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L. Introduction générale

Depuis une quinzaine d’années, notamment sous I’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 a présent I’'importance des transferts horizontaux de
matériel génétique dans I’évolution des procaryotes. Ces transferts peuvent étre classés en
deux types d’événements : 1) des transferts entre taxons évolutivement éloignés ; ii) des

transferts horizontaux de matériel génétique au niveau sub-spécifique.

I.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 séquencgage
(aujourd’hui 580 selon la méme source) représentent une source d’information formidable
pour documenter des événements de transferts entre bactéries évolutivement éloignées et
étudier leur impact sur I’émergence de groupes génétiques via 1’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
exogene libre ; ii) la transduction, au cours de laquelle I’ADN exogene est transféré par
I'intermédiaire d’un phage ; iii) la conjugaison, c'est-a-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 genes de résistance aux antibiotiques ou des genes 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 I’azote atmosphérique en symbiose avec les légumineuses, peut lui aussi constituer un
exemple a part entiere. En effet, la diversification de ce groupe fonctionnel incluant des o et
des PB-protéobactéries est en partie liée au transfert des déterminants génétiques de
’interaction avec la plante hote (Moulin et al. 2001; Chen et al. 2003).

La fréquence des transferts aboutissant & une intégration de ’ADN exogeéne dans le
génome receveur semble diminuer de maniere exponentielle avec la distance phylogénétique

entre le donneur et le receveur (Vulic et al. 1997). Cette relation est due a deux contraintes
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majeures liées d’une part a la nécessité d’une forte homologie entre ’ADN exogene et le
génome receveur au niveau des extrémités du fragment transféré et d’autre part un niveau
d’homologie suffisant sur ’ensemble de la séquence recombinée. D’apres la littérature,
I’intensité de ces contraintes dépend de 1’espece receveuse (Majewski and Cohan 1998;
Majewski and Cohan 1999b; Majewski et al. 2000).

Apres I'intégration, la probabilité de fixation d’'un ADN exogene 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
I’insertion d’ADN exogene dans un génome bactérien peut étre a I’origine d’une spéciation
(i.e. une différenciation sur I’ensemble du génome) chez I’espece receveuse (Vetsigian and
Goldenfeld 2005). Une telle insertion peut en effet &tre a '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 méme espéce serait donc limitée.
L’accroissement progressif de la zone ol la probabilité de recombinaison est faible, liée a
I’accumulation de mutations sur les régions avoisinantes, pourrait mener a I’émergence de

deux especes.

1.2. Transferts de matériel génétique entre individus apparentés

Les études sur I'impact des transferts horizontaux intraspécifiques se focalisent
majoritairement sur des organismes entretenant des interactions durables avec des hotes
eucaryotes (allant du parasitisme au mutualisme). Elles cherchent notamment :

a) a comprendre quelle est I’'importance des transferts horizontaux sur la
diversification des bactéries. Dans un premier temps, |’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 & une situation d’équilibre de liaison en fonction de
I’espece étudiée (Maynard Smith et al. 1993). Plus récemment, des données de
séquencage multilocus ont permis de montrer qu’il existait entre especes bactériennes
des variations d’intensité ainsi que des variations du ratio des taux de mutation et de
recombinaison populationnels, & et p, qui influencent leur diversité (Hanage et al.
2006).

b) a identifier des barrieres génétiques liées a la spécificité d’hote ou a

I’isolement géographique. Ainsi, le comportement des populations hotes ou la distance
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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 a la structure sociale
des populations humaines (Wirth et al. 2004) et celle des populations de Rhizobium
leguminosarum semble étre influencée par la distance géographique a 1’échelle
mondiale (Souza et al. 1992).

c) a savoir si la recombinaison peut limiter les interactions entre les pressions
de sélection qui s’exercent sur différents génes bactériens. Toutefois, cet aspect de
recherche reste relativement limité dans la mesure ou les travaux visant a estimer un
taux de recombinaison moyen dans les populations bactériennes se sont intéressés a
des locus de « ménage » situés sur une méme unité de réplication et dépourvus de
traces de sélection, du moins de sélection diversifiante. Par exemple, une étude portant
sur des bactéries pathogenes 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 génes 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 genes influencés par une forte sélection diversifiante ont parfois
abouti a des débats énergiques concernant [’influence des mécanismes de
recombinaison sur la diversit¢ des populations bactériennes, notamment en ce qui
concerne !’impact des évenements de recombinaison sur la diversité des populations
de Borrelia burgdorferi (Dykhuizen and Baranton 2001; Stevenson 2001). Les
résultats obtenus par le biais du séquencage de trois génomes de cette espéce et
I’analyse de données de séquence, incluant les deux types de locus, obtenues chez
plusieurs isolats (Qiu et al. 2004) ont permis de montrer 1’influence des transferts
horizontaux sur les patrons de diversité observés. Ceci souligne I’intérét d’approches
utilisant des locus potentiellement sujets a différentes pressions de sélection de
maniere a 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 entrainer des interférences qui limitent 1’efficacité de la sélection sur chacun

d’eux, a I'image de l’effet Hill-Robertson (Hill and Robertson 1966). Or, ce type
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d’interférence pourrait étre impliqué dans 1’évolution du sexe (Otto and Lenormand

2002).

