

W~ characlerizeJ symhiotiL' hacteria sampl~d t'rom M. tmflcatli/a and M. /aciniata hy
se(lucncing l'our loci. Pœvious studies le.g. Bailly et al. in pr~ss il) hav~ shown linkage
disequilihIium anwng chromllsulllal markcrs in S.lIle/i/oti Iw, lllL'lilotÎ. ln lhe present sludy
wc lhus only analFcù one loeus on lh~ chromosome rather than lhrel' loci as prcviously dOIlL'
in Bailly et al. 1in p1l'SS a J. lVlnre prccisely \\'~ invl~stigal~d gClll'tic polymorphislll \)j on~

chrolllosomai seqœnc~ IIGSRKpl. onl' pS~mB IIGSEXo ) and IWO pSymA IIG~'Ii·oD. IGScABI
seqll~nœs (Fig. II. SeqllcnL'l.'s uf PCR/sequL'ncing primers arc providetl in TahlL' 1.

Desigfl (~"primers witllill the nod gelle c1uster of tilt' symbiollts ~lI\kdicago p/aflts

In addition lO t11l..' MLSA approach desclihcd aho\'~. Wl' aimed at ohtaining two seqœnce
dalasels in /lod genl' region of rhizohia {hal inl~ract with Medicugo plants (Hg. 1l: li) partial
sequence of lhl' /IodABC genL' cluster. wllich is uhiquitous 10 the gennme of aIl rhizohia. The
largl' distrihution of /loJABC gene clusler allows us to ohtain a phylogeny moted hy an
appropriatc OUlgroup (i.e. Rhi;obiuftl /eglllllillosurum Iw. vieiae. Rhi;,obillftl gu/egue.
Rhi:.obium tropici and Sillorhi:.obiulII NGR2~4): Iii) partial sequence or the lIodEG gcne
cluster. which sIX'ms to hL' specifie to Medicago symhionts. As lIodEG g~ne cluslcr is not
uhiquitous among rhizohia. \VI? applied a supcrtn.'~ aprroach (sel' Bininda-Etlmons (2004) for
a re\ il'W) 10 I..'omhine the information availahlt' l'rom hoth tlatascts. Primel's \Vere designed
hased on homologous rcgions conservcd anwng rhizohia. ohtaineù l'rom GeneBank: datahase
trahie 1J.

Experimenta/ procedures

One l1lillililer of liquid l'Ulturl' was washed twice in an EpPl'llllorf micro-lUhè hy
centrifugation (15000 g. ../. minI anù thl' pèllet r~-suspl'nJcd in 750 ~Il of sterile waler. OOl'

hundlt'd microlilers of this solution was incuhated for t\\'l) hours with 20 ~ 1 of 1 mg.mr i

proleina~' K and 100 ~1of tris-HCl (10 mM. pH ~u l. Artel' hoiling. lhis mixlUrc was used as
DNA matrix. DNA amplifîcation was pèrfMmed using a Perkin-Elmer 2../.00 {hermocyder in
25 ).J 1volume. including 1 ~ 1of DNA malrix. 200 !JM of each dNTP. O.~ IlM 01 each primer.
1.5 mM of MgCl2• 1X huiler supplied hy thl~ Taq polyml'rase manulaclUrer. and 1.25 li of
Invitrogen Taq polymerase. Wl' usct! a {ouch-tlown program including an initial denaluration
stage (96"C. 4. min). 20 l'ydes of denaturatilln 1l)6"C. 30 st annealing: \annealing tempcrature
decrease steadily lrom oU"C to 50"C in 20 cycle:-..~O SI. ~Iongation t72"C. 1 minI and 20
cycles 01 denaturation (l}()':'c. 30 s), annl'aling (50"C. 30 sI and clongalion 172"C. 1 min).
PCR producls wcre eut oui l'rom 1li (\V/vI agarose electrophoresis gel. purified wilh a
QIAquick: Gel extraction kit 1()iagen). Seqllcnl'ing reactions wcre perfoffilCd on one strand
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using thl' IYYEnamil' ET Terminator Kit fAmer~ham Bîll~l"iL'lICL'l and ~tnal\Ied (ln an
AnlL'rsham Bio~dl'nCL' nllldL'1 Meg'1bal'L' l (It H) 1lNA Sl'\]lIl'ncer.

/Jaln ana(rst'S bmed 011 Ihe nuC! J:ellf c1uste,. t~f'ihe symbiollt.\' t~r'l('dka~oplallfs

Aligllll1t'fIt (~,. sequcllce t!tITaseTs

NlIl'1L'ntidil' sl'LjllL'nL'L'~ of lIodABC-1I0t/EG gene l'llIstl'r \\l'rl' 11htalllL'J from strains
STI"1 1605, STM 16U..J. 1Bailly et al. in prl'~s a J. S. II/elilori bn]atl's STM 21-135 and STM 2l'(~6

uf thi-; ~tllJy, USDA 16J:~, USDA 161..J., L~SDA ]62.\ l'SDA IX..U. Thl'SL' sl'l/lIl'lll'es werL'
alîgned using CU:STAL X 1.1-:3 !Tfl\llllThon l't al. 19971, togl'ther \\ ith thOSL' of S. melilori
strain 1()21 IlIoJABC-l/ndEG 1 1GL'IlL'Bank <tL'ù'ssiun l1umher tAN): NC_1 HI~m7l. s. IIIcfilori
h\. l1lediL'aginb ~train 102U IliudABCI (AN: AF522..J.:'()1. R. ga/egae IllOJABc) (AN:
X~757~). R. Tropici ItIOJABCl L-\N: :\9X51-1.), R.legulllinoSLirtllll Iw. \il'ial~ ulOd4BC~

(llhtainL'L! rwm a hlast searl'h at hllp://w\\\\.san!!:l'r.aL·.uk./PnliL'L'l~/K k~lll1liIlOSanlln/l. and
Sinorhi;'(lhillJlI NGR23-1. IlIod4BC) L-\N: liO()(ll)()j, Cnding ~l'qul'rH:e~ WL'rl' alignl'd bas8d (ln
amin(l-aL'Îd tran~lali()n. whiiL' întL'rgeniL' ~paL'el's WL'rL' aligned diJ'L'L't1~. Ciap~ WL'rl' manually
It'pl1rlL'd in DNA Sl'ljuL'lIl'e alignlllL'nts \vhkh \h'rl' l'dÎtcJ \Vith BIOEDIT 5. lJ. lJ (Hall J l)l)l)L

Detection (?t rccolllhùwtioll

\\\' sl'ardlL'd f...)r traC'l'S of l'l~l'()mbillation in a L\l!lI:alCn<ited data~L't inL'luJîng not/ABC
and notiEG SL'quencL's III MeL!iClJgo :-yrnhi\ltltS using thl\'L' melhllLis implcnlL'nleJ III RDP2
lMartin. \Villiamspn. and PlNH.la 2U05l: f'vlA.XCHt. CHIM.\ERA and (iE:-\ECO:\V, tllL'sL' ml'thuds
heing thL' m(l~t (lL'l'uraIL' III dL'tel'l rL'l'llmbinali ...)n l'\'cnt~ (Posada and Cl'alIdall 2tH)): P\)sada
20021. Thl' 1\\0 lÏn.;t ml'lhods U~l' a :-liding winJm\ tu d\.'tL~l't signiriL'ant dî~lTL'pal1L'ÎL':-' in the
scgl'L'gali(l11 of polymorphisms on eîttwr sidl' III eaC'h scqUl'I1Cl' sÎlL'. Thl'~l' af'L~ hasL'd 011 the
computat iun 01 / di strihutcd statislÎL's uhtai lied 1l'Um nlJllpari~ons 01 pairs or triplets ul
sl'ljUL'nœS respeL'tivL'I~, GENECOi'V is ail extensilll1 01 SawYl'r's mcthotl (Saw~'L'f ll}l'\lJl. Il
L'llmpares seljllelll'l' pair~ and ~C(lrl'~ unusually long :--eril's II/ pnlymorphk siIL'~ lor which the
t\\I) sequl'ncL'~ shared a Stfl1l1g :--imilarity. ThL' null hyp\lthesis hL'ing Ihe lad, 111' gcne
cOllwrsio/l CVL'llt:--. ît is teslL'd through tllL' randomization of thl' IOl'alinn uf alignnh.'l1t Sitl·~. A
p-v~llue b giVL'1l ,b [hl' prllpnrtion of flL'nnuIL'L! allgnl1lcnls whkh result in a greater ~l'orl' than
thl' lJn~inal alignl11L'llt. Fnr all thesl' lllL'thlJL!s, indL'i hl{)L's \\cre analysL'd a~ polynw'l)hisms.
\\L' flL'rfIl1111L'd 11100 permutation ~teTb and w\.' useJ a P-vaIUl' l'lit-11fT ~et tll 0.05 using li

HtllÜelToni l'\lfl'l'ction fur multiple tL'SIS. \\'l' als~\ scard1ed ClIl1Sl'IlSllS daughlcr SL'qUL'nL'l'S amJ
l'OnSCINIS rL'C'tllllhinatinn hrl'akppints, Fnr \1AXCHI and CHlfVL-\ERA. WL' uscd a variahk
windnw ~iZL' inl'lut.\ing ft'ST'lel'thl'l~ 20 Pl )I~ mlll'phic sites and 10' t uf \ariahk ~ill'S. Fpr
GE;-';ECO~V. :--îmilafity Sl'Of'L'S were l'PI11PU!L'J using li gscluc li,e. LI paralllL'tcr which sL'ak the
impal't nfnlÎsmatd1l's ~)n ~imilarity ~l'llrL'sl ~l't hl 1.

Inferenct' oftl SIIperTrec

1\'111dL'1s Il( sequl'nl'L' CVlllutiOJ1 W('fL' C'hlISI'I1 ~eparatL'1y 11)1' the not/ABC t.\alaSl't and for
tflL' flodEG dalasel. using thl' 1lL':--tL'd likl'lihol)L! ratio test (llLRTI imp1l'nwlltL'J in ]\·10DELTEST
_~.7 lPu~ada and Crandall 1')9X l. Maximum likelihoud 'MU top\)lllgie~ \\L'rc uhtaillL'd luI' tl1L'
two datascb. lhrough a heuristÎL' scarrh with Tl'L' L' Bbl'l'tinn-RcL'llnnel'tion (TBRI s\\apping
uplion, starting l'rom a Stl'PW iSL' addition lt'L'L' hy using PA UP';' ..J.h 10 1Swotlnrd 200~ 1.
Rl'liahility of bipartitions wa:- il1VL'Sligatl'd using boolstrap proportions L'stil1lah.:d l'film 1000
p~L'udu-rcplÎL'alc~analysed hy Lhl' san1L' ]\/IL apprllad1. Thl' Înfnl'matioll ohtaillcd l'rom the two

104



)c111. J\rticle 3

hootstrap computations \VL'r~ l'olllhin~d in a supl'r-matrix in llfd~r t(l sllmlllariz~ th~

phyh\~~netir information incllld~d in hllth datas~ts as dcsl'ri~ù by Dauhin, Gouy. and
P~n'iere 12002l. J\n un-wcightL'd parsinlllny phylogeny li.e. il supl'nre~1 and hl'ot~trap

proportions werl' obtain~d frllmth~ sUIX'r-matrix llsing PAUP" ..t.blll ISwofford 200.~1.

MliltiloCils sequence allalJ'H's

Aligllltlellt ofsequellce datusels alld p!lylogellt,tic ù,lert'llces

Nucll'otidl' seLju~ncc alignmellls werl' pcl'forIIIcd using CLUSTAL X un 1ThulllpSlHl ct
al. 1l)l}7 1and manually edill'li wÎlh l:HoEorr 5.0.LJ (Hall IlJl)l)). \Vl' huilt a ML phylogcny for
eaeh moiceular markcr using PAUP" ..t.hlO IS\\'oITord 200.~1. applying nwtlels of SIXjUenel'
l'volmioll dl'tel111ineù hy the llLRT illlplcmented in MODELTEST 3.7 IPosada and Crandall
ll)lJl\ 1 and perlùnning heuristÎL' searche~ hy TBR algolithm. starting ffllm the Ncighhor­
Joining tn:l'. The four phyl()genie~ \vere used in two ways. Firsl. Shilllodaira-Ha~ega\va 1SH)
t~sts IShimlldaira and Hasega\",il 199C)1 WCfl' perforllled to inVL'stigalc likelihllllu ditTerencL's
among topologies ohtaincd for the dirterl'nt markers for l'uch seqUl:nrc dataseL SH tests were
pcrlormL'd using completely optimized llllldeb Vo/ith PJ\UP'l' 4hlO ISwo1Tort/ 20(3). SL'l'IH1d.
in ortler LO illVL'sligaLL' thl' impal't of horizontal genl' transter \vithin S. ml'dical'. S. mdiloti hv.
mL'liloti anù S. meliloti tn·. medieaginis gL'netie groups, \V~ maplX'd thl' L'volution or symhiotic
spl'cifidty onto the four phylngenies. Ancestral eharaeter states \'I!Crl' cstimated using an
unwcighted parsimony modcl with MESQUITE I.Oh 1l\.1aJdison and Maddison 2005).

Distanœ matriCL's \\'el'l' enmpUlco for the four loci \vith PAUP':' 4h 10 (Swonord 2(03)
according to eaeh model of sequence eVl)lutinn. ThL'se matrices WCI'l' used to: il compute l'ur
L'ach locus thL' Illean pairwisl' divcrgl'ncc betwL'cn bolates that hdong to two dirthl'm groups
among S. medical', S. meliloti hv. mL'iiioli and S. lJleliloti Iw. medicaginis: ii) compute an
unwL'ightcd aVL'ragL' matrix of gL'nctic distanCL's hetwcl~n isolatL's over the four loci in ordL'r lO

ohtain a Illolccular nctwork hv Nci!.:hhor-Nct tBrvam and Moulton 200...j.) USÜH! SPLITSTREE4
~ '-.. ...

(Huson and Bryant 20061. NL'ighhor-NL't melhod is an agglomeratiVl' algnrilhm. dL'rivcd l'rom
NL'ighhor-Joining (SailOU and Nd 19~71. whieh can repR'sem l'\lI1flicling phylogenetk signaIs
in SèqUL'nœ data. The NL'ighhor-Nl'tmetlwd tL'nds lO infl'r l'ully rL'~(lI\'cd splît graphs. In on.1L'r
to clarity the phylogcnctÏl: hYPlilt1L'SL'S supported hy the network. IllCaSUrl'S of thl' rnhuslnL'ss
of each s.plit ~hOllld he used. YL'l. hl1l)[strap hasL'd proCl'durL's lead to pOOl' rcsults when
applil'u lO NL'ighhor-NL't mL'thod l Huson and Bryant 2006~. Sinee wc mosli)' ueal wilh Î1llra­
spccitïc ~ellucnel' polymorphisms li.e. saturalilHl Ill' phylogl'nctiL' signal should not he
ohserved). \\'l' thus appliL'd a tiller on splits hasL'd on a Icngth lhrcshold. accort/ing to
Wilkinson. Lapoinlc. and GO\\'l'r opinion (20031. Wl' ChOSl' lhe thrl'shnld so that the lenglh of
the final nct\vork was nearly 9j(; of Lhl' glohal split lengths. ThL' spI it graph was USL'd not
only tn visualize conflicting phylngenetil' signaIs hut also isolates dU~lering in relation lo lhe
tluel' symhiotic groups.

Detection of recombinurion

WL' scrœned S. meliloti MLSJ\ datasL'ts fl1r evidl'nCl' of l"ecomhination. J\tkr
concalL'nating SèquenCl'~ or the four loci. a\ignml'nls Wl'I"C srarllll'd \\' ilh MAXCHI. CHIMAERA
and GENECONV using thL' setling dcscrihed aboVL'. MOrl'()\ cr. WL' uhtainl'd a phylogenctic
prolïle to illustratt.' rccomhination hrL'akpoints hy llsing PHYLPRO O.t)6 I\Veiller 19t)~l. This
melhod is hascd on a sliding \\-'indow approaeh which mcasufL'S the correlation bl't\'v'cen two
vcclors of paif\l,'ÎsL' gl'nL'tie distanCL'~ alllong any sLUdictl ~l'qllCnl'l' and ail othl'rs ohLaincd
trom l'itller siue of each alîgnment site. Specifie settings \VerL' as follow. Gaps were trL'atcd as
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Jirr~n~nœ~. allatyse~ \vere p~rr\lrmed un pntymnrphk sites u~ing a val'iahk \\indu\\' siIL'
induding- 1\lur pnlympq)hisllls and WL' Illeasured Ihe cpngruL'ncL' alllong each pair or dislance
\L'L'IOI'~ \\' ith tllL' PL'arSl1n' S L'orrl'ialilln cueHiL'ÎL'nt.

Popll/<uioll structure

SL'\.lUL'nL·L' s lhal di flàed fWIll \llhcrs hy al il'ast (lne nuc!L'oliJ~ PllS Illon \\'L' 1\'

L'olbidcrL'd as dilfL'rL'1l1 allcle~. TIll' di\'L'rsilv III (,;;tch haL'lL'tial taxa ti.e. S, IIIctiica t'. S. me/i/ofi
hv. lllL'lilnlÎ \11' S. me/i/ori h\'. llledil1l!2Înis1 was ass~~~L'd usill~ (Wu sUlllmarv stilli~lks: alklk

L... '- ...'

rirhllL'SS "R" and NL'i diwrsity "H" inùÎL'es f~lL'i t llS7l which \\'L'r~ L'llmpUIL'd fnr L'ach or 1I1L'
lour f\lLST JatasL'1. \\'L' USL'd il randOlllisalil1n pnlL"ess III el1pe \\ ilh difkr('ncL's in ~alllpiL' SiZL'.
ExpL'Cled alkliL' rkhnL'ss lOf each gCIlL'lic grnup and l})' ( L'\lnlïJL'IlL'L' illlL't\ al~ \\'L'I'L' L'~linHltL'd

for lhe minimum sampk siz!.' Nmin ohserwJ al1lOng gruups. Contribution III l'ach symhioliL'
group Il) the alll'lÎL' richness 01 pairs Llf ù'ulypes al each ItlL'US \\'as alsp L"ulllpUleJ.

nirrL'rl~n1iati\Jn <.llllnllg baL"ll'fial population\/Iaxa \Vas cSlim,lIL'J b~ FST values among
pnpulal ions aL'l'\lI'lling- ILl WL'ir and Cl1L'J"L'rham l ]lJX.ll prnL'l'dllrL' illlp!L'ml'nkJ in FSTAT

2.tJ..1,2 (updat~d hum GoudL'l,lIYl)51. Exacl-lc~ls nI' gl'llnlypiL' dif!L'rl'ntiation ~RaYlllllnd and
f<.llllSsel 1t}l)5h) Wl'fe l1èrlormed wilh GE:-.lEPOP 3..~ l Rêl~ln\lnJ anJ R(lussl'I ]IN5a~. A
lx1puJatiun [l'L'l' \Vas ohlaincd {mm pair"\\'i~l' distanL"L'S hl'lWel'll populations hased {ln alklL'
IrL'4UL~ndcs using Ca\'alli-S!"\)fza alg\lrithm with POPULATfO;-';S 1.2.2l'\ 1Langclla. 0, 11I'}l}
unpuhlishL'c1l. Wc PL'I"fl1nHed 1000 h(hllstrap pseuù\l-rcplieaIL's on indi\-iduals in ordl'r tu

a~scss rohllstness 01 Ihe dirrcrl'nt nodL's.