Comme indiqué ci-dessus, les études sur 1I’évolution des populations bactériennes
peuvent maintenant s’ appuyer sur le s€équencage de plusieurs génomes au sein d’une espece.
Par exemple quinze génomes des pathogenes Burkholderia mallei et Burkholderia
pseudomallei ou huit génomes de Burkholderia cepacia sensu lato (un groupe de bactéries
incluant des pathogenes opportunistes animaux, des phytopathogénes, des bactéries
rhizosphériques et des rhizobium) sont actuellement séquencés. Elles peuvent également se
baser sur le séquengage d’importantes portions génomiques, comme par exemple 30 000
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) (méme s’il faut bien avouer
que I’analyse des données obtenues dans ces deux cas n’est pas tres aboutie), ou profiter des

deux approches (Qiu et al. 2004).
L.3. Présentation générale des rhizobium et de leur symbiose avec les légumineuses

Ma these a été 'occasion de développer des recherches (a une échelle bien plus
modeste que celles mentionnées ci-dessus) adressant les questions précédemment présentées a
deux especes de rhizobium qui interagissent avec les plantes du genre Medicago :
Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium medicae. Les rhizobium fournissent un modele
d’intérét pour 1’étude des interactions mutualistes et de leur évolution. Ces bactéries sont, en
partie, a 1’origine des capacités de colonisation et a 1’origine de I’importance agronomique des
Fabaceae (parmi lesquelles les especes du genre Medicago). Elles sont capables d’induire,
chez leurs hétes, la formation d’un organe spécialis€, la nodosité. Le développement de cette
structure est contr6lé 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 synthe¢se de cette molécule, clef d’entrée de la bactérie au sein
de la plante, est due aux protéines codées par un groupe de génes appelés nod, noe et nol qui
sont généralement regroupés au sein d’un «{lot symbiotique » (Spaink 2000). Au sein des
nodosités, les rhizobium sont capables de fixer I’azote atmosphérique, produisant ainsi des
composés azotés organiques qui sont utilisés par la plante héte. En contrepartie, les bactéries
bénéficient de conditions de croissance optimales, a condition que la quantité d‘azote fixée

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

Les pressions sélectives liées aux hoétes 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 a la fois d’un point de vue fondamental et a
la fois pour mettre en place une gestion durable de ces ressources génétiques d’intérét
écologique et agronomique. Parmi les couples symbiotiques utilisés pour étudier 1’interaction
rhizobium/Fabaceae, Medicago sp. / Sinorhizobium sp. est un cas particulieérement intéressant

(Cook 1999).

11.1. Données génomiques disponibles pour le couple Sinorhizobium sp. / Medicago sp.

Medicago truncatula est un modele biologique émergent pour les études portant sur
des plantes pouvant interagir avec des microorganismes mutualistes, Arabidopsis thaliana
n’étant ni mycorhizée ni associée a des bactéries mutualistes telles que les rhizobium ou les
Frankia. Le génome de M. truncatula est actuellement en cours de séquengage (Young et al.
2005). Du c6té bactérien, le génome de la souche S. meliloti 1021 est disponible (Galibert et
al. 2001) et le projet de séquengage d’une souche de S. medicae vient d’étre accepté. De plus,
des expériences d’électrophorése en champ pulsé ont montré que S. meliloti et S. medicae
partageaient une méme 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 possédent des caractéristiques fonctionnelles différentes. En
effet, alors que les génes impliqués dans le métabolisme de base de la bactérie sont localisés
sur le chromosome, les génes impliqués dans des métabolismes secondaires, généralement
appelés geénes accessoires, sont localisés sur les mégaplasmides. Le mégaplasmide pSymA
contient notamment un flot de génes symbiotiques regroupant la majorité des génes impliqués
dans ’interaction avec les plantes hotes du genre Medicago. Cette architecture de génome

fournit un modele d’intérét pour étudier le niveau de sélection s’appliquant a des locus
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Figure l. Evolution des capacités symbiotiques des espéces du genre Medicago inférée sur la base d’une
phylogénie obtenues a partir des séquences d’espaceurs transcrits des ADNr nucléaires (d’apres Béna et al.
(2005)). Les branches figurées en couleur correspondent respectivement a 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).
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N

impliqués dans différentes fonctions du métabolisme bactérien et a leur indépendance

évolutive.
I1.2. Spécificité de ’interaction Sinorhizobium sp. / Medicago sp.

Toutes les especes de Medicago, dont les symbiotes ont été isolés jusqu’a présent,
interagissent de manicre spécifique avec des bactéries appartenant aux especes S. meliloti et
S. medicae a I’exception de Medicago ruthenica qui s’associe avec des souches de 1’espéce
Rhizobium mongolenese (de Lajudie et al. 1994; Rome et al. 1996; Van Berkum et al. 1998).
Malgré le fait que seules trois espéces bactériennes interagissent efficacement avec le genre
Medicago, ces plantes présentent un polymorphisme de spécificité relativement important.
Plus précisément, les especes de Medicago peuvent €tre groupées en fonction de leurs
partenaires symbiotiques (Bena et al. 2005) (Fig.1): (i) certaines espeéces comme
M. truncatula sont capables de mettre en place une symbiose efficace avec des souches
S. meliloti apparentées a la souche 1021 et des souches de S. medicae ; (ii) des especes
comme Medicago polymorpha interagissent de manicre efficace seulement avec les souches
de S. medicae ; (iii) Medicago laciniata et Medicago sauvagei entretiennent une relation
mutualiste avec certaines souches de S. meliloti caractérisés par des alleles particuliers au
niveau du gene nodC (Barran et al. 2002) ; (iv) des especes 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 I’espece
héte. De plus, le génotype au sein d’une espece 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 suggerent (Paffetti et al. 1998).
Malgré tout, peu de travaux se sont intéressés a I'influence de la diversité des plantes hotes
sur la diversité génétique des symbiotes échantillonnés. De plus, aucune étude n’a focalisé
son attention sur les traces de sélection qui pourraient étre mises en évidence sur les données
de séquences obtenues sur la base de locus impliqués dans I’interaction symbiotique au sein

de populations de rhizobium.

I1.3. Transferts horizontaux chez S. meliloti et S. medicae
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En dehors des plantes hotes, 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 1’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 espéce 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 especes de Medicago a 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 problémes de calcul soulevés
par Haubold et al. (1998) ? (i1) 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 a partir de génotypes issus d’un petit nombre de populations génétiquement
différenciées, le niveau de déséquilibre de liaison observé sera a 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 a une échelle locale.

11.4. Structure spatiale de la diversité de S. meliloti et S. medicae

Afin de savoir si les mesures de déséquilibre de liaison peuvent étre affectées par le
plan d’échantillonnage choisi, il faut connaitre le niveau de structuration spatiale de la
diversité génétique des populations symbiotiques de Sinorhizobium. S’il est notable que les
aires de répartition des especes de Medicago présentant différentes spécificités d’interaction
sont structurées a I’échelle du bassin méditerranéen (Small and Jomphe 1988), peu d’études
se sont intéressées a 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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populations bactériennes dans des stations distantes & I’échelle du bassin méditerranéen
devrait donner des informations a ce sujet. Par ailleurs, ce type d’échantillonnage pourrait
permettre d’apporter a terme un éclairage sur la relation entre les aires de répartition des
especes du genre Medicago et la structure des populations de Sinorhizobium qui leur sont

associées.

IL5. Sexe, sélection et spéciation chez S. meliloti et S. medicae

Enfin, I'impact relatif des spécialisations écologiques et des transferts horizontaux de
matériel génétique sur la diversification et la spéciation des bactéries est I’objet d’un débat qui
connait un regain d’intérét suite a I’augmentation des capacités de séquengage et les analyses
qui peuvent en découler (Cohan 2001; Cohan 2002; Lawrence 2002; Gevers et al. 2005). En
placant les mutations adaptatives dans plusieurs fonds génétiques, la recombinaison (apres
acquisition de matériel génétique par transformation, conjugaison ou transduction) pourrait en
effet représenter un processus capable de restreindre 1’action d’une sélection disruptive a une
portion de génome, et donc d’empécher la spéciation (Majewski 2001). Toutefois, les
modeles mathématiques disponibles suggerent que la recombinaison devrait avoir un effet tres
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. espece ou

biovar) pour les identifier.
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I11. Présentation du travail de these

Dans ce contexte, 1’objet de cette these 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 a I’aide de différents marqueurs génétiques ; iii)
I’influence des plantes hotes 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 hotes et par la recherche de
traces de sélection. Dans cette synthése, je me suis principalement attaché a discuter les
résultats obtenus lors des différents travaux effectués (dont les publications associées sont
fournies a la suite du manuscrit), & mettre en relief 1’intérét du genre Sinorhizobium comme
modele biologique pour effectuer des travaux sur 1’évolution des bactéries mutualistes et a
énoncer les questions de recherche qui, a mon avis, découlent de ce travail. Ainsi, apres avoir
défini taxonomiquement les groupes bactériens qui constituent le modele biologique étudié
{Article 1}, les matériels biologiques et les méthodes de caractérisation utilisés sont
présentés. Les résultats obtenus a 1’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 maniére & présenter successivement 1’ensemble des éléments de discussion
relatifs a 1’influence de la distance géographique, des transferts horizontaux et des plantes
hoétes sur la structure génétique des populations de S. meliloti et S. medicae. Enfin, je conclus

cette synthese par une présentation de différentes perspectives de recherche.
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IV. Taxonomie de S. meliloti et S. medicae { Article 1}