Rl'sult~

Sampfill ~ e.\]Wrilllellf
('lne hactcrial isnlalL' was oblainl'tl frulIl each {lI' Ihl' 1~u plêll1ls l'XCL'pl for six M. trllllcatll/a
planls for whiL'h two isolatl's Ix'r piani WCfL' useJ in the L'xpL'rinll'lHs. TIll' hiKI~Jial samplil1g
inl'luL1ed a tl)WJ of 126 isolatcs (Tahle 21. \Vith regards l\l symhiolÎL' ef1ïl'ÏL'nl'Y. hllth
l'rI. frlmcafu/o and M. lacilliufu \"'L'r~ able 10 rix ni ln 19l'n with haL'lcria of thc soil sampk Ihey
werL' in ('otllact with (gn.'l'n rlllÎag~. pink nudules 1.

NucleotiJe sequellce ([('cessioll lUlli/bers
Ail seqUL'llL'l'S havL' I1èL'n dl'pnsitcd in thl' GL'llL'Bank dalahasL' IIGSRKP: LH).:1.056'+2­
IJ(J.:1.05767: IGS,.wD: IH.).+o5'+h7 -DI)'+U5592: IGSG4.B: DQ'+U6.ilJ3- DV.10651 ~: IGSE:w:
D(J.l()f,J 0'+- DQ.l1l62.:!lJ: lIoJABC-nudEG IX).+U656X- DÜ.+06:,x3l.

Phy/ogClletÎc alla/ysi!> 0/1 lIoJABC-IIOJEG gen(' cil/sten

Wc did nol infer clear clul'S or rl!combinaliun within tht' lIo114BC and l10dEG L'ollL'alL'naLL'
~L'qUL'nl'L' data~('l~. ImiL'l'ù. no reL"ombinalion hreakpninls WL're L'\idellœJ hy nh}re Ihan unL' nt
tIlL' IhrL'c lllcthods wc lIs~d. htrlhennore, no It'colllhinalÎllIl l'wnl hclwccn sl~L'irÎL'ily groups
was in1L'rrl'tl. \\\' uSl'd a HKY+l+r.l modcJ imJ HKY+r.~ to j1L'rlorm ph~ logcnetÎL' interl'IlL'CS
rcspL'l'li\-cly 011 I/(hl4.BC and lIoJEG SL'qUl'tll·l' JalasL~b, aL'l'ordingly to tllL' rl'~ults ohlailll'd
wilh HlL' 11 LRT impkmcntl'd in t-.l0DELTEST :'.7 1P0saJa and CranJali Il}l}X l. ThL' sUI1L'rlrL'c
ohtaillcù trulll hoth floJABC anù llotiEG gL'ne dll~lt'r indÎl'alL:s that 1I0ti I\'ginn (11' symhionts
a~soL'ÎaleJ Il) MeJictlgo L'lusl~r~d il1 a nHJllOph~ IclÎL' group lhg. 2J. Mon.'\oVL'r. S. IIldi/ori and
S. met!ic(lc sl'Ljuellees gHlllpcd În a sÎllg1L' cladL'. Thl' 1/od gellt' fl'gion or S. me/i/ofi islllalc~,

induding tllL' three l'cotyPL'S ddilled wilhin Ihis spL'L'Îes, ronncd a paraphylL'liL' group \vith
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S. mt',üeue strain~ l'nnning a sist~r l'Jade to S. meliloti Iw. mL'iiloti. Bootstrap propllI'tion~ thal
suslain lhese ohservalions var\' from l):;I;; lo 1(){ll;.

Multiloclls sequcNce wwlyscs

\\\' ohlained :;04 sequences l'rom lhe film lori. allllwing us tll detïnl' 126 ellll1plL'LL' gel]l)typl'~

1Tahle 2l. The 126 isolales dustL'red int(l two genetÎl: group~ ha~'d on sequl'IlCL' hOl1lolog~.

These groups were identifieL! as S. lIlcliloti and S. I1/cdic{/c hy sequence eomparison Ilnlo
sequence alignllll'nts againsl availahle seqllenCe datasets (Bailly l't al. in press ,-\). S. II1cliloti
isolales sampkd frulll M. lacù,iaw \vere assigned lo S. meliloti lw, ll1ediL'aginis hased on hoth
their symbiotÎl' ahililil's and lheir specifie lGSNoD aliL'1l's, (hl'ralL Ihl' datasl'I of lhis study
indudes 20 S. mediClic isolales. nn S. melilot; h\'. lllelillllÎ isolales and 40 S. mel;lot; lw.
metlicaginis isolales. Modèls of sl'qlll'nœ evolutioll selecled hy lhe I1LRT seb~led l'or l'al'h
marker ''>''Cre: HKY~5 l Hasègawa. I\:ishino. and Yalw 14~:;) Illudels for IGS/vOD. IGSG.4.B or
IGSEXO datascls and lC6Y l1ukes and Canll)I' 1Yfl91 for IGSRKP dalasel. Il nOll'worlhy Ihal
model ('hoicc is conditionl'd hy thl' pnlynlOrphisll1 lhal \,'l' obscrved al eadl Iueus. Sl'quence
Jalasels ur each IUL'US displayed variolls pallern~ of polYll1orphism ITahk 31. More precisL'ly.
\W ohserved 3 pal1kular palle ms. IGSEXO alkks of S. melilot; and S. If/edime art.' slrongly
divergenl and several inSt'rtions / deiL'li\)rJs arise sinee lhe special ion lidenlily sl'ures 2W; 1.
Wilhin S. melilot;. 1\\:0 seqœnœ clust~rs Wl'rc obvinusly di\ergl'nt in holh IGSEXO and IGSC.4.B
(respective idelltily scores 1)21;( and 9YI ).

Afler nhlaining an lUlWL'igled average of Ihe four distance malriœs. a Neighhor-Net splil
graph wa~ huill (Hg. 31. Wc applied a threshold of 4.5 x IU4 to lhe graphical repre~ntalinn.

This threshold resullsed in a suhslanlial gain or clarity (2~2 spl ils OUI or 294 were removl'd,
\vithoUI lonsing much information (Lhl' wei ghl of lhe fi nal nelwork was t)4.21.1 of Ihe original
split graph weight l. ThL' Ilclwork tlisplays thrl'c groups of slrains: i) S. medicae isnlales. ii)
S. ml'liloti hv. mcliioli isolates and iii) S. meliloti lw. mediL'aginis isolates. The <:Icar
dclincation of S. meliloti h\. mcliloli group and S. meliloti lw, Illcdicaginis group is mainl)'
duc 10 IG~voD polynwrphism (analyses nol shownl. This is consislenl with h)cus by locus
analyses prescnled helnw.

The Neighhor-Nel network splils isulales illlo lhrL'C groups idelllitïed a~ S. medicat'.
S. melilot; hv. meliloli and S. ml'liloti h\'. Illedk:aginis (Fig. 31. Whik S. medicue and
S. mdiloti hv. mdiloti groups arl' colUlcded hy a long l'tlge. S. mefilot; hv. metliL'aginis and
S. meiilot; lw. mdiloli groups an? collncctl'd hy several splits. Furthcr. Wl' dict not dete,,:l an)
signifkanl dirtl.'relltiation hctwecn En1ïtlha and Hadjcb populations \J,.'ithin each S. mel;loti
hiovar hasl'd on ail loci Ip > 0.051. Thus, Tunisian genolypcs or eaeh isolalctl t'rom lhe lwu
soil samplcs \\'erl~ poolcd in funher analysL's.

Locus by locus analyses

S. medime allcles duslercd in nwnophylelic groups on lhe hmr phylngellil's ohlainl'd l'rom
the molel'Ular markcrs usl'd in This sllld)' (Hg. 41. As no allde was shan'd helwccn S. medicae
and S. melilot; biov<u~ (Fig. 5AI. high FST values were measured Jmong the twu ~pede~ and
ail ditler~nliation lests OeIWel'lllhl.'se gruups l'cjccted (he nul! hypolhesis (Fig. SB l. MoreoVt.'r.
average ofpainvise genetk dislance hl'lween isoiatcs sampled from S. med;cae and S. meliloti
h\'. mdiloli or h\'o medîcaginis indicaled hîgh mean Illolccular tlivergence bclweell lhe pairs
or populalions in\'estigaled (fig. 5C1. Conversely. mean nlOkcular divergence hetween
îsolalcs hclonging lt) dil10rcnl S. "'l'lilou' hio\'ars was lo\\' ft)r allinci cxœpl/GS,voD (Fig. SC J.
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l\fl)rl'(\\\~L S.lIlcliloti tw. m~liJ(lti and S. lIleliloti 11\'. IHl'dkaginis sharl'd Slll11L' alil'k' for ail
10Li exrluding IGSNoD (hg. 5A J. Thb explains that F,<;T \'aille ()h~el\l'll at IGs'voD aIt' highl'I'
than thllse al (llhL'r 1I11'Î. furtherIllOl'l'. alll'k SL'b (If S, melilmi ::-.trains isulatl'd rrnlll
M. mmcafula and M.ltlcilliafl( furmed paraphylctic groups in ail phyhlgl'Ilil'~ hut IGS,voD
j Hg. ~, Fig. 4).

RecOInbillatio/l t'1'Ù/cIlCCS

h1\' L'ach 1(IL'U~. SH !L'st rl'SUlh indkall'd that thl' tnpI)logy obtainL'd is ~i~lliricalllly Illnl'l' liKl'ly
lhan [ho::-.e ohtainl'd l'rom I)ther loci jT,1blL' 41. At kast 1\'>'(1 tl'ansitiuns in s\mhilltiL' ahilÎtie~

\:!,'L' l'l' inkrred l'rom IGSRKP , IGSG.4.B and IGSEXo phyl(lgelliL's within S. lIIe/iloti strain dustl'r~

(Hg. 4l. No transitilHl \\as În1L'n~d \\'ithin the nwnophyktÎl' groups that Clustl'r S. medicae
alk1L's onto thL' four phyh)geniL's. NIl transition was uhsl'rwd in IGS,\'oD phy 1{)~eIlY wHhin
S. II/t'dime. S. //œliluti h\, Illelikltl and S. meliloti ln, lllL'dicaginis grnllps. Finally. \\'L' fllund
lù'omhinatinll hrL'èlkpuints ~p<O.lI~) !lx'atl'd hL'lwL'l'n each 10L'llS hasL'd on the scan Ill' the
l'l)JlCatenalL'd sL'quenœ alignlllclll lI! the fuur loL'Î \Vith MAXCHL CHI:\t-\ER~ and lÎENECOl\\'.

Hasl'J tIn the t1l1W l11L'thods, si gnilïcant as::-.i gnatÎ t)ns 01 pal~ IIIal Sl'ljUL'tlL'L'~ 1p<il. (5) showed
that tl1L'~l' tr;Jl1s1L'rs tllOI.: plaœ hlllh within and among S. IIldilMi hill\'ar~. These resulls are
illustraled h~ a graph ohlaillL'd u~ing PHYLPRO Il,Yb IWdl1L'r lql)~) 1Fig, 6).

Di'icussion

RUOIllbillot;OIl occllrs OIlWIIJ.: ,". ml'1i/of; /lim'ars

Prl'\'iIlUS studie~ hah' dCn1l)llstnttL'd that thl' JÎ\L'rsity ot S. melilori 1". l1lcliltl{i i~

strungly inflllL'nœd hy rL'l'omhinatillJ1 (Bailly et al. in rn.'ss a: ['vlaynard Smith et al. llJl).1"
TIll' rreSL'nt study shows lhat rCL'ol11hinalÎon alsll tll'l'Ul'S 11L't\h'~n lhL' t\\'ll S, me/iloti hin\ars.
nul onl} hclwcen f10d and l'hromosomal markel's hut alsll 1x.'twL'cn rlasllliJir markL'rs, Hrsl.
tllL' Ncighhor-Nl't nctwurk suggL'stcd lhat horizontal gl'Ill' tra,nsll'rs iHGT) shapl'J thl' gelwtÎL"
dÎ\'ersity nf hoth S. I1Icliloti h\, llleliluli allô S. meWoti Iw, Illedil'aginis. Significant
iOL'llngrUl'llcc i.lmong 1hL' t'tlUr phylllg('nics WL' huilt l'oofirlllcd lhat IIctwllrk splits infL'lTl'd
It'sullL'd l'rom 1\~L'olllhinatilln anwng S, I1Icliloti hiovars and npt 1wm a lack of phylogcnetÎl.'
signal hasL'd 011 lllL' data we uscd, SL'cund, thl' cumplL'x L'\olutilln lIf symhinlÎL' ahilitics
(Ihsl'l\ù\ within S. me/iloti dadL's d.e. tllL' t\VIl S. melilmi symhiolic gnlups arL' p(lraphylclÎl'
lIll ail phylut'l'IlÎl's \Vilh the L'.xceplÎon III IGS",oD l'or \vhich cach S, IIIclilori hill\"ar fonns a
L:]aJL') is <l1so L'lIIlSi~lL'Jl/ \\'ith thl' hypothl.'sis that r~L'Ull1hillati\)n look pl.lL'L' al1l1lng S. lIIe1iloti
hi\lvars, Finally. MA.XCHI. CHIMI\ER-\ and GE~ECONV èlnal~ Sl'S L'xpliL'itly 1liL'a li Sl'U
lecomhînation l'\"l'nt~ hl'l\\œn S. meliloTi h\'o mL'1ihlti and S. meliloti h\, mL'Jkagini:-.
RL~mmhÎllaLÎlln prlll11ulCS the L'\,\)!tuio/l of loci which arc h,)rizolllally transkrred
indept.'nocntl~ l'rom {heir gL'nL'lic had~gl\lllllJ, Thlls. thL'SL~ loCÎ might display diITelent gel1etÎL'
~tructurL'S d~lx:nJing (Ill sckcti\'L' prl'SSlIll'S and barriers lli gel1e !lu\\' that hulh shapeù thl'ir
L'\olution, In this stud~, WL' inJl!l'd ohSl'n l'LI tI1l\.'1' diffl'rl'nt paul'ms (II gl'flL'[Îl' Jifrerl'nlÎuLÎ\)n
hL'l\vl'L'n lhl' two S. mdilofi biovar:-, anwng the fuur markers \\'c in\l'sti,Çall:d. FiN. S. mdilori
ln. Illcli\uli and S melilot; h\", mL'dkagÎni~ 3fL' l'ompktl'Iy difkrl'nlÎatl'd at IGSscm li.c. 1111

sharl'd allcle). and alkks l)f eUl'h hiO\ar c111stel~J in two distinl'[ dadL's on buth IGS,'\iofl and
f/udABC-f/odEG topologies. Hamm. Bromfield. and Brown 1~0021 repllrtl~J that the dfÎ(:ieIlL'y
of the interactiun ur S IIIclilOfi Iw. llledicaginis strains with Al, foeil/il/tu rL'ljuÎ1ù\ li spcdfic
lIodC alll'Ic. In thb C(IS('. a ckar Jisrupli\'L' ~l'Iel'li(ln pressuIt' duL' lu the host plant ac{ed (ln
S. lIIeliloti flOJC gellt.' and influl!ncl'J t1lL' \ariahility or the L'nlÎrl' /lod grill' rcgiun hy hilch­
hikil12 (Mavnard Smith and Hai!!h 1974\ tlwilH! 10 the lack 01 l'l.'L'Olllhination \\'ilhin thl'

~ ~. 1- '-
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symhioLic region. Sl?cond. IGSEXo alsll appl?ars a~ aLypical among I.he four loci. sincL' it
displaYl~d a ckar diflàL'ntiation in tVd) major alldes \",'hich did not fit signitïcanU) with
hiovar hl1l1ndaries. The major IGSEXo al!L'ks exisi not llnly in Iwo Tunisian populations nut
also within a Sillorhi:,oiJiulIl population isolatcd l'rom a hcnch soil 1Bailly l't al. in press aL
\\\' prL'\' illllsly ShOWL'd thal this I()Cll~ l'\ ol\L'd llndt'r halandng ~ckrtilln. maintaining two
alkll?s al ~ill1ilar frl?l/ul?nl'Y in a S. melilot; ny. mdilllti population. A~ \\'C L'llcoullIerl'd a
~imilar pattern. WL' can hypotllL'size that ~il1lilar l'Vlliutionary pressurl?~ Illight haVL' inlluenœd
the plllYl1lorphism of holh hin\ar~ and l)\'l'wnted any dîrtàL'ntiation hctween them. This
patlL'l1l might hl' duc ttl host plant ~L'1L'l·ti\e prL's~ures. as (~W loci are invol\ed in IÎ1l1iting
plant uelelh:es 1seL' Fraysse. Couderl'. and POÎnsot (200~ 1for a revÎl'\\' l. Finally. our analyses
It'yeakd a signilïcallt Jifkrl'ntiation. !llllstly duc tu dirtàences in alk1L' lrel/uL'ndes. lX't\\'een
thL' two hiovars on IGSRKP and IGSc....B. Historical dfecLs l11ighL nl' involVL'd in the onserved
gL'nL'LÏL' di tkrenlial iOII. ThL' recent admix tun.' tIf the two hio\ ars al a Illcal scale may haVl' not
yd l1l'nllilted Ii.'L·omhinatioll Lo homogl'nize allek i1"L'llUCnciL's. similarly to a WahlunJ l'Heer.
Rl'Ct1mhillalion might abo he murL' frel/lient W ithin Ihan het\\'cen nÎovars a~ sharîng the samL'
h(lst plalll ('ould lavnr geneLic exchangl's. For instance. tllL' two genes l'l)Jing for lhL' conjugal
transler prolein TmA. which are r~spel'tively loCall?d on S. meliloti pSymA and pSymB. are
owr-exprcssed when hacteria are in contact \VÎth IUll'olin. a tlavonol'd pwduœd hy Medicago
plants lAmpe cl al. 2003 l. Mnrl'oh.'r. PrL'lllrius-Guth. Puhlcr. and Simon (1 (,)901 suggested
thm plant nodulcs l'reate the must favorahle nalural conditîolb 101' reL'omhination alllong
S. me/iloti isolatl'~. TIlUS. a higher recomhinatit1n rate \\'ilhin hiovar might l'l'suit l'rom a higher
mating prohahility due to hosl planl s~cîtïcity and tra gencs induction. This Illight It'SUIt in a
recomhînaLioll-seleclion cquilihrîulll dlaral'tcrîzed hy snml' genelil' Jiltl'rentiation lX'tw~en

himar~.

Th~ diftl'rentîation pall~rns \\'e ohsef"\'ed Illighl also relkct an ongt)ing Sf1CCI<Hlon
prncess hetwel'n th~ two hiovars. IndeeJ. the ohserVL'd dilTercnliatioll on IGS",oD might
îllustratl' the selection of straîns driven hy Iheîr respective host pl~-tnls. which could kaLi to

JÎVL'rgence on other loci. e.g. IGScAB or IGSRKP• and finally rcach Ihe ovcrall gl'nom~.

However. such speciatilln hypothcsÎs is nol th~ nHlst lîkely sinCl' prcliminary r~sults al the
Mediterranean nasin sculL' suggcsteJ that S. meliloti populations prderclllially dustercd
aL'Cording 10 their geographîcallocation rather than Ihcîr original ho~1 plant ~pl'cies 1s~~ Fig. 7
hascd on genotyping rcsults ohtaîncd from Ihis study. Bailly et al. în prl?ss a and Baîlly ct al.
in press hl. This SUppMIs Ihl' hypl1thesb Ihal HGT is frequcnl cnough to prL'vent spccialÎLlIl or
the dil1àenl nÎllVars \\'ilhin S. meli/ori.