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 especes ont été assignées au genre Sinorhizobium dont S. meliloti (anciennement
Rhizobium meliloti) sur la base des critéres utilisés dans le cadre de la taxonomie
polyphasique bactérienne, basée sur la congruence de données acquises lors du séquencage de
I’ADN 168, d’hybridations ADN-ADN, et de caractérisations phénotypiques de différentes
especes (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 1’espeéce de Sinorhizobium
adhaerens. En effet, cette espece, précédemment décrite sous le nom d’Ensifer adhaerens
(Casida Jr 1982), comprend a la fois des souches saprophytes (i.e. dépourvues de geénes nod et
incapables de noduler) et des souches capables d’interagir avec certaines Fabaceae (Rogel et
al. 2001). L’existence de la capacité a interagir avec des Fabaceae chez certaines souches a été
a ’origine de nouvelles études taxonomiques qui ont abouti a la reclassification de cette

espece (Willems et al. 2003).

Au sein du genre Sinorhizobium, on constate une variation importante du spectre
d’hote en fonction des taxons rencontrés. Notamment, des changements de spectre d’hote sont
constatés a I'intérieur de différentes especes du genre Sinorhizobium (espéces définies sur la
base des techniques classiques de taxonomie polyphasique). Les écotypes, au sein de chaque
espece, sont alors appelés biovar (bv.). Malgré tout, on rencontre des cas ou différents
groupes de bactéries partagent certains hotes. Un des cas les plus surprenant est celui des
especes Sinorhizobium terangae et Sinorhizobium saheli qui comprennent chacune deux
biovars appelés acaciae et sesbaniae (de Lajudie et al. 1994), en référence aux plantes hotes
des genres Acacia et Sesbania. 1l est notable que les souches de S. rerangae et S. saheli qui
partagent les mémes plantes hotes présentent des geénes nodA fortement apparentés. Dans le
cas des souches de Sinorhizobium associées au genre Medicago, on trouve a la fois des
groupes génétiques présentant des spectres d’hotes chevauchants et des groupes génétiques
présentant des spectres d’hotes distincts. Les souches de S. meliloti présentant le méme
spectre d’hdote que la souche 1021 ne réalisent une symbiose efficace qu’avec un sous-

ensemble des especes de Medicago capables d’interagir avec les souches de S. medicae. Cette
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Encadré |. Taxonomie des bactéries ct le probleme de la définition des especes

L.’évolution de la taxonomie, surtout dans le cas de la description des especes de bactéries, est guidée

par deux objectifs distincts et parfois antagonistes. Le premier est de différencier les taxons qui présentent des
propriétés particulieres (virulence, spectre d’hdte,...) avec des implications évidentes dans le domaine médical
ou agronomique. Le second est de délimiter des entités biologiques adéquates pour mener a bien des études
évolutives a I'échelle sub-spécifique ou macroévolutive.
Pendant longtemps, I’absence de concepts permettant de déterminer les limites des espéces bactériennes, comme
le concept d’espece biologique utilisé chez les cucaryotes, a amené a privilégier I'intérét pratique de la
taxonomie bactérienne par rapport a son acception évolutive. Cette absence de concepts est liée d’une part au
mode de reproduction des bactéries, car la clonalité ne permet pas d’appliquer les principes basés sur
I'interfécondité, et a 'existence de transferts horizontaux entre individus évolutivement tres ¢loignés, ce qui peut
se révéler génant pour mettre en évidence des différences phénotypiques ou génotypiques justifiant le statut des
especes.

A T'heure actuelle, la définition de Pespece bactérienne tend a s’appuyer sur la détermination d’un
groupe d’individus génétiquement et phénotypiquement homogéne sur la base d’une approche polyphasique (i.e.
metlant en jeux différentes approches méthodologiques). Toutefois, les méthodes utilisées pour définir ces
entités et la volonté d’appliquer des critéres généraux font que la taxonomie bactérienne reste basée sur des
critéres relativement arbitraires. Ainsi, un groupe de bactéries doit généralement remplir trois conditions pour
accéder au statul d’espece : (i) présenter un certain niveau d’homologie génomique, délimité par un seuil de 70%
en hybridation ADN/ADN. Les principaux problemes liés a ce critére 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 espéces (tant au niveau du
polymorphisme de présence/absence de genes, 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 I’ ADNr
16S. Les limites de cette approche sont liées a 'existence d’un seuil limite faisant I’hypotheése d’une vitesse
d’évolution identique pour toutes les especes et d’un ratio vitesse d’évolution du génome sur vitesse d’évolution
du marqueur choisi constant. (iii) Présenter des caracteres 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 génes liés a des niches écologiques particuliéres (des écotypes). Les différents
problemes soulevés sont a I’origine de la remise en question de la discrimination des genres Agrobacterium et
Rhizobium (Young et al. 2001; Young et al. 2003).

Avec la démocratisation des capacités de séquengage ou I’apparition d’outils de génomique comparative
performants, il est maintenant possible de mener des études prenant en compte des considérations €volutives
dans la délimitation des espéces bactériennes. Ces approches permettent également de poser des questions
relatives aux processus liés aux divergences observées. Dans le cas de groupes génétiques ou le sexe joue un rdle
important dans la distribution de la variabilit¢ génétique, on peut différencier le statut d’espéce de celui

d’écotype (ou biovar) par I’analyse de données génétiques a 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 a I’origine de la description des
especes S. meliloti et S. medicae (Rome et al. 1996). Au sein de I’espece S. meliloti, on trouve
plusieurs groupes de spécificité interagissant avec des plantes hotes distinctes. Toutefois, les
données d’hybridation ADN/ADN ou de séquengage des ADNr 16S ne sont pas compatibles
avec la définition de différentes especes. Ainsi, deux biovars ont été décris {Article 1} : (i)
S. meliloti bv. meliloti regroupe les souches capables d’interagir avec des especes telles que
M. truncatula ou la luzerne cultivée Medicago sativa (c’est notamment le cas de la souche
S. meliloti 1021), (i1) 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 especes telles que Medicago noeana ou Medicago
rigiduloides n’a pas encore été défini mais devrait aboutir a la description d’un nouveau
biovar au sein de S. meliloti. En effet, ces souches semblent partager le fond génétique de
I’espece S. meliloti, du fait de ’absence de divergence au niveau des séquences des génes 16S
ou recA, mais présentent des capacités symbiotiques singulieres (2005). Si le déterminisme de
cette spécificité d’interaction est pour ’instant inconnu, 1’absence de différenciation avec les
populations sympatriques isolées de M. truncatula sur IGSgkp, 1GScap et IGSgxo (voir le
chapitre V1.2) et le positionnement du groupe phénotypique sur le super-arbre nodABC-
nodEG (voir le chapitre VII.1), suggerent que leur spectre d’hote est li€ aux alleles de genes

nod quelles possedent.

Si les méthodes de taxonomie polyphasique nous ont permis de délimiter des entités
taxonomiques sur la base de criteres qui peuvent paraitre arbitraires (voir I’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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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 these.

V.1.1. Echantillonnage E1 {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 hotes 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 méme site. Cet échantillonnage {Article 2} a été effectué avec 20 especes de
Medicago, 20 lignées de M. truncatula et 20 plantes d’'une méme lignée fixée de
M. truncatula 2 partir d’un sol francais €chantillonné a Sainte colombe I’Eglise (Pyrénées
orientales, longitude 02°4526" 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 €tre a
I’origine des structures génétiques observées. Cet échantillonnage {Article 3} a été réalisé a
I’aide de M. laciniata et M. truncatula & partir de deux sols échantillonnés dans 1’aire de
répartition des deux espéces de plantes hotes. Ces sols sont originaires de Tunisie et ont été
prélevés a Enfidha (longitude 10°23' Est — latitude 36°07' Nord) et a Hadjeb (longitude 9°33'

Est — latitude 35°24' Nord). 1l nous a permis d’obtenir 60 isolats de S. meliloti associés a
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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.
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M. truncatula (S. meliloti bv. meliloti), 40 isolats de S. meliloti associés a M. laciniata

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

V.1.3. Echantillonnage E3 {article 4}

(111) Nous souhaitions obtenir a ’aide d’un troisieme 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 hotes différentes ou de sites différents a I’échelle du bassin
méditerranéen. Ce troisieme échantillonnage {Article 4} a ét€ effectué a l'aide de
M. truncatula et M. rigiduloides a partir d’un sol libanais prélevé dans la vallée de la Becka.
Ce dernier nous a permis d’isoler 17 souches associées a M. rigiduloides et 18 souches

associées a 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 a 1’échelle intra-spécifique, le génotypage par séquencage 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
coliteuse (en temps et en argent), ce qui nous a amené a envisager une alternative de
génotypage a la fin de cette these dans I'optique de manipulations a 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 I’échantillonnage E1

Afin de caractériser les isolats issus de 1’échantillonnage E1 {Article 2}, nous avons
défini sept locus, en 1’occurrence des espaceurs intergéniques (IGS), répartis de maniere
réguliere sur ’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 genes physiquement liés a ces IGS, notamment les
genes impliqués dans la symbiose, peuvent avoir une influence sur le polymorphisme de ces