Sl'fciatio/l and Jpf'ciali:.atiOll ofS. mdi/of; and S. medica('

At IGS:wD lot:us. lhe genetic divergence hetwœn the two S. melHoti hiovars is X.7lJ
limes highN than the diwrgence hct\\'ecn S. meliloti ln'. melilotî and S. medicue. and
symhiotic rl'gions 01 S. melHoti slrains arl' paraphyl~tic on flodABC-flOdEG sUlX'rtree.
CI)Jlyersclv. the genctk dîver1!enCL' hetwœn S. meliloti and S. medicae is fi\'(' 10 sîxteen limes. ~ ~

higher Ihan the divergl'Ilcc l'>ètweell the IWO S. mdilot; hiovars at IG5rro 116.06 limes 1.
IGSRKP (1().56 times) and IGSc .4.B 1).22 timeSl. Th~ dilll'remialioll and the dî\·crgenœ lX'twecn
S. melilot; and S. medicue rel1~ct thcir scxual isolation and illustratc thL' l'xîslenct.' Dl' bona-fide
evolutionary sJX'CÎcs wilhin th~ genus Sinorhi';',obiul/I. This lasl stalement is consislent \vith a
previous study hy Vinuesii ct al. L:!llIlS) ahllut the sJX'cics concept withîn the geIHls
Bradyrhi:.obium. In lhis contcxt. host plant se!l'clîvl' pressures cullstrainîng pol)'murphism at
nod gene~ muid explain il lowcr diverg~ncL' œtw~ell s. II/eh/oti hv. meliloti and S. medicae al
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thL'sc loL'i. HI1\\t!\er. lhi~ lasl h)PlllhL'~b miglll ah(l bL' L'halll'llgL'd b; HGT ht!I\\L'l~n :-;lwciL'~.

!t'<l\ ing OpL'1l IllUilipk sL'L'llaril)~ fpr spl'dalil1ll and ~pl'cializaliun of S. meliloti and S. medicuc.

Tw() sl'l'narÎus might indL'L'd l'xplain lhL' l'llI'fL'nt genl'tic structurl' or Ml'dicag()'~

~YlllhÎ\llk slrain~. Î! A JiN l'xplanalÎlln il1\o!h'S tllL' spcl'ialitln \lI S. I/lcdÎctl(' !l'\)f11 onl'
am'L'slral linL'agl' n1 S. IIIclÎlori harbllUl'in~ /loci gL'nl'S slX'L'i1ü: tll S. lIIe/iloti h\. lllt!liloli. Sud1
spl'L'Îalil1n lL'ithL'r s~ mpalrk (JI' allopalril" musi havL' lakl'n pl~il'l' 1\11' l'lhlUgh linlL' tu ~lln

S. mclilotÎ and S. meclieu/' lineagl's \lll Illl'ir \\ huk gL'llllml' këKling t(J nWlwphy 1L'l IL' gl\H\P~

l'xrL'pl lOf thL' //(ld gL'llL' L'lustCf Ill' pSymA whi1l1 l'nllw ulldl'r host-plant ~L'll'l'ti\L' rl)J1Slrainb.
ii} Ail altL'rnali\ l' L'xplanatioJ1 in\lll\ L'~ al1 inlL'rSpL'L'ilïc HGT 01 1hL' /lod gl'l1L' L'luslL'r l'lL't\\'L'L'11
S. melilotÎ and S. II/l'dicuc arter tl1L'ir spL'cialion. Assul11Îng thh sl·l'Ilarin. t\rl) possihk isSUL~S

ha\'L' 10 hl' considL'\'t'd. ~irst. fnl!(l\\'ing S. II/elilori and S. l/IcdictJf spt!cÎ<lIiun. S. mcliloti
~ymhiutjc fl'gion l11ighl haw l'\\llwJ llndl'r hnsl plant sL'lL'C'tiw prt!sSUl'l'S. indudng thL'
l'l11l'fl!L'ncL' 01 lhrL~L' SI1èL'Îlkity groups aJaptL'd hl L'ill1L'r M. rrullcûrula. M. Illcilliatu or
M. rigùluloii/es. TheiL lloJ gt!lll~S \)1 S. melilori h\. 1l1L'liloti mighl hah' hl'l'n Iral1~kn'l'Ll to
S. 11wtiÎCtl t'. Sl'i.'l1nJ. spl'datiun hL'l\\'l'L'n S. lIIe/ilori and S. 1Ilt'dicllC might hah' l1L'l'll JIll' III
~l1L'l'iHlizaliull I1n 1\\'0 diflL'rl'l1l plalH SlX'l'iL's, lôulling III di\t~rgL'nt //(IJ gL'nt!~. SllhsL'qut!nlly.
I/od gL'nes (lI S. medicae adapled to husi-plalll displaying tilt' S~Ul1l' SPl'L:i1'iL'il} than
At. rrtlllcamia might havL' Ix'cl1 lranskrrL'd lu a S. II/t'lilori slrain. rL'pladng ils own symhiolic
dusler. ln thL' ~arllL' \\ay. Si Iqt L'l al. 120(l:; 1 alld VinuL'sa t!t al. COO:; ~ pr\lp\l~L'd that
inlL'rsrx'dfk HCiT 111 symbilltÎL' island i~ thL' l11os1 1ikL'lY L',(pl anal Inn loI' lhe \ ariahi litY
(\h~t!rVL'd rl'spt'clivL' 1y within Rhi:;obiulIl gal/ietON and BruJyrJiÎ::nhi /lm cunarieJlSc

pnpulat ions.

Origi" of Sillorlti:.o"Îu111 mdiloti and .'-.', l11edicGt' Ilod gellf,\

WhilL' S. IIIdiloti and S. medicae ,Ul' tl1L' main symhiol1ts \)1' l\Jctficugo pli.:lnb.
Rhi::.obiwlI //Iol/goICllsc u\.'œntly rt!nameJ Rhi::obiul/l gUl!iCllIfi lw. orit!l1tak hy Sil\<t L'l ,tl.
t211(5)) b the spL'L:irk symbiol1l11fMediCcl.fJo rurll Cil ica IVan Refkul11l~1 al. 199XI. AÙ'\\rding
tll 11lL' SlllX'I1rL'L' ohtail1t!l! lnllll pcll1ial sL'LjUL'nct!s of nl/MBC and nodEG gt!llc dllstt!rs. lloJ

~L'quL'nces ur symbiont:- (ll' AJedicaljo SpL'L"Ïl'S duslL'r in a lllofwphyIL'tic group (Hg. 21. Wilhin
this group. a daLlL' dustL'rs al! /lod SL'quL'nC\!S of S. meliloti anJ S. medÎcac. \Vhl'rea:­
R. IJw/H;olc/l.sC appt'ars a:- a sislL'f hranch tll thi~ clade. Thl'sL' f'L'sulb arc L'llnsislL'nl \\ î1h lWIl
tltl1L'r lIod phyl(lgl~nL'lic sludiL's bël:-L'd pn /lotiB ISil\a l'l al. 2(0)) and IlOde iLaguefrL' L'I al.
2UOI 1gl:IlL'S whiL'h alrL'ad~ ~Upp(lrl a mnnl)phyktil' gmup inl'luding R. 1/101lf(olense. S. lIIelilori

and S. II/cdicae sl'qUt!lll'CS. In lhL' ~amL' \\ay. S. /lwliloti and S. medÎciil' arL' L'ons idl'lùf <1:­

sihl ing spl~ciL':- hi:lst!d un hnUSl'kl.'eping gl'nL'S phylogeniL's 1TurnL'r Jnd 'Y (lung 2000: Caunt l't
al. 20() 1: La~uL' rrl' ct al. 2001: Sil \a l't al. 2(0) 1. HtlWL'VL'L bël:'l'd on c!lromusI)mal gt!nL':..
Mcdicar:o ~ymhi(lnb bL'longing III Rhi::obiult/ and Sillorhi;,obillfll gl'nL'ra ùu ni.ll l'mm a
1ll1lnophy1L'1iL' group. \\;hilL' thL'ir hrand1ing is L'onsisll'nl with tl1L' monophyly 1)1' L',lL'h gcnll~

1TurnL'r and Yl1ung 20tlO: Gaunt COl al. 2001: LaguL'n'c L'I al. 2001: Silva l'l :lI. 20051. ThL'
inl'lH1grtll'IlL'l' lx'lWl'L'I1 ~Ylllhi()tiL' and housekL'L'ping gel1L'S phylngcnies slrongl~ suggL'slS lhat
HGT llceum'lI hel\\ L'L'n thesl' 1\\ (J linL'agL':-. MorL' plcdsl'ly. lhL'sl~ data ~uggl'st lhal thL' l\Vu
SÎllOrhi~obilfl1l spet'ÎL's ~ll'qLJilt'J lhL' ahilily 10 nodulalL' MedÎt'tlgo sTX'L'iL'~ lhrough a HGT of
tl1L' ~Y111hi(ltil' isli:lnJ frum an anL'L'slof uf R. /lIOIH:olcllse. l'Îll1L'r lnward~ I.IK' CtlnHl1l)n at1l..'L'stor
01 Ihe lwp SÎ/lorm::obium SIX'CÎl'S or 1()\\'i.iI'(,b one Sillor!Ji::ubium Sl1L'l'iL's lùllo\Vl'J hy a spread
tn lllL' othe!' (ll1l' t SL'L' aho\ L' JiSl'lISsi(H1 (ln IhL' dînelt'nt sCl'nario:-; l. In this conlL'xt. il i:.,;
l1t)tl'\vonhy thal Medicago mtJienil'tI appL',us as thL' tirsl divL'fgL'nt plant ~pèciL's in the ~ltiL't

l'(ln~'I1SU:- l110st par:-imol1Îous I1wkcular phylllgL'ny of lhe gL'f1llS lvledicaga ll)nwnit! L'l al.
ll}t)X l. This rL'infùrœ lhl' iJL'a that R. I/Iollgolense tiL'l'i\('d l'rom lht! anl'L'stral s)'lllbiolic
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bacl~ria of th~ gl'IHIS Medicago. SUdl HGT across dinà~nl phyla of hact~ria is usually
invokd tn ~xplain th~ distrihution of symhioljc ahil ity among rhiz(lhia. hllth within u­
prllt~obacteria (Wern~grecn. Harding. alld Ril~y 1l)97: IVloulin l't al. 2Ull4: Silva ~t al. 2005:
Vinuesa ~t al. 20(15) and hetwccn u- and ~-pf()I~I)h~!L>tcria (Moulin ~l al. 211(}l: Chen ~l al.
211m l. A lral1sf~r (lf the elllirl' symhiotic Island (incluJillg hllth nodulalion and N2 fixallon
gel1es) has loI' inslanœ l~cn prO\Td in .Mesorhi;,obitllII loti hy al'lluisilÎllll of a svmbiusis
island Ihat intl'grall's itllo a phl'-tRNA gl'l1~ ISullh'an al1J RonsoJ1 199X).

Conclusion.'!

Our data sugg~st that hl)sl-Sp~dalisatil)fl and s~clatl\ln arc lWo independl'l1t prol'l~sses

al1l'Cllng lhe l'volUlion of rhizohia. Al a \vithin-species sl'alc. v,'c rdnforœd lhc symhiolÎC
l'1assilic'ation Ill' S. mdi/ori in two billvars (bv. meliloti and medicaginisl lVil1l'guas cl al.
20061 sinec thl'Y sharcJ a common gcnctic' hackground nol only on the chromosome hm alsp
()[1 lhc (V,:() ml'gaplasmiJs with th~ ~xccption of the symhiotic region invol\'cd in nod-factor
synlhL'sis. Our analyses 1hercforl' support the hYPOlhcsis thal S. meliloti cvolvcd under a
l'oh~si\L' recomhinalion model (~e Gevers et al. 120(5) for a revil'W 011 tlworv based-

"
l'Onl'cpts or prnkaryotic taxon\)my) hecausc th~ diffcrclll funl'lional Iineages of I/od gcncs
spr~ad into th~ ditler~nl genetic hackgrounds of S. meliloTi through nxomhinalion. DL'spitc
lhL' facl Ihat SUdl model tils 10 man)' taxa. including rhiz\)hia and som~ pathogcns sllch as
Borrelia bllrgJorferi 1Viu ct al. 2004l. a\'ailahk' theuretical models pr~dict that recomhination
has lillie impacl on the speciation of naclerial ccotypcs (Cohan 19Y4a: Cllhan 19\.)4b; Cohan
Il)9:'': M~iewski and Cohan 1999h: Vl'l~igian and Goldenfcld 10(5). Threl' main reason~ may
expiai n the di screpancy hctwccn theoretical expectat ions and S. meliloti populali l'Il st ructurc:
i) S. meliloti genome is composed of sevcral rcplication lUlîtS. limiling th~ enecl of
propagatîng fronts of genetic div~rgL'nCl' among l'cotypcS (Vetsigian and Goldl'nfl'1d 2005):
ii) the modalities of gcne exchange and DNA recomhination mig:hl diflà l'rom lhos~

implcmentcd in lheoretical modcls which arc tilled to transformalion l11~chanism (Cohan
1994a: Cohan 19~J4h: Cohan 1995). For instance, the impact of sequence dissimilarily on
gent' conversion rate is specics-specitic (M~ic\".'ski and Cohan 19Y9a: Majewski ct al. 20(0):
iii) thl' diversity of S. meliloti population might he influcnccd hy rccurrcnl selective swccps
affectÎng ail the hiovars, \\'hich l11ight pl\~vcnt the speciation of ~c()types (Majewski and
Cohan 1999h J. The lack of dillercntiation wc ohscrved at IGSEXO is consistent with this
hYP\Hhesis. Thus. furthcr studics on horizontal gene exchange ml'chanisms \vîthin S. me/iloti
arc IIccdcd to gel a 11Ctter undcrslanding on emcrgence and maintcnancc l..lf ils gcnelic
divcrsity. At the interspecifk leve!. two scenarios may explain hnth s'fX'ciation and
spccialbalion of S. meJicae and S. meliloTi. While our data suggest that Sinorhi::;obillffl strains
acquired lhe ahility to nodulatc MeuicCigo planls lhrough an HGT of flOU genes l'rom an
an<:cstor of Rhhobium mongoleflse. it is indecd not dear whether the low genctîc divcrgence
bctwœn nod genes 01'5. meliloti h\'. nll'lîloti and S. meuicae is duc to an int~rspccitïc HGT or
to a hudding spcciation proccss l~ading: to the ~l1lcrgenc~ of S. meJicue. For no\\'. it scems
ditl1cult tn ~xclude any of these hypoth~scs, hut whatc\'cr the ~cenario. thc spl'ciation proœss
hclwccn S. flll'liIoti and S. meJic(.(e might have bt.'cn duc to geographic isolation or/anJ a
dilll'rential adaptation to ScleCli\ l' t'tmstrains (M~iewski 2001 J. Thcsc last pro,cesses ~m' of
grcat intl'rl)st in lhl' contexl of the C()CXislcnc~ 1)1' S. meliloti hv. mcliloli and S. meuicae in
nalural populations. Generally. such cocxistence is possihle under particular ~cts ~)f condilions
(Ega~. Dicckmann. and Salx'lis 10H41. Becausl' S. meliloti h\'. meliloti l'an lïx nitrogcn \vith
onlya suhsl't of MeJicago sp~cies thal l'an imeracl cfticicnlly wÎth S. medicae. il is di1Ticult to
undersland lhe coexislence of the lWo hactcrÎal groups in the samc ~ites wilhout t'alling for
trade-llns among lhc fitncss cllmponcnts Pl' cach s~cics. unlcs~ hosl plants ar~ not a IimJLlng
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Il'1I0ltI'ù' f\lr rhizohia. A Ih~llrl'tkal wnrJ.. puhlishL'd hy Parker l]l)t}l)) has SllllWI\ that alillpatrk
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Tahll' l, Priml..'r~ u~~d in thîs slud\.'

,1 (icf1onh.' IOl'alions It'kr III 11h.' gl'llIlIl1l' \)1' S. mcli/mi slrain 1021: b F. R l'der III /ul\·vard and 1'l'\.'l'rSl' prillll'rs r~:-'l~l'Iih'ly..­
.-

Experiment

l'vlLSA

Supel1ree

GenlJ!l1C' ll.lnltinrr'

IC;S,\'(I[' (/IudE - nodG)

fCSr;,4.R (gaM)5 - 811111/,'<5rl}

l(iSfXtl(i"~wP-lhi{))

I/c1dABC
rSymA .tx 1)Sh br
pSymA -lS0970 br
pS ymA 4f\O-l69 hp
pSymA J~025R hl'
pSymA .+fiOOI h hp
pSymA .+7970.+ hl'
pSymA 4796f\r~ bp
pSymA .!7Y535 hl'

nodEG
pSymA .+70195 hp
pSymA .+70.+27 I1p
pSymA 471157h l'r
pSymA -l70R74 bp
pSymA 4710.18 br
pSYIllA 471725 hr
pSymA 471Rn br

Primersb Seq tll'f)l'{, 5' .3' T
I1l

("C, PCR pml111ct
size ~ pl')

RKPI AC;GCATGC ACGCCCTi'\TGA 58,X SIN
RKP2 C;CCATCC1ACATCTACAATATCAA 57.1
NOD! C'AGTTCTCC;CATTCAACiC 'i ' ~•.\. 1

SNNOD::! CCCCTCCTA TGGCTCCTGAT 61A
GABI CA TGA CTAAAGA CCGCTTCC 51,1.-+ [,58
GAB2 GCATGATCG(JCCTCAACAC 51<.:-<

EXOn1l'lilnli 1 CAACAAGACC;CIATATGAACGAA 56.5
.+9.+

EX0 me' li1,,112 CITCGTGGAAGGATTGACTGC 59A
EXOmcdicae 1 CATC;AACUAGCTCGGCAAAT 57.3

251l
F...XOnll'dkae2 CTCiGTCCiAAGCCiGCAAAA 5f..!l

XNA2f' CGCCTTTCiGCîAC'AGTTCG 5X,~

XNAJF CCGATCCGACCTATGAAGCA 59.-+
XNA4 R AGTCCAGCACTC('ATCAACAAT 5S.t
XNASR AGCGGCGGTGCTCGTTG (-'IU)

XNA6R TTCCGAGAACCATC\ TCAACGAC hO h

XNA~F CGGCACAGTCTCCiCITcei fiOj

XNA7 R CCGAAGCGAG.,\CTGTGCT 60.5
XN.'\9R GCCTGCCTTCAAC'ATGAGAAT 57.Y

XNE?F AAA TGCCCTTCGCJTTCGG 5h.O

XNE.+F GCGGTAGA('CAGATCAAGTGC 61.X
XNE5F CCTGClTACTC;C(jCGAGCGT (-,.'.1
XNEt,F TeeATATCTTC('ACCAl\CiTCC/\ 5~A

XNEi'" GCCiTGACiCGTAAGGTCiC'G 60.5
XNESR rCGTCiC AGTCC(jACCiAT 57.(:,
XNPl GCATTGTTGACeAGGATGTCG 54.8



)(111. j\Tticle 3

TABLE 2. ()rigin and genotypl' or S. medicae and S. IIIdi lori is()latl'~.