séquences non codantes par le biais de mécanismes tels que I’auto-stop génétique (Maynard
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Smith and Haigh 1974). Ceci devait permettre la mise en évidence d’éveénement de sélection
méme si les séquences étudiées ne sont pas transcrites. Toutefois, nous espérions que les IGS
se révelent plus polymorphes que certains genes tels que I’ ADNr 16S ou recA, un geéne codant
pour une enzyme impliquée dans la réparation des molécules d’ADN et les mécanismes de
recombinaison, qui s’étaient révélés monomorphes a 1’échelle intraspécifique (Bena et al.
2005). Les sept IGS choisis incluent trois locus chromosomiques (IGSgkp, IGSFypm, €t IGSgss),
deux locus sur pSymA (IGSyop, IGScag) €t deux locus sur pSymB (IGSgxp, IGStay). Les
principales voies métaboliques bactériennes qui sont nécessaires pour la mise en place de la
symbiose ont été particulierement étudiées (Perret et al. 2000). Ces études ont débouché sur la
description de deux groupes de genes qui influencent le phénotype symbiotique : (i) les genes
impliqués dans 1’organogenése des nodosités via la synthese des Facteurs Nod, tels que les
geénes nod, noe et nol (Spaink 2000); (ii) les genes codant pour la synthese de polysaccharides
de surface (LPS, EPS, KPS) comme les génes 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 I’hbte
(Mithofer 2002). Ainsi, nous avons choisi les locus IGSgkp, IGSnop et IGSgxo qui sont
physiquement liés a des genes impliqués dans l’interaction avec les plantes hotes.
Inversement, les locus IGSryp, IGSyss, IGSGas, et IGStyy sont physiquement liés a des geénes
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} : IGSgkp, IGSnop, [GScas et IGSexo. Du fait de la structure particuliere
reflétée par le marqueur /GSyop (liée aux plantes hotes) et de I'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
IGSgkp, IGSGas et IGSgxo grice aux données de séquences acquises lors de la caractérisation
des échantillonnages El et E2. D’une maniére générale, le niveau de polymorphisme, les

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

marqueurs choisis était adaptés aux questions posées, méme 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

Parallelement a I’approche multilocus, visant a caractériser des populations
symbiotiques, nous avons étudié les patrons de divergence entre les séquences de génes 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 génes nodABC et nodEG. Cette topologie inclut au moins
un représentant pour chacun des groupes bactériens qui interagissent avec les plantes hotes 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 a
M. rigiduloides, M. noeana et M. radiata, une souche de S. medicae, une souche de
R. mongolense associée a 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
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VI. Structure spatiale de la diversité génétique de S. meliloti et S. medicae

V1. 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 a la fois a ’échelle

inter-spécifique et a I’échelle intra-spécifique.
VI.1. Polymorphisme de présence/absence de phénotypes symbiotiques

A I’échelle inter-spécifique, nous n’avons obtenu des isolats de S. medicae que dans
I’un des deux sols utilisés lors de 1’échantillonnage E2 {Article 3}. Cette observation est
concordante avec les résultats obtenus par Zribi er al. (2004) a partir d’un autre
échantillonnage mené en Tunisie et Roumiantseva et al. (2002) sur la base d’un
échantillonnage effectué a partir de sols du Caucase. A I’échelle intra-spécifique, 1’absence de
souches de S. meliloti bv. medicaginis et de I’écotype de S. meliloti associé a M. rigiduloides
observée lors de 1’échantillonnage El {Article 2} est en accord avec I’hypothe¢se d’un
polymorphisme de type présence/absence des phénotypes de Sinorhiobium associées aux

plantes du genre Medicago.
V1.2. Structuration spatiale de la diversité des populations de Sinorhizobium

A I’échelle intra-spécifique, les premiéres 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) suggerent que les fréquences
des souches capables d’interagir efficacement avec six espeéces de Medicago différent entre
les sols de plusieurs pays de 1’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 especes de Medicago a partir de sols du Caucase (Roumiantseva et al.
2002). Toutefois, le déséquilibre de liaison observé dans cette étude pourrait étre 1ié a

I’échantillonnage de plusieurs populations génétiquement isolées. En effet, les populations
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Figure 3. Exploration des jeux de données de séquence obtenus lors de la caractérisation des échantillonnages El
et E2 pour les locus IGSnop, [GSgas, IGSexp et 1GSgip par la méthode de DPCoA (Pavoine et al. 2004). Pour
chaque marqueur, chaque allele est positionné dans un espace traduisant la distance génétique entre alleles.
Chaque population est alors placée au barycentre alleles qui la compose. Le consensus correspond a une
typologie moyenne des populations prenant en compte I’information fournie par les différents locus. Pour chaque
locus, la position consensus de chaque population est indiquée par le départ d'une fleche qui abouti a la position
de la population selon le locus €tudié (pointe de la fleche). Les coordonnées sur chaque axe sont normées. En
effet, les deux axes expliquent des pourcentages de variance génétique différents (95% pour I’axe | horizontal,
4.5% pour I’axe 2 vertical). Par rapport a I'image globale, les locus IGSgap, {GSexe et IGSggp On tendance a
grouper les populations de S. meliloti tunisiennes (Hadjeb, H et Enfidha, E) et a isoler la population frangaise
(F). Pour ces locus, le patron observé suggere donc la distance géographique influence la structure génétique. Le
locus /GSyop présente un patron différent qui semble particulierement influencé par I'effet plante héte. 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 ot I’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 I’étude de Roumiantseva et al. (2002)), ce qui pourrait €tre a 1’origine des

déséquilibres de liaison significatifs observés.

Une analyse des jeux de données de séquence des échantillonnages E1 et E2 sur les
marqueurs IGSgxp, IGSyop, 1GScap et IGSgxo a été réalisée a 1’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 : 1) un premier axe integre pres de 95% de la varnabilité observée. 11 illustre la
différenciation et la divergence entre S. meliloti et S. medicae ; i1) un deuxieme axe qui
integre environ 5% de la variabilité observée illustre la différenciation et la divergence entre
souche a I’échelle intra-spécifique, plus particulicrement chez S. meliloti. Les comparaisons
du patron de structuration globale du jeu de données avec I’image fournie par chaque locus
suggerent que la diversité de locus étudiés ne se structure pas de maniere cohérente :

-au niveau du marqueur /GSygp, on trouve un « effet plante hoéte » 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 a réduire la distance génétique entre les populations de S. meliloti bv. meliloti et
S. medicae par rapport a celle observée entre les biovars meliloti et medicaginis au
sein de S. meliloti. Ce patron coincide avec la monophylie des genes nod de S. meliloti
bv. meliloti et S. medicae observée sur le super-arbre obtenu a partir des séquences
nodABC-nodEG présentée dans le chapitre VIL1.

-au niveau des marqueurs IGSggp, IGScap et IGSgxo, on constate également
qu’un effet plante structure les populations de S. meliloti bv. meliloti et S. meliloti bv.
medicaginis. Parallelement, les graphiques obtenus suggerent un effet lié a la structure
spatiale de I’échantillonnage. En effet, ces marqueurs ont tendance, par rapport a
I’image consensus, 2 minimiser la distance génétique entre les populations tunisiennes

de S. meliloti et a isoler la population frangaise de S. meliloti bv. meliloti.

De mani¢re a 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 IGSgxp, IGSiap et
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Figure 4. Arbre de Neighbor-Joining représentant la différenciation entre 5 populations de Sinorhizobium
meliloti définies sur la base de 1'origine géographique des souches et des plantes utilisées pour leur isolement.
Les populations non différenciées (p > 5%) sont entourées par une ligne pointillée. Les distances de Cavalli-
Sforza utilisées pour obtenir I'arbre sont obtenues sur la base des fréquences des génotypes aux locus IGSgkp,

1GSixo et IGSgap inférés a I’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 suggere qu’a I’échelle du bassin
méditerranéen, la structure des populations de S. meliloti est plus sensible a 1’effet
d’isolement par la distance qu’a I’effet plante hote. 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.

V1.3. 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
1I’évolution des populations de Sinorhizobium spp. associées aux plantes du genre Medicago.
A l'issue de cette analyse globale, il ressort d’ores et déja que la distance géographique et le
spectre d’hote sont deux facteurs structurants primordiaux dont les effets se surimposent, et
qui dépendent des locus. Dans ce contexte 1’intérét d’une étude phylogéographique visant a
déterminer si la distribution spatiale de la variabilit€ 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, I’incongruence des structures génétiques obtenues a partir des marqueurs

étudiés suggere que les mécanismes de recombinaison jouent un réle 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
I’influence des mécanismes de transferts horizontaux de matériel génétique sur la diversité

des populations de Sinorhizobium.

VIL 1. Transferts « a longue distance » taxonomique : l’origine des ilots symbiotiques nod de

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

Chez les bactéries, contrairement a la plupart des organismes eucaryotes, des transferts
horizontaux peuvent se dérouler entre des organismes appartenant a des taxons
phylogénétiquement éloignés. Ces transferts peuvent tout aussi bien se dérouler entre des
bactéries appartenant a des especes différentes qu’entre des bactéries qui n’appartiennent pas
aux mémes phylums. De tels transferts sont probablement impliqués dans la diversité de

spectre d’hote observée chez les souches de Sinorhizobium.

Au sein d’une reconstruction phylogénétique basée sur des séquences de génes de
ménage obtenues par I’intermédiaire de GeneBank tels que les genes recA ou atpD, les
souches des genres Sinorhizobium et Rhizobium forment respectivement des groupes
monophylétiques (Fig. 5). Au contraire, le super-arbre obtenu a partir des séquences nodABC-
nodEG de I’échantillonnage E4 {Article 3} supporte 1’hypothése que I’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 frére de I’ensemble des séquences de
Sinorhizobium associées au genre Medicago. En outre, M. ruthenica, 1’hdte spécifique de
R. mongolense, se positionne comme la premiere espece de Medicago a se différencier sur
une phylogénie obtenue par Downie et al. (1998). L’ensemble de ces données suggere que le
genre Sinorhizobium a acquis la capacité a interagir avec les plantes du genre Medicago suite

au transfert de I’ilot symbiotique nod d’un ancétre de R. mongolense.