Location Taxa 1Host plant Isolales
Allele al inùù:ated locu~'

IGSRKP ICSpjl' IGSG.~R IGS"(I[)
Enfidha S. nied/cac / M. fnll/Calllia STM 277'f.. K P Y AH

STM 2774 K Q \' AE
STM 271\0 K N Y AE
STM 2781 K P W AF
STM 2782 K P T AF
STM 2783 K L X AF
STM 2784 K P li AE
STM 2785 K M T AF
STM 2781, K N l' AF
STM 2787 K P Y AH
STM 2788 K R U AF
STM 2789 K P T AE
STM 2790 K K Y AE
STM 2791 K Q y AE
STM 2792 K K T AE
STM 2793 K K C AE
STM 2794 K N Y AE
STM 27Q~ K K li AF
STM2796 K Q U AE
STM 2797 K K U AE

S. melilou bv. meliloti 1Al. mmcatU{a STM 279l:l F B E K
STM 2799 C B C A
STM 2800 E 0 G K
STM 2801 A 0 J C
STM 2802 C B G A
STM 2803 C C F K
STM 2804 C B 0 K
STM 2805 C B G K
STM 2806 C B 0 K
STM 2807 A 0 C K
STM 2W8 A 0 E K
STM 2809 C B K K
STM 2810 C B E K
STM 2811 C B L G
STM 2812 C B C A
STM 2813 C B 0 K
STM 2814 C B C A
STM 2815 C B C A
STM 2816 C B C A
STM 2817 C B 0 K
STM 2818 A B C K
STM 2819 C B 0 K
STM 2820 C B ~f K
STM 2821 E 0 C K

S, mdi/VIi Iw. medicaginis Ilv/. {aeiniara STM 2822 C B E Y
STM 2B23 C B E Y
STM 2824 C B 0 R
STM 2825 B B F S
STM 2826 C B E Z
STM 2827 E 0 B X
STM 2828 C B 0 X
STM 2829 C B 0 W
STM 2830 C B E Z
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STM ~S31 C' B C Z
STr\I~:-;32 C' B 0 R
STM ~83.~ C B 0 t·
snI ~8.q (' A E X
snI2x.<5 E B C \'
snl:'~3(, C' B 0 W
STr\I2837 C B C' Z
STM 283K C' B 0 ..\
snI 2:-;39 (' B E Y
STr\128..t1) C B 0 X
snI 28..t1 c B E Y

Hactjeh S. meli/orl Il\'. mdiloti / M. mmt'<1TIi/a Snl~l'q:, C R F !\.
STM 2S·B A D E D
STM 284-1 C B H !\.
STM ~X-i5 C B P K
STM 2!.\..tfi C B E K
snI ::8..t/ A D C' K
Sn.·12S-lS E D C K
sni ~8..t9 A D C K
sn'12:-i5n c B E K
STM 2851 C' B E K
snl2S52 c fi Q K
STM ~R53 A D C K
STM 285-1 C B 0 A
STM 2855 C B C K
STM 2856 C' B 0 A
sn12~57 c B 0 K
sn12s55 C' B R K
ST:.! 2854 C' B E A
STM 2l:îhf) C' B C K
snI 2861 c B H L
STM 2S6:' C fi E n
snI 2863 A B C K
Sn12l:1b4 c B 0 B
Sn12l:1h5 c B 0 K
snI 28bo G fi E K
Sn.I 2~h7 A D E D
sn.12868 c B E A
Sn.12X6l) c B E A
snI 287n c B H K
Sn.·12871 c B 0 A
snI 2872 c B E A
snI 2873 A B C 1\.
Sn.1287..t A D E E
Sn.I2875 c B 0 K
STM 2'1370 C B C A
STl\12877 H D C 1\.
STM 2878 B B E C
STl\l28N C B 0 B
STM 2880 C B C 1\.
Sn.128S! C' c E !\.
ST!\! 2882 A B C 1\.
STM 2883 C B C 1\.

s. meli/ort ln:. tl1t.'L1il<tgItlis Î '\1. /ac/liiaro ST1\128R-l C B 0 \\'
STl\12XX5 C B B C
STM 2880 C B 0 r
STM 2887 C B 0 Y
STl\128~K C B E Z
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STM 2889 C B F T
STM 2890 (' B E Y
STM 2891 C B E X
STM 2!N2 E 0 B X
STM 289.1, E 0 B X
STM 289..+ C B 0 X
STM 2!N5 (' B 0 X
STM 2R9h C B 1 X
STM 2897 E B B \'
STM28% (' B E X
STM 2899 1:: B B X
STM 2900 C B E Y
STM 2901 E 0 B X
STM 2902 (' B 0 Y
STM 290?- (' B 0 W

a Alkk:- pn.:'\inusly d~sLrihl'd è1r~ idl'ntifkJ hy lh~ sanw (lIllalion Ihan in Bailly f'f al. 1in pres:­
al.
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-No

TahlL' }, GL'Ildic diwr:-.Îty 01 S. ",('dime and S. IIIrliloti Iw, 1lll.'liloti and S. IIIdiloti h.. , lIll'diL'aginis pllj1ulatiotls bolatl'd 111)1ll LIll' thn"'l' h{l:-.t plant
gn1ups u:-.~d in this study't

Numfler nf GCI\('lk tli\'('p,ilv'
S:l lllp le alie IIcd SCl:'fl'gatin t R H

~qllc 11\.'('''
"itcç~ sil('~

il Oh, Nmin Ob" l" min
S, II/l'dîme

lGSPJ.p ~n :'21 Hl) (1 JlI l.OO ~ LI) n.ooo (l,Om (O,OtK~: n.t~)())

IGS.\'<l/) 20 J.1) dl! 3 o Ul26 3 2R7(2:.1) 0595 0.565 (1l...l26: O.h61< 1

IGS( ..1~ 20 334 (JJ 8 (l 0042 f, ·t:-;f, U: 61 O,TN (J.i.N (0.647: ().~16)
1GSD;o 20 11IOIlli 6 0.(~)S7 7 5.x5 14: 7) O.k.N lJ.7Q6 l,Il? 11: o.:';5S)

.S'. me/ilm; 11\'. nll'liluti
IGSPJ.ï' (-,6 302 \ 1) 6 o,(W2 7 .~.65 (2:51 o.Jsn OA75 ({1.274:0 /)47)
IC;S",/.!' 66 3-1\)(2) 7 IW.lI4 x ..UIIJ:6l 0.544 Il.54Q ((U5.): 0,7111

IGS';A8 6/1 274 (6) 15 (UlIJh 13 hjOI4:Q, (1.7 (jlj Il, il\lj 1(),100: Il,.'oI/1.'<1
IGSrxo 66 241 ( Il rI IUl147 3 2.4612:31 O..'h4 O.373Ill,lx l l:r1.542i

S. ,"di/mi D\. mcdicltini ç

IGSPJ.'p 411 .1(210) 4 Il llO41 3 2.37(.:':.\) tU37 0..'23 tll.1l KI: n.51 1)
IUSNOfJ 411 415 (4) 24 (Ull~:'\ III 6,9415:9) IIX2.' tl,SIl:, m.6~N: n .SX4)
IGS".4B ·Hl 2741.51 II 0. ()] 50 6 4.:-11> (4: (,) O.74li 0,7 J~ (n,t>2(,: n,l'Il'
IGSEXO 40 241 \ Il II (J, non 3 2.21> (1; 3) n.22l ) (J..~ Il) (O'/l(l(): 1)"':1(-,1

a R. allclic ri(:hnc~s: H. Nl'i di\L'l'sily inl!ic:e: Oh..,. lIh"'crh'l! ValtlL': Nm1n• (.'x~cl~d \alul' rl1r Nm!tl \alllpk sile. Iilllits oftl1l' lI)', cOlltidl'nl"l'
in(~f\ al an! in hrackl'ts. Nu::) values an..' ",ct tll 20: b NUlllhl'(' or ilH,kl hlocs wilhÎII intraspl'l'Îtïl' alignlnL'nlS is prm'hk'd in hml'kl'ts: m Cnlllpulath11l
\\oc rc Ilot Ira l'lahle.



Tahle 4. Results of Shimodaira-Hascgawa tl'sts amollg phylogenies presented in Figure 4. ohtained l'rom l','Kh MLST lod.

Sequence dataset

IGSRKP

IGSE(O

IGSG.-Œ

IGS."'oD

Best lree

IGSRKP

IGSn:o

IGS,Vl)[)

-lnlU
fi13.fi5

1149.27

1122.55

Alternative !rel.' -ln(U ~\I-lntL1}' p-ml/ll'
IGSL""((l 911.90 11.)8.25 0.01
IGSc.tB 915.83 301.18 n.m'
IGS,v(l[l 1012.60 398.95 0.02'

IGSRKP 1257.67 608.39 0.00'"
IGSG.tB 1548 ..H 899.03 0.00

...
IGS,v(l{) 1543.Q6 894.69 0.00

...

IGSRKP 2581.59 1812.0Q 0.00'"

IGSn;o 2609..'4 183\).84 (J.IlI)""

1GS"'()f) 217l.24 1401.74 0.00"·

IGSRKP 10786.54 9663.99 O.lK 1'"

IG5Exo 11217.36 10094.81 n.oo"·
IGSG.~B l)777.16 8654.7ll O.fX)" ,

......
N......

a Diflerenœ hetv.'ecn -Inl U of t111' best and the a1temative topnlogies: ' ..... Iikclillt'otis of the two topologies di Ifers sigllil1camly \\'Ith (.(=)f( or

a=O.II.i respectively .



( 'hnm1O-.oll1c
3.05 \lB

IwdO / 11/1/1,,1 mHlU 11IIdt ,,,,dl 1/11//.1 S 1I11/18~ f

/lif fi.\'
,ti)t!

1I0tlt,! I/odl'

)c111. i\rticle 3

rmdl. (r ~/rllll.'·1

1.n.- Il''
1

1I1111(i IwalE u/ldf'

Fi!!ur~ 1. Localion of lllL' ~enclic lllarkL'r~ u~~J in lhb :-,lud\' {ln the !!~nllIllL' or Sinorhl::obÎultl..... ..... ~ ....

me/Î/ot; ~train 1021. TIll' lllUf loci uSl'd III flL.'rl\lrm lhL' MLSA slUdy an..' lramcd hy duH~d hlw~

and thL'ir ]ul:alinn is inJil'alL~d hy dollL'd Hnes, Cil.?llL'~ L'lu~lL'r:- l\Il'<H0d llL'arby cach gL'ndÎL'
rnarkl'r <-trI.' ÎndkalL'J hy black h(lx~:-. Il is niJt~worthy lhal IGSEXo markl'f is IllcUlcd llL'arh~

gL'llL' duslcrs ill\oln::d in surfacl' pl1lysacl'haridL' production (rkp, kps .. exp and CXu gL'Ill.'~) ami
L'\Hl.iugatilln Itro gL'IH.') and lhal IG5:voD marker i:-. l\ll,ilL'd nL~arby gL'IlCS invoh'L'J in symhillliç
srlL'citïdly Inod gL'llL'SJ. ~Ylllbiolic l'ffici~nL'Y (niflf;.\' gl'Ih':~ 1. sL'l'fL'linn ("lrB gL'Il('1 and
c\mjugalioll Ifra gcncs 1. T1w ILlcalions of lhe partial sl'qUl.'llL·C~ nI' flodABC anu lIodEG gl'Ill'S
uscd to nblain a supcrtrcc an:: Î1H.licalcu abn\"l' thl' schl.'nHuk rt'prl'sl'nlaliOll of Ihl' symhintic
gl' ne area.
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IOU

1011

S. IlUJJh~f!;

sir. !6(l!\

~. ","üû)[i
sir. IIS!.H 11114

'lI

J()(J

\'._li/"Ii
1(lU str. IISllA 11113

\·.~1illYli

>Ir. USOA 1623

~. ""t'Ii/nti IH. lllt'llÎr;lJ.!ini
sIr. hA.::!

100

100

100
100

100

100

\'. mt-n'ori Jn. IIh:'di(ilgini
SIr. 11I21A

. mâiloli h\. IIIl;diL'u~Îui.

\Ir, t,'J4

RI,1~(Jhju1tl IIjO'(lt0IcH:!oi'

"r. llSIH 1~4-1

RI,{.~abÎ,'lfU 11?J:",niJru~lrtlJ1l

tn. \'jtim'stf, ,\l'Wl

Rhi::l1biunl ~all?<{lf'

'Ir. H'''IHI IrH

Rhi".l1bùlnI Inll'ù'~'

:'Ir. (:t-" 2,1)('

SitUJrhi::'flbiu1'N "1'.
s'r. ;SCH :.\-1

Figure 2. Superlrl'e oblained l'rom nodABC-nodEG genl' cluslers. The numhering be]ow each
node refers lo hoolslrap proportions. TIll' topology inc1icales lhal symhionts of lhe genus
Medicugo grouped in a monophylelic group. Conversely. wilhin SinorhizobiulIl. S. meliloti
was paraphylelic duc lo lhe localion of S. l1lt'dicIJe sequence. Sinorhizobium spp associated to
lhe gcnus Medicago clusll'rcd in lhrcè main groups among which bactcrial slrains associaled
lo M. truncatulIJ (i.e. S. meliloti bv. rneliloti and S. medicae), M. laciniata (i.e. S. meliloti h\'.
l11edicaginis)or M. rigiduloides (i.e. S. meliloti).
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B
lIIl l_~ I....-..J-~

~

-:=il 0.001

Figur~. "1. Full vil'w lA) and focus tBI I)n N~ighhllr-NL'I ~maly~is ohtain~d l'l'pm 12(') complL'IL'
gClwLYI)C~ nI' S. mdilori h\'. ll1~liloLi. S. melilOTi h\. m~diL'agilli~ and S. medic/Jc.
SÎnorhi::.ohilltrl me/Îlot; and S. mcdÎcae L']usters are l'onnL'l'IL'ù hy a singlL' l'tlgL'. suggesting
:-.l'xual isolation l'IL'IWL'l'n the two spL'cic~. OJnvL'r~dy. thL' dustcl's nl lllL' t\\'o S. me/i/otÎ
hi\)Yar~ arL' cnnneL'Lt.'d hy SL'\cral L'dgL'S, ~uggL'sting a lack of ~L'xual iSI)!atÎoll hL'lween LhL' tv.u
hill\ar~, IsoluLes dill Hot dusk'l' an'Ilrding to Lheir gL'ographiL'al Ilrigin. TIll' ana!ysis is hasL'ù
on an a\crageJ ùi~tanl..'c marri", ohLain l'rom LhL' four ~lLSA ll1arkcr~. Branch kngth~ arc
drawli Lo scalc. Dotll'd linL's indü:atL' thL' rl)sÎtion of hapJolYllL'S on thL' IlL'L\\llrk. Hl<:It.'k. grL'Y
and \vhitL' symh(ll CI)]llurs indiente the iSI)lmcs ~lssignL'd l'L'SpL'L'ti\t.'ly tll S. meJicut' and
S.lIIelÎloti hv. nlt.'lill)tÎ and S. melilori h\'o lHeJicaginis, Isolatcs samph.:-J lrom Hadjch and
Enlidha are inliit.'aIL'd l\'SIX'L'U\dy hy drdL'~ and LrianglL's. ThL' numlx'ring rt.'lL'I'S III Lht.'
number of ÎSolaks sampkJ l'rom th~ dillcrt.'IlI groups,
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Figure. 4. Maximum likelihood trees obtained l'rom cach of the four markers used in the
rvlL5A schcme. Sinorhizobiwn medicae iso]ates. which are indicatcd by black symbols
colours. grouped in a clade on ail phylogenies. 1l1is is consistent ~"ith the hypothcsis of sexual
isolation bctwcen S. 171eli loti and S. medicue. Conversely. isolates bclonging ta either
S. meliloti bv. meliloti or S. me!ilori hv. medicaginis. which arc inclicated respectively by grey
amI white symboJ colours. do not cluster in monophyletic groups on ail phyJogenîcs bUl
IGSNOD , The three taxa clispJay diffcrcnt symbiotic abilities. 1l1c cnlours of the branches on
each phylogeny Înclicale the Inference of ancestral symbiolÎc Jealures. The incongruence
among the four topologies and also the putative pallcrns of phenotypic evolution wc inferred
suggcst that rccombination occllrrcd among S. meliloti biavars. lsolatcs samplcd 1'rom Hadjeb
and Enfidha are indicated respectively by circJes and triangles.
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Figure. 5. Distlihulion or severa] measures iJJuslraling. the dissimilarily belwœn populalions
pairs belonging eilher S. meliloti ln, Illciiloti. S. melilori lw. mcdiçaginis or S. medicae. Data
at'l' providcJ indcpendently for each of the four loci used l'or the Illulriloclls sequence analysis.
A: Pl~rccntage of alll'lic ricl1ncss specifie lO S. meJicue, S. meliloti h\:. mcliloli and S. Inelilori
bv. medicaginis an.' indicatcd respectively by hlack. grcy and \vhite area. StripeJ arca
illustrates the perccntage of allciic richncss sharl~d by pairs or taxa. B: disLrihution or painvis~

FST values her\vecn laxa. NS. :,.:;:. :~:,,:: indicate respcctively dillcrenriaLion lest p-values ahove
~(;; threslwlcl. helow l (i lhreshold and hclnw G.II:; thn.:'slwld. C: average and 9Y:; conridcllCC'
i menai of rhe genetic distanœ among individuab helonging. to t\VO diffen:nt rCLxa.

126



XIII. Article 3

§
.3 u

r

1
.1- .. .... ....

IGS,,,,n
J .. •

Figure. 6, Profile illusLraling recombinalion hreakpoints along a concatenare dalaset of MLSA
markers obtained from isolates belonging to both S. meliloti biovars. Mosi srriking
recomhination evidences are found at marker pairs hOllndaries. This suggests that our dalaser
is mainly affected by recomhination evenls that occur among loci. This pattern is consistent
wiLh (hase ohtained with MA,XCHI, CHIMA.ERA and GENECONV.
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.t _Iii"'; b.· metilal:i

1110

lU

s. ",di/,IIi <M. Iru"Cfllulu)
lA'hanlln

S. meli/,n? Ill. rr·gijJII/nj~I."J

l.l'h:IIlHIl

f-<ï~llI\'. 7. Pnpulalioll tll'L~ ha~cd 011 l'ivc populatioll:' 01' S. lIle/i/oti. i.e. 5. lIIe/i/ori Iw. 1l11~lil()li

populations i:,olalcd lrom FrallCl' dia"ly l'l al. in prl~:':' a) and TUJli:,ia ([hi:, :'Iudyl. S. II/ch/ori
Iw. Illl'dicagillis isol<tll'd f'1'(11l1 Tllllisia ([his :'Iudyl. ,1f1d .)] S lIIe/i/ori is()lalc:, ()I1I,1ÏIlCd I"nllll a
Lchallcsè soil. sarnplcLl ['rum cithèr !V!. fml/n/fII/u or M. rigidu/oir/es (Hai\l~i l'l,II .. ill prèS:' hl.
8aclL'riai populations clusll'r accordillg 10 [I1ei!' gèogr:lphical origill ralhcr tl1all 011 sYll1hiolic
ahî!ilil's. Ali glohal diIÎ~rèllli(-\liol1 Il':,ls pl'rlormL'd helweel1 pllpulaliol1 J"ejccl Ihè l1ull
hypolhèSis Ip<5';). l'.xCèplillg lhe lèSI hèl\Vèèll Lcballè:'è S. /IIc/i/Ofi populaliol1s isolalèd Irom
AI. fJïlI/CculI/a alld /\.1. rigidl//oides, Thesè lasl pupllialions al\" sUf("oulldnl hy ,( JOllee! liIlL'. Thl'
llèighh()lIf joinillg IrL'C wa:, ha:,cd on a CiiValli-Sforza distance malrix. Tlli:, malrix \Vas
oblainèd l'roll1 gCl10lypcs inkrrcc! ,1l SCVl\ral poIYIl10'1)hic loci localèd wilhin fCSRKP. fCSEXO

,II1U fCSC..... B (Sèè Hailly èl al.. in press h, li) uhlail1 li ck\criptiol1 olpolyrnol1)hisll1 <l\saYl~d),
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Available online at www.5ciencedirect.com

SCIENCE@DIRECT"
Journal
ofMicrobiological
Methods

\\ \\ \\ dM.'\ ",r.C{lm.' l""alc ~n ICIl",!h

Dcvelopll1ent or a lab-1l1adc ll1icroarray l()r analyzing the genetic
diversity of nitrogen fixing syn1bionls Sillor!li;:o!Jium 1Jleli/o!i

and Sil10rhi::ohiUIJ1 I1ln/iC{ll!

Xa\i~r Bailly. GiJJes Béna. Vanina Lenid: Philippe de Lajudie, Jean-Christophe A\arre*

Lahoraroirc de, S.\lIt1'ioscs Tropk'i1ks cr Alt-diœrrani!i!nnes, UMRll] fRHL'YIlAlCiRADIIJA/l'Agro M,
Campus Intl~'nariollaldl, BI1I/lllrgltct MontpellIer F]439B. FraJlL~

Rcccivcd 1 Fchruary 201\1>; rc"cl"cd m fl:\ ,,,....: l'l'rm () iVIarch 2006; 8CCCpted Q \1arch 2I)f~,

A!l§tract

Some boctenal speeles. Iike nitro~en-li .... ing SÎllorlll:;/lfmlln that interaet with ;\JedÎL<lgO plants. are prone 10 frequt'l1t horizontal
gene trans!"ers. lm esngation of their genelic SIrucntre requires to study polymorphlsm patterns at many loci. Although D"'A
microarrays represenr a method Gf chOlce for high throughputanal~sis01 poi}morphlsms, this teclmolog) jet remains an expensiv'e
and heav) approoch. thlL'i depri~ mg most of rese.arch gnlU\lS from thl'; poweriul wol. In un attempt to o~en:ome thi;; IIm:rUtiOll, we
have developed a simple gellOtyping procedure by D'\A mlÇwarrays, and MV'e ev a1uated Its ability In eharacteri7e a S/twr/u:ol>lUlIJ

population. Thin) 11;- 10 24-mer oligonuC'leotide probes were debigned tG rarger the most frequem mutations ln three polymorphIe
lOCI llf SÎnorlll::llbwtlt me/dolÎ and S tltt!dÎLlIc'. Prohe hyhridl7Jt1on el1icit:nC)' was compared on t\\(1 srottmg surfaces: nylon
membranes and epo'l.y-coated glass slldes. Epoxy-coated gIM.;; stides reveaied more sensitiv'c than nylon membranes and allowed
discrimination of smgk mismatdles. {jsing this p1'llœdure. an wlcharocter'Î.loo populatioll consisting of 33 S IIrc/ilo/I'S ffli'<llü/L'

i,oiates was successlull} genot)·ped.
i , 2006 Published b} Else\ 1er DY

l. 1nlroduC'lion

ln the pasllvHI decadc:>, severa! Dl\A-ha~l?J gcnctie
rnarkeT~ ha \{" been dcvclopcd III explore baderia!
population diversity. TWll types of genolyping lIleùlOd.."
thm dîner accordlng to the inlürmalion they powide can
be dblingubhcd. Fir..t, fingcrprinting melhoJs revealed
nUlTlCmus polymotphism~ thmu~h the ovcmll genome.
They înelude Random-Amplilied Polymorphie D!\A
(RAPD\ (WIlliams el aL PNOI, ArnrliliL"d Fragment

.. com::sp.'Mir,g author. Tel: -.n 4t>7~93ROl; la, -.13 4l;7~Q:;RI)2,

E-mail addtr.v.vJc:.n·dm.t..I.1x.-\\arr.:::•• mplrré.!rrJ ..C A\'arrc)

(1\(,7.701250 sec front matter' 2i)/lt, /'ut>h,t>cd h) Ehevicr I:l Y
d,'i:I(),IOll'J.mlmct.~OI)!J.03 OfX,

LL11gth Polymorphism (AFLP/ (VOS ct aL 19(5), and
Pul~cd-FicldGel Eleetrophürcsis (PFGE.I (Sch\\aru and
Cantor. 1LlX4). TIH: mam limitalÏon of theS(' lL'Chllitluc~

\S Ihe dirtieully 10 ass("s~ the events thal CilLL<,cd the
llhsl.;rved pol ymorphisms 1i.. e. gcnotnic re.arrangements,
inscttlundelclÏon or punctual rnulalion~l. Moreovct.
RAPD is u~ually consitlcrcd as a pl~Ùr rcpealablc
technique. whercas PFGE is cXlrcrndy timc-consuming
and is dlflieult to use in muline. Second] y, llleus­
fixusing mClhod:- e:\amined allelic varmtlOn aller PCR
ampli licatIOn of a ~recilic DNA sequence. Thesc
lechniques pm.. Ide inli:mnation lln punclUal .. ariülions
such as Smglc l\iuclelllÎde Polymorphism (SNP). which
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'Hl' uf gn:l.ll JIII~rl'~l III ~culog~, C\ (1IulÎonar;. or

biog~llgmphy "ludle~ (BrumtleJJ L'l ul .. ~iJl(', \Iunn c:

aL 201\41. Thl.' SUf\ l'V uf I\Udl.'llUdl.' \arial1on~ li\IHl

:-L'\'l'raJ loci i~ usuall) l1eclkJ !o L:.\plllfl.' and all'-lly/.l.' lhl.'
shapl.' of (hl' dl\'l.'~i!) trurn a bannlu] populatilm.

A!lhllu~h \'1ulti LC'l'j SCqUL'IIl.'L' T)'pill~ (\'ILSn (\'laiJ­

l.'!Il.'1 aL l'NXII~ th~ 111l>S! aceUl~lll' appruadl ln achil.'\ l'

!hi~ ~l)[il 1(il.'\ l.'r~ l'l al.. 20051, Il n:quirL'~ high
Sl.'ljuL'lIl.'ing !hrou~hpu: anJ a~ ~udl. I~ a rclaU\ c1y

C"pcll~l\L: appmul.'h. SL'\l1'al a ItL"matin' ml.'lhoLÎ~ haH'
bec:] devcloped. ~ul.'h as \luJtilocu... Rcqncllon Typing

(\1LRTH ClIer1\'l' and LiPuma. 21 H12' III SingJ c Slr.ml.kd
Clmtl)nJlulll)11 P,)lymnrnlll~lJl (SSCPI (Su~Hlud..~ c:: aL

2ruHfJ. Howcvl.'r, g~nolYrl.' as.s.essmcm i~ rl.':-pecllvd)

elHldllÎllllL'LÎ h y ll.'stliL:liOlll'luynlL: :.I\'ailabdil: ur furthl"f

Sl'qUL:IlL:lllg, anù an) nl.'W al1L-k Illal' 1Il1! hl.' iLÎl'ntlfll.'U

dUl' to IIlClhoLÎ discrillll!latlllfl limila:ÎlIOls.

Thl.'rc .:- !hl.'rcforc a nel.'J (li' an alll.'rlla:Î\l.' ll1l.'lhnd

whil.'11 \\ouIJ pro\ Ille rcliahk and ~l.'n~i!i\ l.' Dl\A
Sl'qUl'lll.'l.' infonnalioll al 1.I 1~L'r scaiL'. To O\L'n:lIHl,'
lhl.'sl' Ii(])llat\l}n~. hjhnùÎLatlOlI-basl'J Illl.'thlld.. u~ing

nueil'il' acid:- HlUllllhilu:cd 011 ~o!Jd qatc ..urlul'C':' have

l'cccnll~ bl'l.'l1 de\ 1.'IlJlll.'d. D'SA ITlIl'rnarrJy Iccllllolllg)

l.'llahlc.. paml1L'1 !lllelell' 3l'ld hyhriJinlillfl for a lar~e

Humber lIf D'SA IragJlll.'lIt:- imlllohlhLl.'d liB a ~rnail

surü,,:c afca. Il pwvldes a high tllmughpul I!lcan:> of

allalysl" li)!' a \\ id c ranel ufappl icali (ln ~ (Dllllanac t't aL
2002: Llld.hart l': aL 144h: Pl'a..l.' et al., 14'-'-+: Wang Cl

'il.. l'N:-< L Thl' u~ Ill' Dl\A ITlICf(.array lel.'hnllh1g) fill'
~ingk mi~maldl dÎ~crimillalllln ha" alrl'ady been
ùesl'nhcLÎ lhnlugh rcseq uencing approal.'llès (Hacia,

l'I<)ll: Z\\ id.. l.'l al.. 21105 J. Yd. D;\A micruarray

;cdmolll~Y abc. n::lIlaiI1S an l'xpcm,ive and IH:3\)

arpmaeh. Ihu~ dcpri\ mg 11I0"1 of l'('ll<:arch gmup.. 1Î'l)J1I
\hÎ~ pll\\ crto.l luol. Bl.'Sldl'<:;, ~lUdÎ{''' Ihat use Ihl~

leL'illlo!lJgy Clllll.'enJ a hmill.'d numher l.r mudl"i

IIfgal11SIll~.

The two ..islcr ~pL:L:ll'S .'';'n"rhi::o;'llIni mdi/nll anJ
'iii/orhi::ohilllll medit'tle (Ron,," ct aL. ]l)LJol pl'l'liHm

l't'1icil'll\ <':lllhio~Î.. \\iùl :\fealulgp rlan: ~rCl'll.'~, and
n:prcsen: an ImCfCl;!ing nllxte1 lu "Iudy Ihe impact rI!'

iJlJriLOl1lal genc IrJ.nsti::r on Ùll.' dlvcr~il) l1f bactcnal

pllpulall..,n~, Tbeir ~Cn(lml' inl'1udc:-. lhrl'l.' n.'plicaLÎoll

ull1i~. I.C. a chnllllllSÛl1ll.' und !\\ li Inl'gapla.'lIlid~ callcd

pS)ll1A and pSymB wluch dlSpla) dil1àml iunclÎllllul

I·l.'aturc<,. \\llÎl~ thl' chrnruo:-'llml' hamll'" IIlllSl of the

ll11u~d.,cl'rll1g ~l.'lle:-.. ~l'Ill'" ill\lllvl'd in al'l'l's~orl'

fllnC!llln~ arc IllallJ!)' 11I1.'atl.'lÎ on ml'gaplasnllcl~((iallhL"r!
l'I ai. 20011. Rel'enlly. Ihe plJpUlalilln S!rul'lUrl.' of

.'ù//urJH::u/IÎum IIlt'!I{Oli :.InJ ......, me.!iC<i" ~pl.'C\('" ha" hœn

smdicd al a local sl'ale in SlIull! lll'FranL:l' and in Tunisia

1Bailly l'[ al.. lJ1 prl's~). In (IIesl.' ;,lullJl'~, lSlllate.. \\ l'rl.'

l'h311\CICnLed U;) ~c\'L'I'al 10l'1 lc'ca:l'd lIll the lhrl'~

rl'f\!JC3Iion unit .. h~ \'luitl L(m Sl.'qul.'ncc Tl'pmg
L\1LSTI. Till.' uhlallled fe.. uhs ~hlmeLÎ lhat rla~llljdll'

marl..c~ l'\(ll\ l.' ÎULÎl'pendentl)' dul.' III fl.'l'(llllbÎn3!Wll
\\ il hill b<l~h Sil1orlll::r>Il/llll1 ~pl.'l·ic:-. ;.III,)\\, În g LÎ11Tl.'rl'l\l

~l'iL'l'll\ L" prl'S~Url.' III ae: ml l.'adl unlinl..l.'d llll'u~. nlU~.

:-L'veml Illl' 1 sli llUI LÎ hl' ~l.'nllt)'pl.'d \li uhlai n aIl aCl.'umtl.'

piClurl.' li t' the ~Clll.'lll' ~:lue!Url' IIr S. 1Ilt'liloll anJ S.
/lIL'./iule plJpulalllln:-..

ln Ihis papel. \\l.' dC~l.'ribc a foimpk prllcl'durc.

al"l:o"ihlL' 10 C'\ l'fY Iabl1r3lllry- CqUipPl-d [i.lf moll.'l'ular

hiolll;.'.Y. rl';" gelllltvpm~ huctcnal strain.. hy D;\,\

mil'l'tlan"a)'~. Thl.' "lIn~ nI' Ihi~ Slll(i) Wl.'n:~: (1) Il) ~hL)\\

lha: a lah-madl.' pn'loclil \\ Ilh li nJal1ual 1l1ICf(larmyer

L'llahks "lIlgk misma:ch dÎ;,criminalilllJ: (ii,1 1(' Il''''. :.lllli

cUl1lparl.' pl'TllHmallCl.'S lIf :wo ()li~lll1ucleotiJl'Spl>ttllig

;'Utl~Il'l'~. in "ari'111s labding anLÎ hybIiJi/.atioli l'llIlLÎI­
li lins: (Îii) ln a!'o~ss [hl' abilit~ llf thi~ 1lll.'lboJ III

~e!IlI!~ pl' uncÏlaraL:ll.'nLl.'d .'litl(lI"hi~llhlllllr I~olall.'s "~III1­

pied li"lJln :.1 !li \'en ~1I il.

1. "I~lll'riah and lIu'llullh

For lhl.' LÎc\'clnpltll.'lll llf ,!Je am\y. onl) !hn:l.' di:-tmc\

D"A n.'gion... ur loci, \\ l'Il' illVL'Sli!!,3lcd. nll'!'ol.' thll.'l'

loci. call1.'d "/GS(;,{Ji'". "/G"L\t;' and "fCiSIlAP'" , COrrl.'­

spl)l1d III inlcr~l'll1c :-l.'qUl'l1Cl.''' ofSillllrheohllllll mdi/IIII

:md S me(lie'ut' !!l'nllllll's. and an.' IOl.'alcd lHI r~ymA

pla,..mid. pSymB pla:-IllÎd and lhe chnHno~ollIe. n.·~Pl'C­

Indy. A ~CI lIf "l.'qul:ncl.':- (hm WCfC pfn ÎlIU:-I) Ohlallll.'J
lnlln Tuni,.:,iall and Frellch .\ïTlllr}u::obium mdi/llli and S
mùb. ',Je' "ymp:.l\ric bal'lenal POpulatlllJl;" rl.'\ l.'a1l.'d thl.'
prl.'~'I1Cl' of ~f> aileIL-.. Illf 1('.\,.111, 13 Ilil 1(j,\t..\P and ':1

ll'r IGs'~Ar (Bailly l:l a1., m pn:s ..L Oligonuckotidl.'s

Wl'l'l.' LÎl'~lg,l1cd !lICO\·l'r mu:-l uf Ihl' pl"!ltIolphÎ~!TJ~ Iha!
\\ l.'re llllllllÎ in ~la1Ural popuJa:Îoll~ 011 thl.'s,' lhtee

chrrll1H""ll11~11 and plaSl1l1 LÎJl' IUCl i~l !h~ ,\\1I ~rel'iL'''.

Sl'qUl'IIL:l'S \\'~rl' alj~l1l'J mlh Clu~wI.\ I.~ (TlwllIp:-O!!

l.'l al.. ]lJll7\. and ah!!lHuL'II!<' \\crl' l'diled will! CIl.'lll.'Doc

i' Il' !lobs l.': aL 144'). OlîgoJlUCJelliides \\ cre ilIanual1~

dl'~Î!,':nl.'d ll~illg (il'nL' Rl1llnl.'l ,~.05 (Ha;,lmg:- :-nf!l\arl',

hll'.1 h) "el.'l..illg Ihl' he:-l Cnlllpn)JllI~l.' hl'l V\L'CII the

mislIl3:ch pll~itlnll aIong the nli!!llnul'lenlidl.' and thc

lJhgl)ll11cleOtiJl' S1Z~, 1lIl.'111llg 11.'lnpl.'rJlurc (Tml. anLÎ

pruhahllit) l.f ~el.'lIl1dal'l' ~lrul'!Ufe~ (rl)r rcii:ll.'llCl'. "l:l.'

Bllllth l'I al.. :!U(l.~ 1. D!Jgonul.'lclllidl.'s wcre ~l'll\hesiLed

hy Dpemll BiLlIl.'c1l11l1logie~ (jmhH (Colo~l1l.', Cil.'I­

llIan)' l, Olii:!onuc hllidl'~ \\ l'T,' individual1y (l'sIed for

11ll.'ir h~ hriJILalilln pl.'IfllrmanCl.'s. and lhll~l.' thal lhJ nlll

yiL"1d '-l ~cl1:-itj\l.' l.'nllu!!,h sj~nal \wrl.'Tl'Ùl'SiPll'd in l'l'dl'r
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X 8a1111' <t al. , .Journal nI Mlcmnrn/o)!lcal Akthods l'X (':0(11'>, XXl' XXt

tll lIlerea:>'l: thl'Ir kngth. synthl::-'l/cd and te:>.tcd ltl!uill. Al
the end. thirt) oligonuekOlide:-. \\TrC al'c\lrdin!!ly
lIbtained. with a !cn !! III rallgill~ frllm 1S tll 2.+
nlle]e(ltidl':>'. and willeh main leatun:~ are Ii~tl:d In

Tahle 1.

Two distillct tyf1'L':-. of arrays wcre te:-.tl'd: positivdy
eharged Ilylon membranes and l'pox) -cllatl'd gla:>.:>.
s1Jde~. F\lr ny Ion membnulL's. Iyophih,œd {lligonucleo·
tide, were re:-.uspended in TE hllllCr (100 m\1 Tri:-. Hel
pH 7. l\) m'vt EDTA) at a final conccntrdl1on of 500 ~;...t.

They were manually spotll:d onto :-.upl'rcharged nylon
membranl:~ (!'yuan ~+. Sthlclcherand Schudl Biol'oCi­
l'lIl:C, Dasse 1. (iermanYJ with an S·pin hand-hcld

mleroarr.lYl'r (;"Iltcrotastcr. SchklChtr and Schudl
BiosL'icncc. Das~c1. Gennany). Eadl oligonuclcotidL'
wa:>. spollcd III tnplicate. After arrJying. oligonucleo­
tide~ wcrL' eovalelllly fi\.cd tll the mcmbranc:-. with an

aUlOmatl."d ems~-hnker (Slrata!!L'IlL') at an enl:rgy of
120 ml 'vtcmbmne~were then rin:-.cd \\!th sterile watl'r

lLlr 5 mm. ,ur dril,:d and stllred al RT till U:-'l:. Fnr ~Ia:-.~

~Iide:-.. IYllphilll:ed nh~llnudeotjdes Wl're rt:su~pcnded in
l' ~l:xtcrilln Spot hurti:r solutiotl (SChOll. Jcna.
(icnnan) 1 at a linal concl:IJlrJtion of 20 1J'vl They
\\lL're manually spollcd onto !'L',\tl."rion Shdc:-. f. (Sdlott.

Jena. Gcnnany) wlth the samL' hand-held mil,:roarraycr
(Microcastcr, SchlL'u:hcr and Sehuell B IOf,cicllL'L'. Oas­
sel, GL'nnany,1. For thi~ army, cach ohgonuckütidL' was

spottl,:d III duplicate. Slidc:-. wcre subsequent)y treatL'd
al,:cording ((l the manuliu:turer":-. ITlstructÎom•. In both

l:a~l::-', po:-.nl\ l:l,:ontmb con~isLCdofan equimolarmn..of
all the oligonucleolldcs. and ncgati\(' c{Jntrul~ con:-'lstL'U
of ohgonudL'otidc rolouspcnl>IOll huller.

:,3, T.ltXd labding and !rl'bmli=alioll

PCR arnphfieation;, of cach IOCl V1l:re camed out Ii.Jr
cach :>.lT'.lin lLlllowin~ Bailly ct al. (in rrl'~s) pmcl:dure.

Tahk l

Ohgolluclcllli,k 'l"Jueocc, anl chamcll'-'''lIC' \ 'cqucnci: mutalll'm afe hlghlightedi

Probe :' Oh~~) Ilame s.c-~u(..·ncc 5' tD JI Lcngth 1nt) GC(I;, lm" l'n
1 no01 l.'d-'I.\ ~"Ctcg('ctga.aggtagœg: I~ h~ 4 757

2 e1l1med-9.\bÎ\ !!Clegeelg"R!lPgœg 14 73.7 774

.\ nllmed-12.l h'Cllgg!!tl'lgll<:aL'ae taatQ; 24 50,0 7.p

4 t""ml.'d-1Bbis gel tgggJ:Ctgctcacac laatee 24 54.2 7h h

5 .,,"med-12.ln2 I1gggtctlJlCa.ac1 ....tcc " 4~ 5 j,Y ..1

Il l'\lIm...I-IHn2hi!. 11l;lgglclgctcac3ctaall:(: " 5(10 7U;

i ('".m,·I-"t, gcel11l1cj;JJ:cctleF JQ tl.~ 2 7'l,()

li l',orn.I-96bi, altlg t&'lgt: g cggcctt Ih 55 h 74.~

9 .,"md-IB Il'b'Ccgli:acwcett~'C J~ (I! 1 755

III .'''01..1-1 t3bh UCFglC.ccctgc 18 {,6.7 75.1
Il nllml'd-Ll1 IgcteaCllClaatcl'lCeClCCa " 52.2 7h,7

12 c,omN1- tJ2bb 1ge",ucacillgtectc.:ct1eea 23 51>.5 7h t>
U J;lllhn...d-b~ ggacqa:latcc'gctga<lgg 20 60.0 7rLh

14 J;l lib lJIl'd -b5hie. ggacœaùatccgt:t~agg 2(1 5~.\) 74.4

15 l:lIhrtll'd-184 cagcgcggat'tltaatg:aa~g 21 52.4 72_7

16 llllhllllorl-l84bh l\:a~cgt:g.g-<::tulaatgaagg 21 :'7.1 77.1
1i 1: IIh DlI!I·'M gctgga('ag:~tt:~ggtag<3 .2{l h\J(J ~~ ,, ..... _,
III llDhllld-16f.I.;" gctggac~l:Wtcrggtlga 2{1 Il:' fi 74.7

1~ gahlbt'I-192 f,'l:ug!,'l:\ta laaugg3agggcg 22 :'45 7(1.1',

20 f;(lIbnlet.j92b;" f,'Caggt:ttaliJa'ggaag!Wcg 21 57,1 75.5
2l gllbmel· flJ!ffr f,,'Cagf,'Ctlatga·ggaagggcg 21 (,1 9 71\3

22 gllbmel..ull ci:aagrcctagggoccttagt ~, :'4.5 71.ü

B I:8bml'l-·Ullbis C\:a,agatc<.1cgggacCctagl ,~

~oJ.1 75 t>
24 pb_l-42111t'r caag::.rccte'gggacCC'ta~'1 21 hl'l 74,4

25 "kpmcl-~ll al [CC tgctmgcggt'1utcc 21 52,4 -, ,(., -
2t, l'tqm1t'I.~lIbb attl'Cl gClc1gcgggtat.::c 21 571 75,4

27 rkprncl-IM ctc~t:gcgac~cat"'·La.atal.: 21 57 1 74.'

21i rkpmt'l-lbOb;" l'leetgcgatœal;;c.... tlC 21 524 72 fi
2'1 '·...pm"l-I')] i~ggttCtrtiJIJtcaatati:gagg 2l 415 72.:
311 "kl)Rlt'!-t ".lbi ~ ~ggl1egt:lacca:nat1:[!agg 2.~ 4H 74.7

"Tm wa' cakulalcd usmg lhe ncarc't-oclg!lhnrlhc,-modyr..anue value' mcthnd lBrc,laucr ct al . 14~(1). with the j(,lIowlI1l! en r"hlH'O' ohgonucleotldc
e'nlccntrJlK>n nI' 1.25 n!'.t lenllCcntrdtioll llf mLlTlbmnc·hounJ ol'l:!()nu~lcotldc, dLmllt: r.yhndl7atillnl anè ",Ir C'nlccntr.lt!nn of 1'l5 m\-! l"'~'

concenlmtllm in hyhfllillatK'" hulicn
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:} 3 J. Ifrhri,ti::ûIIUII (1/1 mlll11 l/lI'mhr<iIlL'I'

SpL'cilicll) (Il thc Jl:~i!,I1L'd (lh~OIllldL'o\lJl:~ \\.1:'­

~~~L'~~cd (Ill nyhm 11ll'll1brallL'~. '\prJ'll:\ll1laldy 3(1 I1~ llr
L'acll PCR prllJuL1 \1 L"I'L' mdL'pL'IlJL'mi: Jahelcd \\ nh i0.-" PI

dCTP hy mlldlllll pli 11 1111;.': wllh Ihl: Bloprime O'\A labdlI1;.'
"lt (invllrogL'Il' aCL'nrJillt-'. tll dw Jlla!lul~(ClurL'r'~ in~true­

h(J!l~. lllL' plimin!, fLal:tion mi.'l.tUl'l' (;lIlllal:lL'd ~." finu1
Clll1\:L'nlr,lli(IIl~. 1· RalldufIl PriIllcr~ Slllul1llll. Ion p\1
dATP, dGTP and liTTP, 1).33 ~l\1 Ill' ;nJiPldlTP {5 fil.
AmL'!'-ilam 1 ~IlJ -iiI t· f-.:.knllw lraglllL'nL Laheling YI~~

L'aTricd out al .:n .~(' l"I'':: h, and rœcli,)[] wa:'- :'-!'lrrcd wi!h
.5 pl ":op hul!L'r LahdL'd OJ\:\ \\·a' ckanL'd from

untneol'plll'alL'iJ nuclcll\ldc~ lhmll~h Prone- <)llarl! G5l1

CI IJllJWI~ {i\JYlL'r<.ÎlalTll \1crnhr..llIL'~ WLTl: prehyhnlii/.ed l'or
I\Hl hou!'- al -t~ '"c in a h: hridU:alIO[1 0\ Cl! (ArrilgLTIci
IIIl,kr mlallnIl Hl ~ ml nI' 25"" li)rma1lJldc, ~..5' Saillie­
Sodium Citmle (SSe. 375 m\'1 ~aCI. .r,:" 111\1 '\acümtcl.
7"" Sodium Olldl:L'yl Sulla IL' 1SD~ l. l' OL'llhârd:'~

~lIIU~l(l:1 and ~OO ~lf' mf; ùL'na~url:d ~almll!l ~penn D'\A

(IUvltnlgcD L Labded :~rgcl wa" hl:3t-dLl.lalurcd and addl:J
Il, lhL" !Jyl'iridiLaliO[1 buflÎ:J; and rlll:l1lhrJ.ne~ \'l'erc hybrid­
ved tilr 1ft h m thL' ~amL' c(Jnd1llœl~ A ner hybndi/'.1t1ü:L
IllL1nhmm::'- were wa,hL'd lwn IImc" lor 1:' mm at flll)rn
te-rnrL'rJIUfl' in:' nIlllf:: SSC. OS'" ~D~ and 1\~lll1nlL",

,,)1' 15mm :ll-e ~C III "ml,)1"L'achüj the fnll'lwiUi-'hulli?rs:

0."·' SSc. OS'" SOS anù (J.: ~Sc. 05 fi
" SOS.

\1emhrane-~ wcre air dnL"Ù and e.\ruscd lu a r1lO'pthll'
~crecn Ilir '\cve-rd1 houi">, and lhe rhosrhor :'-L'fet'll \~a~

~canrJl:d wltll a rho~ph"lIl1agL'r (TyphOflll. AmL,.,~ilanl).

::.3':. ffl'Ioridi::,l/itlli 011 L'j)(}XI'-coulc'd }{.Ù1SS s/ides
Ta Cllll1pare lhe hybriJIL:lliol1 T'L'l'ft)rmancl.:s Oll

anlilher ~ubstmtc" hyhrid1ZatlOn~ \\'el'e ~IL'ln camL'ù llUI
un l:pOX V-('tKllcl! gla~~ ~lidL". Flvc :lJtlO,,'TllIlIS ur L'ach lJl'

lhe 3 Pl'R proÙUl'b wcrc ml '\.L'd ami used a~ lcmplatc Illf

bhL'lm~. \\ hich VIas carric:d OUI "ith the BîopnlIll: O~:\
bxlmg J..il (I!l\IIHJ~L':1' a~ dC~CI1hcd al;"l\(;, Lalx:kJ
D'\A wa~ punfiL'd \\llh lOC Ola'111îc" l'CR punlie-atlllIl
"il (l)iagl:rJl. Liulcdin5f1pl H 20.c\apllmled b: ~rL'l:d­

\ aL'UlInl. fl:"u~pendcJ 1:1 30 ~d (ll' hyr.ndiE,i.llilm hulli.'r
anJ tJe~H-dcJlalurL'd,HybriLhzatllHl buJl'er \\tl~ the ~amL'

a~ dL'~L'ribed aho\L' for hy hriJIJ:allÜlI ~ 011 ny kHI rfll:llI­
brdnc~. SPCltll:J slidl:~ wC'n: hyhriJi/.t:d t'Ilr 16 Il Olt -+2 'T
"ith llll~ pTl'paralioll undn ell\ l:r~lip. Ariel' hyhridl/.a­
ti(IlI, ~I ides Yll:rL' wa~ill~d n.clctly a~ dC~l:ribcdab l'lV L', \\'Ilh
:" Illl ur" a~hing SO!ulillll pcr .~lidl:. SI idt:~ \.... L're thL'rI air
dril:d :md e-,'l.pll~t:J ln a phllSpll\lr ~rCL"l1 rllr: III h h.

HyhriJI/.::ninll ..;,ii"nab \\ L'rl: 'Illami lied wlth hlla!; L'
l)uarll TL \~om.o:: ~llliwafL" (AllIer~ham) SIClCL' lhe

arr;,rYl:r alln\\'~ 10 ~pll; ur (0 7o~ rn,hl:~ lIlI a si!l~lc

lllL'mhr,IIll:, a !-,:rid L'(l\l~I~:I:lg ,,1' 3:: ' ~-+ ~llrl~iCl: arL'3~ (a~

l'irl'k~1 \\a~ placc.(.j 1111 L'adl ~ca:lIl('d ~1JdL' and "if!!lill
1:1lL'!l~1l1e~ \\ CfL" mL'a~UfL'd luI' eadl tir Iht:~L' 7ft~ elrl:k~.

U3CJ..~I'llllnd 1101~C \\'a~ ~uhlr3cted by tht: spot cdgc
a\'L'r..Jgc illethlld, Ra\'. rL'..;,ull~ WLTl: l:)..pl'L'~~l:J ü:'- pL'l.l:b..
elll~ ~nJ anOll:--/.l:d a~ tollll\\. htL'n~ll: dl~lrihutHJII lit aIl
tltL' '"c1rcll:~" L:orrcspllndi:J!; Il' IhL' nl)I~L'. i.L'. ar('a~ th~lt

werc Illl! ~rot!ed \\ l:h ail I)l1gllllucicll!ldc, W~h calculat­
cd, :md a l!l:ICL'110i1 111rc:'-hold lor POSill\C ~i~lIal \\a~

aml:rJnl:-- ~C! /llr ail lllL' \ a ILI('~ L':\L'etxlîn~ ll'i.5"" l)r thl:
hacJ..gl'lllllld noi~e valuL'~. Onl:-- ~l~nal SJ')()h \\'ll1ch
InIL'II "it> \\ ~s hi gller ~han t!lis thn:shnld werl: cllmldL'rcJ
a~ :'-iglltrIL'anC

Jn ordL'r III compaTl' :,-igli31 1I1!l'11~ily bd\\ L'l:n
ml:mhralll:~ and slldc's. a rt'lath L: slplal 1Il1L'rI:'-ily \\ as
L'alculalcd as ill110W' rt:1aU\l' ~lgllal mtL'I1sny si!?llal
llltt:JI~lt) . shde 3VL'J'31';C mlell~Il!, \\ hcrl: ~hdc a\ L'I'dgC
1nlL'IlSI\) c('Insi.~ted ,,1' lhc 1lll:~11 l:ltL'lbil) ()r Ihc IOX
L'ÎrL'k:,-, A :'-lgmllibac"grourld raliu was abo calculated a~

~ignal iutcIlSll.\, hacJ..!-lround illll:ll:,-it.\. whèle hac"­
t,'1llUIlJ lIltctl:'-l!,\ clIll~i~lL:d ur the rHL'a:1 illlL'n:'-lIy 01 ;lII
IhL' nlm-~p()lkd :,-urfacl: area ~ (circk~ lof thl: llll:rnbrarlL""

lIr S!ilk"

III "rdL"r hl l'erif: lhl: accural:Y lIf Tm p~d lCtlll11, thl:
Itlchill~ 1l:IIlIK'rdlurc \\ a, ealcllhl!l:d llif cath nli!-[lIllu­
<:k(Jtidc, FM lhl:'- purpn"c, rornpkml:lltaf) ~equcnccs lù
thL' 30 llli~lIlluclc"'!ldc:" WL'l'L' ~~ illhc~ILL:d hy Operon
BJOlL"dlllÙllll!iL'" GmhH WollJgne. (jLTInany 1. Olignnu­
clcmidl:~Wl:n: JilulL'd 1l)::5 p\.I Î!I H~O. T\\lllflic'mhlL'!'S
nI' l:adl 111JgOIlUC leol1de \\'a~ llil'l.ed \\ nh Jl~ compk­
mClltal)' {tinal eOllCClllrallOll ,,1' ~,5 p 1\.1 1 h'lgL"lhcr wah
2 fi 1 of a ~otulJ"n coll!,u!lln~ S: hr(,rl:l:ll (\lolcL'uJar
rn.hL'" Jllull:J 1: 300(1 III ['l\ISO~BSA al SOO fiS ml :
m a l'mal volumL' n l' ~Il ,JI. ~ample:'-" L'TL' lran~ll:rrl:d 1" a
LJ!>-well plate (S(mUl~c:lL'1 aild ~ubke\cd 10 lhc fullll\\­
Îilg melll!l!-, prllfi Il: ill ~ ~l.dnll(Jp lhcrmoeyder
(SlrdlagL'T1l:I. O:\A \\ a~ dl:llalul'l:d lin .5 min a: LIS "'C.

l'L'naturel! Illr 15 min al 311 "l' alld D'\A mellln~ wa~

mL'a~url:dhy ml:rL'a~ill~ lemperalufc l() lJ5 c'C al il ratL' of
~ '··C'IllH!. Re-~ultm~ Tlll~ arL' !Ill' 3\ l:Ia~e- tIf 5 ~epardlC

IllL'a~urt:ll1l: nb.

~J'. Blic/t'nui !'of'ulll/flt!I s<illll'!mg Lmd D'v,1 O:lraclillll

Uacll:nal ~amrll!lg \~a~ donL' h\ trJppmg ~yrnhlnllL'

I11lmgL'1\ fJ:\tng haL'lL'na with !lIC FabaCL'al: :\Ie,/icago
trllflüIllilu and :\fedicago ngu/uloidt'.,' 'rC[le~. ITlIITI a
...ni 1 eolkl:tl:d near Tl:!bol {Be-ka:.J l'alley, U'hanoll 1.
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Trarping v,'as rerfonned in Gib:-.nn tuhe~. fllllo\\ ing Ihe
proCL'dur~' prev iousl~ lk~eribed (Brunei L'I aL. j'il/61.
Sevellleen .\/. rigidttlol<les and 16 .\/. tnmüilll lu were
grown indlvidually In lube. and abllul .2 monlfls alkr.
nodules were harvesled and slored in 25"" ~lyeerol al
-xn r.C unlil use. For haclenal Isolalwn. nodulc:-. were
lhawed. surliil:c slcnlll.ed hy imlTlLThlon lU 3~ j. CaClO
ItH 3 min. rinsL'd 3 lunes ttlr 1 mn III sterile distilled
"aler and crushed in a drop of sl("rile dlsllIl ed waler. TIle
rC':o.uhing suspL'1lsion \va... slreaked on )"east ~1annitol

{Y:Vft agar plalL:.'s (VincenL 11}70L Colonies were
ched,ed fur pUTlly hy rc-pealed slreaklng of sin~JL>­

colon}' Isola le... on Y~f plaIes. Pure bacIC'rial isolale'>
\Vere gmwn III 10 ml of '1'\,1 medium Jtll 3 day'> al 2X oC
under shaldng, Bacteria were pclletcd and \Vashed twice
wilh slerile \Vater, Tolal gcrIOmic OKA Wà~ e.\.lracled
al:eording tn lh~' pmcedure prev lOusl~ describcd (Chen
and K.uC). 1993 J. Anv Imee of R1\A \Vas remclVcd bv
trealing the eXlrJCle'd' D~A with 50 ~lg ml- I R~asc Â
(Sigma) for 30 min at 37 oC. and DXA inte~ly wa"
\'erifled by 00 mcasurelTIenls and agarose gel
elcctmphoresis.

.'. Rc!>ults and discussion

3 l, }fvf,ridi=tlllUll optÙlJl=allOl1

Thirty oligonuclcolide probe'> WL'tI: desi gned 10 turgct
mosl of the polymorphisJns prcviously rcport.ed at duce
loci (/GS(;.~}J, /G.\1..\O and /GSRKP) cormsponding to
inlcrgenic sequences of Sil1orhi=ohium tn<.'liloli and 5.:
nm/icae genomes. PCR produclS of Ihe~ regions \Vere
ohtaincd and hybridved on arrays conlaming thcsc 30
01 igoTIucleotide'>.

The lenglh of the oligonucleotide probes varicd
oclween IX and 24 nucleollOOs.ldcally. ail oli!;(llnUclco­
lides should display Ill:lHly the saine size :md very c1o'>e
Tm and GC content, in order to yield un optimal
hyhridi/..alioll signal under similar 11). hridi~ation c'''ldl­
lion~. However. such "idcal" conditions were impossible
to ful/ïIl in mosl cascs, whicb is Ihe reason why Ihe
oligtmuclentide length fluctuated around 21 nucleOlidc~.

their Tm varied belwecn 693 and 79.0 oC and their GC
cOlllent wa'> comprî~d bctwecn 43.5u " and 73.7°,'l1lsee
Table 1). For point mUlalion ddeclioll, (Hacla cl al.,
1\)%) proposcd that mismatches should he locatcd in the
center of the ohgonucleotide. III our ca'>e. mismalches
were not always located in Ihe center of ùle pl\)hc~

hecause of Ihe aloremenlinncd constraints. Yel. a
dis'>ociatioTl lempcr,Ilure (Td) analysis previously per­
lonned (Lmka wa cl al.. 2003l indlcaled lhal Ihe lar~est

Td dil"lcrcnecs. belween flL'I"fecl malch and misrnatch

probe~ \\ ere nol neccssarily llh~C'rved for proocs. with
mü,m:llche~ 10C:lled in Ihc middle huI ralher li)r probe'>
wilh rnisrnalChes. loealed sltghll~ lllY center (for
11Iusrratioll. sec mism31ch-harhorinj:! pmbe~ s3. s7 and
s 13 of Tahk l of Ihls slUdy,.

Several hy hridil.alllln lernpcratures as weil as.
hyhridiLaLillll buflcrs wnh va~'mg SOS and flmnamidc
cotllet1l~ \VeTL' lesled (diila n{)l '>hown). and best results
were ohliiined \\ ith Ihc l:Ondllion~ œ'>l'flbed in Ihe \fM
seclion. Although the elkcl of lllany chemical eOIl1­
pounds. on nuelcll: aCld illleraclîons have bceIl weil
sludied (Chang cl al.. 1l)7·t Huuon. 1977: WC'IIllur and
Davllbon, 19hX). the e llect of SDS cOllCcnlmtion ls not
documenled. CXCc-p1 It)f Ihe rccellt ~udy ()j" Rose Cl al.
(::002 ,. The use ûf u high C('ncentrallOn "-'Teàlly
improvcd hyhridiLation ~i!U1al~ in our euse-. This
suggcsts th al SDS ma) play an implll1ant rolc in
O]\jA ..D~A duplex formalion and slabilily, in additIon
10 reducmg background (Ro~e l:l aL ::00:: 1.

Wc alf;(l lested sevl'ml probe and largel eoncc.lltra­
tions. On membrane armys, oligonuckotides WL'TC
spoUed at concentrations va~'ing bctwcen 50 and
5(X) !lM and hybridi.l.cd ",ith :.10, 50 or 100 ng or PCR
prodUCl. Besl rcsuhs. in lerm'> of signal inlensity and
hackgrolJJld noise, \'Vere obtaincd l'llr 500 fl\1 of probe
and 30 ng of labcled ta~et. On slidc arrays. oltg()nu­
cleotides were s-poHcd at 10. 20 and 40 ~IM and wcrc
hyhridized \Vith 5. ::5 and 50 ng of PCR product.". Bcst
rcsuhs wcre ohlaincd with 10 and 2n f1\1 of probes and
5 ng of 1arget. NlI dillcrcnee was observcd hctween 10
and 20 ~l\f of probes. and Ihe conccntr.lllûn of 20 ~IM

' ....a!' !.cpt.

3,:1, A,\'St'SSlIltwt of o/i1!.oll/(L'/eolidt' hY/JI'idi=i1lioll

tdlicieJlcy

Several aulhors ha ve demon~lraIL'll Ihal Il) Ion
rmcmarrays are a reliahle 1001 for expression pmliling
sludies (BL'I111Cei Cl al.. ll)lN. ::()(!3: RIl:hmond CI al..

1Wq " C omparcd 10 gla'>s shdes, rncmbmne microarray s
arc c:-,pccled to yield a hîghcr '>cnsitive hybridiL:ltion
signal due III Ihcir higher 01\i\ binding eapacily couplcd
10 Ihe use pf radioaetivel~ laoclcd largets. In additIon.
the)" also present the grcat advanlage nver slîdc
microarrays to he cheapcr. For ail IhcsL' rc.asons. wc
tirst dccidcd 10 carry oui hybridiL.alions on nylon
membranes.

Hyhridi.t.ation eJlïclency llf each lllignllucle<llide was
teslell hy hyhridi.l.ing spllucd nylon memhrane,> with a
single PCR prodUCI eorresponding to one 111cus.
ampli/jed from a S. mdilofl or ii S, J/lt:dicae slmin
which sequence \vas alrcady known. and which
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n::-,u[lin~ hyhriÙll:~uîllll flCl:ll"Ol \\a~ hl"nl"l" rn:dlClahk.
Each L,Ii;!:llIlUcblliÙl" W<I:-. lc~h:J III al ka:-: h\(l :-'l'par,ù'
hybriùI/.atillll L''\pl'riml'Ilb. FI!!. 1 :,hllW~ llll: rl':-.ullî!l~

rd'11I\\.' h\lmùlI';:1110n îllll11:-.Jlv f(lr l"al"\1 LIJi~(Inuck\llILil"

\\!lh Il:-. pL'rkct malch largel. E.'\ccp: J'Ir lll1l;ollUl"IL'LlliLil:
2[1, aIl ut' lhc LI!i!!LlnUl:kuliùe:- yicldcd dl'Il:l"13hlL'
h:bridi/.<ltJlllI :-.î!--'llllb ulILkr Ihc :-arne C\lllJllw:I:-'. Sij:llal
inlL"nsilil":-' Wl"rl: cllmparahk bCI\\ Cl"!1 lhl" three n:plJcalc:­
,,1 a tr1l"mhmrll'. anù al,," bcm l"cn the rcplieml"~ (lt"
di~lÎnet mcmhranc:-., a:- rC\l:akJ hy n:lalJ\ dy ILl\\'
:-l<imbrd dl'\ ial1ull:-.. Cakulau(ln (If rd:.ni\ l' :-I;,!nal
illl1..'l1:-'llY enahlcd lu 0\ crl"omc the po:-.sîhk dl:.crcpallCIl:"
lhal cuuh:! ori~laale lru1tllahc[in~ L'Cticicnc: and 111u'. w
CLlmp~\rl" :-Ignal HHL':I:-.l:: hC'lwl"Cn UH;IITlCI ml"lIlbmnc~.

LahdlJ1~ l"l11l'î elle) \\ a~ l'onlrulll"l! r-y n1L"a:-.urin~ lhl"
numbc! (lf l'Llunb Llr labl'kJ lar~l"~:-' anJ pn" cJ ILl hl'
rmhl'r um"t::Ull (l\er :-.ampk:-. ldma no~ :-l!ll\\!l L

hiè- j a1:-.ll Illl!hll1-!hl~ lhm :-lgnal InlL'ni>üie" llIay toc
highly \armbh: lor 1l1lgpnuckol1dl'" Jisplaying !1l:arl~

:-.imilar kll~lh anÙ,.L)f Ge coml'nl. llldleilulIg lhal ~i~n..i1
illlC'll"it: JDl":- ULlI (tn)y Jcpl'nJ LIli lllig(l[Judl"LltiJl"
kJl;!ùl and basl' CUIllPll:-.üillll, bu: al~o dcpl'nd~ ull lhe
l.lîj!lmud emidl' :-el]ul:1Jce l:SeI l' (L'Ll[lIpan: Tabk 1 wi1l1
Fig. 1).Il i" cUllun,'nly admillcJ lhat Ihl' uligllllul"1l'llliJC'
hyhridi/.alÎull yicld~ g-n:atly dl-pcnd Of! Iheir Tm. TIlere
C:\I~b <i .. afiN: ot'mcllloùs iLl calculml' lhl' Tm ut' i>hon
olil;onuc!eolidl' "cquencc~, \\ hieh mlli>1 nt' the lime lcaJ
10 j~trgl" and ~1~mljcaJlI dil'kn:nccs 111 the Tm .. alul":­
(PalljJ...lwiL:h and 'vIel". 21'())1. Il i:-. Ihcrct\Jfc important
\(1 L:I1LI<I:-'L' thl' ll1u~1 accuralc Tm dClcnninatî\lJl melhod.
1!1 Llur L'a" L', WL' uscJ lhe Ill"an::-.Hll'lghbor thcrllloJ}­
n;.unic m,.dl'l (Breslau.:r cl aL llfS6), which l'nables lu
prL'dkl Ille III cl tî Il!! hchavior of u D'\lA duplex frum il~

ha:-.\.' :-CYlll'[JCl'. Yt.:l. \(.'1) rccen(]V, lPanjJ...lluL:h ami

\'1chl. 2111')5, L:lIlJ1parL'd Ihc l1Io:-.11rcqut.:11l1y U:-'l"J lIludeb
Il)r Tm l"akulallllTl and prup()~cJ a L'UIl:-.l:1I:-'U:- f1I(lJd l'lit
."flllli lIhgllnudl'nl1dL':-'. Wl' :f1l"rl'f{)rL' ~llhlllilll'd (lUI'

l.h~olludeliIIUL' :-'L'qllCf!ee~ 1lI t!ll"ir ..l1!!llnlhm (lnp:
ùlla.hlll.pul'.cl'HlLiHIllI. (Pani~.'I\'Il"h l': aL. 211f1"11 tl'
ohlain lhl" rl':-.ulting L:UIlSl"I1:-.11i> Tm value:-.. \Vl" al~ll

ml"a~Ufl"J LIll' Tm \ alue:- llf thc (IJigll!lUckulîdl'~ h:
h:hndi.r.inl; thL:lTI III "uIU!1UlI \\-Ilh lhcir L:urnrkrnc:ltar~

:-.\.'YUl'nCl":-' \:-.èL' \1\1 :-'l'cliLinl. Wc IhL'lI l"Pmrarl"J thl'
3 Tm \ aluL::-' l>hlaincJ h'," l"adl L1ligOIluclcLllidl' will!
lhL'lr currc:-'pLlIlJlIl~ rdati\è sll;,'nal imL'ru>üll"~. in llrLIL'r
tLl èviJcrll"L' a ro~~ihk corrclullllTl bl'I\\L'l11 rdativc
"igllaJ inlL'nsil: :lnd Tm (Fl~. 2). :--;mll' ur :hl".~l: Till
\ aJul'~, L'llhL'r culeulalcd llr IIIca.'\urcd, dlJ al/lI\\ a guod
rn:diL'lioJl ur h~ bndit.alÎlll1 YlClds. VL'l) fl"l:l'nll~, thc
hyhridvalill!l kînl"llCS ur shon DI\A :-,c'411Cnl"l"~ III

""llll1LlIl and un mh:ro"phert:.' \\'a~ cOlllparl'J f~ehar cr.
al.. ':;lH.IS j, Thl" lllllhor" l'L'punl"J 1I11pl1nam JIfkrenel"~

in Ihl' i-inCliL."" for u gl\'l:1l :-'Cl.jUCllCl: în :-.uliJ \L'ri>U~

SulutjLlll rha.~L' aud f(lund lhal :-cquc-ncc'. Ju nul lIJ1pal":
Cl'action r..ltL':'. in thl' :-.arnc wu: 111\ :-.urlàœ Ihan they JLI
in ~Lllulwn. AllaIY:-'I:' of dala lrnm cO/lullerL:1al 1l1lCHI­

urrays abLI suggl"~leJ ÙI<I! ~(lliJ-pha~ hybmh/.aliLlI1 IS
les:> IhL'rmoLi:1HUllically' lüvnrl"d than hvhriJl/.alÎllII ni
the :-.ame i>CqUL'lll"l'~ in :-.olUllon (HL')d l": :.Il.. 2(1(131.
Thes<: n::sult:-. lhcn:Jl''''C COnrlfl11 Ihat h\'nridi.r.au\I:1
signab wüh lellwred pnlh6 an: diflieult III rrcdlc't a
pnuli. and lhal Tm \alue:-. I1Icasun:d or mli:rrcd fWl1l
:-.uIUIHH\S arc lIpl an ael"urale luoL

3.3. :\!t'mhran, , ':UTl/J'''' HTS/IS ",bdc tl'Tdl'S

Ahhough Il)lon fTlL'lt1hr..lllL'~ Ylddcd dl"lL:l'lahll" ~tnd

n::produl'ihk hyhndv.:.t:lllll :-igllal:-. l,'r I1lO:-': pwhl"s.
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X. Bulill' l't al .loI/niai ,,( ,1111'1'1'1>/0/')[;1< a/ ,Herl.,J" ,H (:!(lIIfJJ "x\' XXI

o II\len"l\ El Bfo~,I,lU,'r Tm c ,,:on~~n ...U'" Till .. 11K'(i"'lIn.~ Tm
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pre*'''

Fog : l\,mp<ln",n ('1' th~ rdatl\'C hvhridl1alk'n signal mtcrblt) "r meh ,,1i~~)Jlock(\tidc ",ilh Ûl<;Ir mQlliUI\;d ar..l calculalL'\l lm tacmnling t,\
Bœsi;ru.:r tahle, l!-lrc,la""r ct aL J"kt» :md ,0n,<'I'SI;' tahle, II'.lO}koVlCh and \1cI", 2IJfi5») Forc!ari1y, aml ,ma- 'tam:arJ <Ïc_ 'atlfln, uf mea,un,,]

Tm lcorœ,pnndmg tn the a\'l"~': of5 Il1lkl'coocl1l mea,urancnt' ~ weIl: very Iov., they arc not JlTl''<.'flle<!' Rclatl\C "gnai ;nû.:n"'tlC\ an' the >-3I11C "-' tI1

hg 1. an..: 1<" clan!\' standan: <ÏcV~ltk>n, arc ntH prôcn1cd

inll:nsllie~ wcre ratl\l'r wcak. and bm:k~mund noise
mther high. Wc ùlercforc decldcd 10 Icsl anothcr surface
to lry tu imprtI\'c the hybridit-aliun yicld~. In an aucrnpt
of oplitniLing protocol~ for glas~ slidL'-ba~ed DNA
ll1ieroarray~. il was rcportcd that o\'cr ail Ihe surlaces.
tested. epoxy-c-ûatcd gla.~s. s.lides. appeared a!- the hest
cumprulllis.c in tcnn~ of signal intcnsity and sl:nSltivit~,

(Wrobd Cl al.. 20D:.l). Aecurdingly, wc lc~tl..'i.l hyhritlWi­
lions. on cpoxy-coalcd glas~ slides. and L'omparcd
hybriduation profiles with those obtaincd on nylon
membranes. Fig, .3 presents lhe hybndvlliion rc:-ults of
sn cquimolar mix of thc Ihrce PCR pWdUC1~

correspondmg 10 thc lhrce loci of a .\~ lIu:!i/oli slrain
which genotypc was known. 1\yloo membranc,> were

- . .., · - 192125 1:Jo n.. · ' , • ...
• •.

••• · ... • Il: ·.. ..
;J.t ·.~ • · .. .. 302826 81024 2011

· .... ,. · .. ·.. .... ( . ..
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\)()Ol' .mem~l'1lne~

Kaon o slides

":l 7000
l:l

Ë "lIon

"'"-"l 5000
~

.s:. -UlOO
';;

3OI)f!:::
.2!)
v. ~(1I)1l

1(101 ~

Il
J 8 20 ~-' 2~ ln l'o IJ ~5

prohe

Fig, ,1 Two nylon momhrane-. and 2 cpoxy-maled glas" ,hJe, Wl'II: hybridll'lxl Wilh 3ll l'qunnolar mrx orthrl'C l'CR l'roducts corrcsl'"rxhng to toc
thrl'C 'tudlcd k,cl of one S me/i/on .,tmln la) Rcsultmg hyhridl7.auon prolitc nI ooc n:phcatc on nyk'n mcmbraoc Ilclt~, on l1'0x)·coated gla." .,hde

I.:cntcn. and <:llITC'>p<looing spotting pancr" \\ IIh probc IJumh",.., Inght), Ih ~ RC\uhong "l'na! 'background mti".,. nprcs-",d a., mcan' ,"=6)- .,t<>ndard
ôl.·vlanon~
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c:\ IXI~cd I(\~ 24 h Il hcrl':.l~ l'pll:\)- -l'\latl'd !!Ia~~ ~hJl'~

\1 l'n:' Œll y l'xlw:-l'd Il"Ir ::: h. F!~. ~ u :-hlll\:- tha:
hyhndi/.~tlllln pnllik:- hl'l\1 L'l'r1 :hl' [wu :-urbcc:- \1 l'rl'
not l"\.3ctly ilÎL'nticcll. Accllrdill~ lu lhl' ~L'n(lt)- pl' ul" thl'
lL'~tl'd ,"'-. lIIt'hillti qraill. prllhl':- l~, 14. 1O. ~. 26. 2~ alld
.;0 Wl'n: c.\rl'clL'LI 10 !!1\ l' a ~iJ;!lal. Thc~l' pfllhc~ wcn:
dctl'rh:d an cl LI uurH ifll:d nq holil :-url~lr e~. H(I\\ C\ l'r.
crll~~-hyhridi/atilm~ Ill're :.Ibll ob:'l'rH:u. Pmbc 13.
\\tnd\ 1:- ~rcrltïc Il. s. 1lI,',/r,'Ut' ~lralf\~ hut ditrcr.- trlUTl
....-. mdi/un' ~l'qUl'!ll'C:- h)- lllle nuclcolidc loratcd al
ro~i[jlln X l'mm Ihl' .~' clld. Illb dCll'etcd on nylll!l
rnemhraul". On l!1:.l~:- :-Iidl'~, ~l'\'L-ral U;)~rl'cilïc rnlhl'~,

1:1 adt.!il1lll1 III O!J!!llllllC1l'O:idl' 13. \l'l're ahll dL'lcctcd.
uli!!Lll1uclcl)lidl'~ 23, 25. 27 and 2:-\. wh ic hall dl1rl'T Irom
OIi!!llrlUc1L'tllldl" 24. 20. 2l\ and 30, rc~pccli\ cl)-, hy œ\c
'lI1~Jc nlld':ll:idc' (scc Tabk Il: lf\ SOItlC CU~l':' and al a
hl\lcr c.\ll'nl. oligOflUl:Jcuudc 20. wlnch dith'f<> h\)nl the
tesh:u Sl'qUl'lIcl' hy tVill Ilucko!idl'~ ant.! 011 l' !!ap.
Furthcmllillè. re lau\ l' sl~'T]aJ i:lIcrlSllic~ or cadI \Ih~onu­

l'1l:utide Il cre ~ll~l> liil1l:riflf! hl'l\1 l'l'li 1I~ Ion and l'po.\.}
(h~ ..'hl: liK c,-urnpk. pmhl' 2h ~Icldcd thl' Illghc,l
SI!!Ilal lll! ny IlHI ml'flIhranl'~. \\ ht.'rl'a:- tlil' hi!!hc,;
1;lle!l:'>ily \\'a;. ühlallled .... 1:i1 prohc 3(J Ull eplI.\;' siIdl'~.

LI~:Jy. :-Jg:lI:.ll mtcm.il) wa:- lar ~tflJn~cr on g:la,,~ ~iIdc"

kadlll!; lu u Jf1uch !owl'r ~lgna]ihul'k~rouflJ rilthl (hg.
.Ihl Abll,lIligll!llu::lcolidl' 20. wtl1ch was nl'\ l'r dclt.'ctc:d
lHI nylon rnl'mhf',me~. Ylcldl'd li dt.'lcrlahh: ~ignal on
LTltI'-y-coutl'd l!!a~~ ~liJc~.

Ahllgcthcr. lhc;.l' Tl'~ull~ indicall' lhal cpo:\y-coatl'd
gla~s slidc;. are tilr ITlllre :'>l"ll~ili\'l' Ihan nylon nlem·
hr.1nc;.. and yIclJ a highl'r ~tgnal 'hackground ratio. They
al"O mdicall' lhat li ~l\en u!Jgl)l1uc1ootidl' affi.\.cd lo I\lU
dtlrl'rem ~UrÜ1Cl'~ hl'hal l';. iii a prcllY dil1Crl'nt manller.
This Ilh,cf\ allOIl ~lIg~c~ls Ihal a specliic atll'llllllll
~hüuld hl' hwu;.:ln to lhl' c1Jl)iCL' or the ~lJrtilcl' lo lI~l'

III nIlcrlKlrray l:Xpl'fllllcnb, wliich tIli!<ht grl'atly m:L'r­
l'Ln' \\ Ilh Ihl' final rl'sult. Informadon on the perl~lr­

mancc ot' the Iar~l' vancl) of :'>UhSlTalo aV:llbbk 11.)[
rmCrLlaIT.ty c,-periml'Ill;' i~ cruciall)- Iad.ill~. Suc-h
l'lIlUparati Vl' i.tudi es. y l'!. shllulJ rl". eu1 l'xtrcrnl' ly
vuJuahlc 1"1Ir l'xpemnenla!tSli. dealîng with I:olllplc:\
~atnplc Illi.\.lures.

TIlOugh SI!!nal irHl'nSÎ1ic, on nylllll nll'mhranl';' \\ L'rl'
\1 l'al.l:f. ihcy shùwcù Il':-:- V:lnmiOôl \\ Îllllll ami '1ITlllllg
mcmnrane:. lhan sIgnal in!l'n"ilic:- Oll c[)lI"Y :-ht.!l''', as
rcvl'aled by lOWLT Sl:llldarJ dC\W:ÎllllS (Fi~. 3ht.
:\lca,urcTtlL'n~ (lI' thc sj"lo! dlllflll'ler O!l !l,llil :,urlàcc~

~hl1wl'd IIlUl'h largl'f \'aTJalJllll~ 0;1 ~IJJl''' [han on
Incmbranl':-. :-lIICL' Ihc a \l'rage diaml'tl'r wa:- mJl'cJ
3S:'± 104 ~lllJ lIll ;.1idc'~ and 445 =1.; ~1l1l 011 ml·m~Jr.1nc~

(.\' 74 and 64. n:~pccli\'c\y1. The manual arraYl'r u~cd

III lhi~ sllldy deli\l'r:- nlig(lnuclcol1dc~ hy cl)nhlcl nf

~IO:ll.'d pm, 10 Ihc' ~ur[lc-c arca. Whcll thl' "url~icc IS ~ur:.

II j" more h"L'!~ that IIqUld dCrll~l;iD:J 11111 he Üll'llillllCd
ant.! J\llln: arcuralt: lhan llll a h:ud ~url~lcc. TIti:- Illa)­
pflJb:.lbl~ l'-.;plaln \\'hy ~pu~ "hape ant.!m!l'Tl;'lly \\ a~ Illllre
humogl'lll'OU' ün Il)-!Oll 1l11'mhntlll';' lhan on ~bs:- shdl':-.
Thi:-l~ prnbahlv olle nt'lhl' !t mi r., (lfu~ll1g ~llCh a manual
arnlYl'l' un !wrd .,urfacl'<' such a~ l'po.\y-eoaled gla~"

:'>1 ides.

3"; Pn,f,,· "/l/iù'J1tnllio/l

For rTIl'mhranL' army~. W~ l'llund lhal lhl' oplimal
pflIhc cunl'l'rl:mtHIfI \\a~ 500 p~1. WhCn:êb Ùll' oplimal
l'llllCL'alr.tlil.lT1 wa:- 20 fl.\f for :-lidl' :lrmy~. II" \\l'
appTll.'i. IUlatl' lhal Ill\.: ail L'r.t~C trlllkcular \l'l'lghl ur a
Iluc!clllide t:- ':;.;0 g mol' 1. that thl' ~l\eragl' pm delil l't;.
\lllulI1c III' lhe band micmarrayt:r i;. 50 al {C01nmUIl1C,l!­
l'd lium Sch!l.'iebcr arnl Sehuelll. and lhat ail the D:-\A
~pntlcd hinili. 10 ih suh~lrale and ];. '1\ ailab!c 1(11'

!lyhridualilill. thcn thc aJ\lOUll~ llC D~A pcr spot lor :.l
20-mcr is ~ 165 ng wllh u 500·p\1 ~ululjon. and
-'0.0 ng wiÙt a 20-p\f ~t}luIll)n. \\'hidt cOrrl'sj"lIHld.-. tu
1.5 '101.' mtl!cGull'~,,,p(l~ (or mcrnomllc array:- and
r., 10:: molcrull'~'~rlll lilr ~lidl' arra)-;.. If \\'l' cun~idcr

thal arle( r.111dmll rrinnng, lhl' aventgc tan;e-t lcnglh l~

200 ba~c~ (dai~1 nllt ~hllw:ll. the tafl.!Cl amnulli fllr
hyhriduullllll \l'a:'. .::!.X ' 10 1 , :.lf1d 4.0' 'WH) 1nü1l.'C'ulc;.

thr rm:mbrdIlL':- and Illr slidl's. rcspl'elÎ\ L'ly. In hoth
l'a~l"~. lIlig\1l1llckülidl';' wcrl' ItC!1ec in l':\cc,,~ a~

wmparL'd lu lhl'ir largC'L-.. A:- [cccnlly pllltlled lIUl
Il.c\ ie"y and Hurgan. "::0(15 '1. altltough cnd-allachJ1lcn~

nf prnh.:~ i~ onen iml'ndcd, ~llmc ~llrraCl' cltcrlli~lnl'~

rmghi Icad III l'ro;.~-llI1"iJl!, at inll'rnal "ilC:'>..... hich l'an
hinder US'-lll'iulÎOIl \\ ith largl'l lllolct:ulc:-. Accurd ing lU
lhl' manut~lelllrl'r~. ohgUlluclclllidcs are Iikcly III hl'
cll\ all'lItly Itn"ed III lite sUrl~lcl: nI" :-url'rC'haTlfcd n'ylu~1

J1IcJllbmnc~ alon!! mo:>1 Ill' lhcir kllgllt 1C\l\'alcnl hllnd:­
fi.ITlJl hCtWl'CIl the nUl'klltidl' phll~rlt;l!C gruup' and lhl'
.1l11fHul1IWn group~ Ill' :-upcrl'ltaf!!:cd ny IUllI. \\ hil<.l thl'Y
arc 1i"c1.' lu hl' CUI alenti y linl.cd 10 cpu:\)--coall'd gla~:'.

~Iidl'~ at llnL' or 1\\0 ~ill'S IInly (culldcul bund~ forrn
hcm ccn thc amine gflJUp~ of thc ha:'.cs and thc cpu'-y \.
(\llIscX]uc:Illy. pmbc al'cc~~ibiltly li)r ll~ largel ~l'L'nb III
play a gTL'a~cr rulL- ia D!\/\ D~A hyhnt.!uatlun [han
prune arrlllun: tbell:

3 5 Tl1r~t'1 teng/il

I! Î;. gcnL'rall~ bchl'\ l'd lltat idl'ully. lar~l"l~ and
pmbc, ,hlluld ha\ l' lltc ~al11c lcnglh l'or !Il',t hybnd­
i/.alian Yldd-. (Soullll"m l': aL. 1'19'1). In uur ca:-l'. targct
Icngth vanl'l! Irum 250 to 65X hr. Apparcntly. ~uch
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X BaillI' 0 al '.row'IIal ,!(,lfl<"mhlOlort1eùl ,\krhnds xx (_'01161 .nT .nx
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Fig .j l)"mhution 01 "gn,' llylmtluallDn ratios lor c",,1l "'1 of i,hg'lDUl:it"tic1C\ j"r S. mdilot, and S. medil.-ù(! Fnr S m.-lilori g"hmd4~K nl1ly
pmhes 2; and ~.j wereC()~ldcretl ~incc peoh" 22 w"' œ\·crœll'CteJ..\1"" the pn'he ~t eormponding to S. mdilmi gahmd·l<l2 was nllllllclLJ,ktl a­
u new alld" was c\'oclcoce"': ID the ma}on!} of Isnlatc,.

long targcls diù nol hamper Ihl' proht:~largcl duplc~

IlmnalHn\ yidd, dell10nslralÎng Ihal under ~Iringcnl

couduions. good hyhridualÎon yicld~ ean he oblaincd
'" IIh largcls up 10 30 lime~ longer \han Ihelr prohes.
Thi~ l'aIl prohably he ex.plamcd hy Ihe labcling
procedure Ihm was u~d. sincc mndom priming rcduces
Ihe largel SUL" III ~':!OO-bp liu!-,'lUCllI". Thercfore. Ùh:

U~l' of random priming laheling on long PCR product.,
prescnb IwO main advanlages: (1) il ~ilnplilil\'s Ou:
largL"1 pn.'Jl'lralion pmœdurc sinee Iherc 1:> no nced for
neslL"d PCR or D?'A fnigmenlatïon. and (:!) it :\110\\:­
~rL"L"nll\g (lI' a larger D?'A rcgion. and consl\'Cluc:ntly
incrL"a.-.c~ IhL" L:osl-cffeetiVL"nes~ or !lueh gctlOlyping
microarray:'.. a.~ il mulliplje~ Ûle number ofpulymorphil:
sile~ 01al can be sllllullaneousl) Slïœ1'l.ed durin!; one
single hybridlLatîon.

3.6. Genotype aJwh'sis (!f u f.'orllliatiun 01 S mâliuli
alld S. medicue

Sine!..' hybridlLation inl.cn~ilîes wcre highl\'r on cr0:\Y­
eoatL"d gla~s ~Iide:.. the analysis was pcrfurmed on Ihi~

:'.ubslrale. FurÛlennorc. signaI illlcnsily ratio:'. wCCl:
ealculated to discriminaI\.' bclwcen rcrlcci-maldi and
nll:'.malch produCIi:, The baelenal eonlL"nt of 33 nodule~

i:.olated Irom .fJI!dkugo 1r/I1I(,u/llla (16 l1oduk'~) and M
ngidll{uides (17 nodules) ",as analYLL"d. The 01rL"C
sludü..'d loci (IGSC;'A/J, IG5'h'JI'O and IGSRII.I') \\eCl:
atnplilïcd by PCR Il)r IhL"sL" 33 baclcrial isolales. A lier
purification. PCR produets corrcsronding 10 Ihl' 3 kl(:i
wcre poolcd l'or eaeh Isolak and hybridl.œd 10 spolled
cpo.xy-coalcd glass shdes. ()ver 33 baclenaJ Isolalcs. .::!X

belonged III S. m<!lUOIi and S bclongL,'<! 10 S lIli'dic<Il'.
Exccpl Il)f probe ~L"h :!3/:!4 (~abl1ld-4:!XI and .::!9'30
trkpme1-193), signal inlen"it~ rallo bClwccn pcrfecl­
match and mlsmaleh lar~cl~ \\ a~ ahovL' 70:30 in mnsl
casL"s. Over IhL" 2:!9 gcnolypt:s thal Wl\'rc dCIL'fJlIincd.
only six hybndiLalion patterns wcrL" amhiguous wÎlh a

r.llili -.. n.s. SineL' Ihe di~tribulion of intenslty raljo~ was
almosl blltlodal for ail Ihe loL'i.. gL"nolypcs could he
ClInfidcr1tly assi~lcd (Fig. 41. Scquencing oflGSci.41J ll,r
7 iSlllales. of I(jSl-~..\(1 fi)r -' i"olales and of IGSRKI' It)! :;
i:'.olutc~ la\.. en randornly. alway s coniinned IhL" ~l\'n(llypc

rc\L"akd by the army (dala nol shown). FurtbcnnorL",
L"~eCpl for Ihrcc isolalL'~. hybnùi.altion slf!nab 'Vilh
probes 19.20 and 21 (gahmel-19:!) W~rL" ah\:J.ys null (If

cloSL" 10 the background le,,'!. Wc !O;uspecled lhal Ihl~

lad. of si~nal eould rcsult front a sL"quencc dilrcrL'l1ce
oclwL"cn 01L" analYLcd slrain~ and thL" oligonudeulidc~

~polled on ÛlL" array~. ThL" SL"quelleing of this regiull on
L"ighl isolalc~ illdeed fc\cakJ Ihl\' pre"L"nœ (,f a nc\\,
genolype Olal \Vas unknOv.'11 su far. Therelt1rL". our
approaeh nol only pcnniucd 10 re\Callhc [uB gL"nolypc
al X and S siles for S mdilmi and S lI/i'.lieue :'.Irain~

rcspcell\'dy. but al~o 10 deleC'1 new varianb. for which
wc plan 10 dL"sign new spedl1e oligonuclcotidL"s and
Spollhcm on the array logether wilh IhL" alheES.

... ('ul1r1u!>Îon!>

Wc ha\c dcscrihed a sunplc pmc('.durc of DNA
mlcmarrays Il,r g....'tlOtyping analysis, and have corn­
parL"d two dlflerCTlt suhSlmle~ for oligonuc!cNtdc
tClhermg. From Ollr rL"sults, WL' can cOllcludC' that.
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Lhuugh hULh ~urlüce~ L1labh: ~iagk mNllah:h di"cnm­

inall,HI. L'P"IXy "ù~alcd hla~~ ~1J,k urray" arc l1l"rL'

":l1~iti\'L' than l1 yl"ll memhrane aITa)". Fllr Ihl" rL';]''>OIl.
\\e l11u,.mlled Lhl' fC'1Jahlllly lIf' lili'> rruccdurc hy Ihe

gefl'l\yping anal y ~l~ "f a p"rulation llt' '» mhl lit! l'
bac~L'lia \\ith Cp<.l:-.y-{;llalcd gla,~ ~Iide'>. Thl'> ~ilTlplc

"y~lclll pw\ed \'L'ry ~'n,>iu\'L'. "pceilïc and reprodw..:ibh:.

Lhu'> a'llidmg 10 ùC'>I~n '>C\L'r,l! rmhc'> I(lr Lhl' '>a/ll\:
p"ly lIlorphl"m. or prohc'> 0;1 hntll D;--;A ,>Iralld~ (Hacia.
j 'Ill'h, th cr alilhe pnlluwb Lk~cribcd in Ihe ltteralun.:,

Lhi ~ rnH,lC "l cllnqt ,utc" a hH\ -{;,'"I altel'rHlLi. c lor
"llleùlulll"~L'ah:" prolcCI" II r pllpul:.t:Ill11 gellL·l1c~. wh kh

b aCCL',>,>ihk Lu art y lah"ralur\' equipPL'd fur l/illlccular

hiolll!!Y. The u,,' nr a lI11ll-UulO!Ju,lrc'>cL'!lt "ub,.lruil' like

cr".\y !-,Iu~, '>!Idc'>. WIll all,1\\ ln bhd :hL' largL"l' \vith

t1uorc'>ecncL' I1btcad llrradlllacti\i~). \\Inch wJlI rcndeT

lhi, pn~cL'dure ,'\enlTlorL' ucc l''>'> ihlc.

ln the Ilcar fulUrc. we l:llcud [li cnlargl' IhL' numher of
p"lymorphlc loci n;prc"cTllcù on lh,' array" III ordcr III

incn:as..: huth the Cl1~t..drcCli\'L'lI":"'> und limL'-..:l1l:c!Î\c­
IlL'S,> or thi,> pTllcL'durc. IndL·ed. the abili\y h. ~iJllul,a"

nC')ll'>ly Îl1\ L',,:igalc p"l) morplll"111 üf mun) regi(HI~ Oll

Ihe !!e!lome \4111 hl' a dcar ad\ antaf!.L' lWL:r ,.cqucnc illf!
h:L'imique". Wc \\ il] abn !l:'>! ()!lIer :'llh'>lratL''> tiH
uli!!'lOuclc(ltidc ,>p()uin~ III e\ alualc if il i'> pl.l'>sibk- ID

I/nprtl \'L: th..: rc,>ult~ rL'gardm~ mi:'>lllalL'!1 dl,>crlrnÎnaltOn.

Thl'> \\·ork \\a,> SllppllrlL'd h) thL' Frr'nch and Bd1!lan

Emha'>"ie'> lhfllugh lhe ProgrammL' d 'AClions ÎnlL-gnxs

fmm::o-bclgL' T(lurllL:so] (contmcl 1J300ÔZJ). and by fue

Eumpcun COllunis'>iuJI (RT..pm~rarn. cllutracl BACDI·
VERS OLRT..:::'(lOI .. O:Ul)'II. .'\8\ iLT Baill)' wa" "up..
purtL'd hy a gr~IIJl li'Olll lhl: French mm.iSll)· of fL"sl:~Hch.

We lhanh. \Ii:>. LucctlL: Maure I-"r her techlllcal

a'>sislallcl:. and Dr. Thl'fèse Alallah (FacuJ:c d'A!!.flJall.

Illle, Lm\'el">itL' Lihanai~c. Bcynlllth. Ld~~tlllll1l fllr :-nil

colkctHlll. \\'c arl: al~" p11ldul w Dr. Eric Giraud and

Dr. Lio[IL'1 \111ulm fl)r lh,'ir L'mical r.:adll11! of Illis

manuscnpt

H3:":" :\ .. Oll\lCI'. 1, -:.: \Iila. >,. (,ky,,' \1:lr~:. J ('. Bcm. (j. :l,
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Recombinaison, spécialisation et spéciation chez les symbiotes du genre Sinorhizobium associés aux plantes
du genre Medicago : des patrons de diversité aux hypothèses évolutives

RESUME
Les rhizobium sont des bactéries du sol capables d'établir une symbiose fixatrice d'azote avec les

Fabaceae. Le couple SinorhizobiumiMedicago est un modèle intéressant pour étudier l'évolution de ce
mutualisme. Les Medicago interagissent avec les «espèces-sœur» Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium
medicae, différents groupes de spécificité ayant été décrits chez les deux partenaires.

Des souches de S. meliloti et S. medicae ont été isolées à l'aide d'espèces du genre Medicago présentant
des spécificités symbiotiques variées. Si l'étude de leur diversité génétique a confirmé l'isolement sexuel entre
S. meliloti et S. medicae, les transferts horizontaux de matériel génétique semblent jouer un rôle fondamental
dans la diversification de chacun des taxons. Chez S. meliloti, ces transferts affecteraient préférentiellement les
locus plasmidiques.

L'isolement géographique semble représenter une limite aux flux de gènes chez ces bactéries. En effet,
les populations de S. meliloti isolées à partir des mêmes plantes hôtes en différents sites sont significativement
différenciées.

L'interaction avec des plantes hôtes présentant des spécificités différentes semble également avoir une
influence sur la structure génétique des populations de S. meliloti. Toutefois, le niveau de différenciation observé
dépend du locus considéré. Ainsi, une différenciation génétique maximale est observée pour le marqueur lié aux
gènes impliqués dans la spécificité d'hôte (i.e. les gènes nod). Au contraire, le niveau de différenciation observé
à d'autres locus s'est révélé faible ou non significatif.

Du fait d'évènements de recombinaisons, les processus de spécialisation et de spéciation ne semblent
donc pas indissociables chez ces bactéries. De plus, différentes hypothèses peuvent expliquer l'évolution de la
spécificité symbiotique chez S. meliloti ou l'émergence de S. medicae. Enfin, plusieurs perspectives de recherche
découlant de ce travail sont présentées.

Recombination, specialisation and speciation of Sinorhizobium symbiotic bacteria that are associated to
the genus Medicago : from diversity patterns to evolutionary hypotheses

ABSTRACT
Rhizobia are soil bacteria that are able to establish a nitrogen fixing symbiosis with Fabaceae plants.

SinorhizobiumiMedicago is an appropriate model to study the evolution of such mutualism. Medicago plants
interact with the sibling-species Sinorhizobium meliloti and Sinorhizobium medicae, but several specificity
groups have been defined for each partner.

S. meliloti and S. medicae strains have been isolated from Medicago plants displaying various symbiotic
specificity. While the study of their diversity confirmed the sexual isolation between S. meliloti and S. medicae,
horizontal gene transfers seem to have a significant impact on the diversification of each species. Moreover, these
transfers affect preferentially plasmidie loci of S. meliloti.

Geographie isolation seems to be an efficient barrier to gene flow for these bacteria. Populations of
S. meliloti sampled from the same host-plants at severallocations are indeed significantly differentiated.

The interaction with host plants which feature different specificity have also an impact on the genetic
structure of S. meliloti populations. However, the intensity of genetic differentiation depends on the loci
surveyed. We obtained maximal measures of differentiation for molecular markers linked to genes involved in
host specificity (i.e. nod genes). Conversely, we observed low or non-significant differentiation measures at other
loci.

Due to recombination events, specialization and speciation do not seem to be joined for these bacteria.
Furthermore, various hypotheses are discussed in order to explain the evolution of symbiotie specificity within
S. meliloti or to explain the speciation of S. medicae. Finally, several research prospects resulting from this work
are presented.
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