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

N

S. meliloti forment un groupe paraphylétique a cause de la position de la séquence de
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Figure 5. Réseau obtenu par Split décomposition (Bandelt and Dress 1992) sur la base d’un jeu de données

obtenu en concaténant les séquences des geénes recA et atpD. Les robustesses des branches internes ont été

obtenues par bootstrap.
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Figure 6. Super-arbre obtenu a partir des séquences partielles des groupes de génes nodABC et nodEFG incluant
les séquences des différents 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 meliloti et
medicaginis interagissent respectivement avec des plantes telles que Medicago truncatula et Medicago laciniata.
S. medicae interagit notamment avec M. truncatula. Enfin, Rhizobium mongolense interagit avec Medicago

ruthenica.



Encadré 2. Phylogénie et transferts horizontaux

Le but premier des reconstructions phylogénétiques est I'inférence des relations de parenté entre organismes en
utilisant I'information apportée par la distribution des différents états des caracteres (génétiques ou
phénotypiques) polymorphes. Les relations phylétiques inférées sont alors généralement représentées par des
arbres, qui représentent un scénario évolutif. Trois principales voies méthodologiques peuvent étre utilisées pour
oblenir ces arbres :

-les méthodes de parcimonie visent a trouver, parmi 1'ensemble des arbres possibles, les scénarios qui
minimisent le nombre d hypothéses évolutives (mutation inférées) nécessaires pour faire coincider I'évolution
des organismes ¢tudiés et I'évolution de I'ensemble des caracteres d'intérét.

-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 étre plus ou moins complexe en
fonction des caracteres choisis (caracteres continus ou discrets) et des corrections que I'on souhaite affecter aux
distances observées (pour des caracteres nucléotidiques, on applique des corrections qui augmentent les
distances observées sur la base d’un modele 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 étre représentées dans un arbre.

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

événements mutationnels. Sur la base d’'un modele d’évolution des caracteres éwudiés (généralement des
séquences nucléotidiques), le but est alors de calculer la probabilité des données pour chaque arbre afin de
trouver I’arbre qui maximise la probabilité des données. D’une manicre générale, I’augmentation exponentielle
du nombre d’arbres envisageables, en fonction du nombre de taxons et I'importance des temps de calcul associés
a la méthode impliquent une exploration heuristique de I’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 I'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
étre expliqué par deux mécanismes, une trop faible accumulation de mutations entre taxons ou une trop forte
accumulation de mutations. Cette derniere cause est liée aux mutations récurrentes sur un méme caractére qui
font disparaitre les synapomorphies et les symplésiomorphies, augmentent le nombre d’autapomorphies et
peuvent étre a I’origine d”homoplasies.

-L’existence de groupes de caracteres possédants des histoires évolutives différentes (a force de vouloir
I’évolution indépendante de chaque caractere, ¢a devait arriver...). C’est notamment le cas lorsque que I'on
utilise des jeux de séquences nucléotidiques au sein desquels figurent des génotypes recombinants. En effet,
I"utilisation d’un arbre pour retracer les relations phylétiques entre organismes ne permet la représentation que
d’un secul scénario évolutif. Dans ce contexte, I'existence d’informations contradictoires dans le jeu de données

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

Trois voies méthodologiques peuvent étre 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 a partir d’une population ancestrale de S. meliloti caractérisée par
son aptitude & interagir avec M. truncatula ; ii) la diversité actuelle des ilots nod de S. meliloti
et S. medicae est liée a un transfert horizontal de matériel génétique entre les deux taxons.
Méme s’il ne nous a pas été possible de trancher entre les deux hypotheéses nous reviendrons

sur les problemes rencontrés dans le chapitre VIIL.1.2.

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

définition évolutioniste des concepts d’espéce 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’especes bactériennes sur la base
d’approches populationnelles chez les bactéries qui ne sont pas strictement clonales. La
meilleure illustration de cette hypothése se trouve probablement chez les symbiotes du genre
Medicago. Une des premieres 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 a Rhizobium meliloti, a décrit une différenciation
importante, associée a des mesures d’association multilocus (I,) 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 especes sceurs 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 a
savoir comment se structuraient les transferts horizontaux entre les biovars meliloti et
medicaginis de 1’espece S. meliloti, comparativement a 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 I’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 'encadré 4) \
(voir Posada ¢t Crandall (2001) et Posada (2002) pour des revues a ce sujet) :

-Si I'on connait les groupes de caracteres susceptibles de posséder des histoires évolutives différentes
(par exemple deux génes bactériens dont un aurait pu faire 'objet de transferts évolutifs), il est possible de
mesurer "adéquation entre les topologies obtenue et Iinformation évolutive contenue pour chaque lot de
caracteres. La mise en évidence d'incongruences peut éure liée a des événements de recombinaison. Cette
méthode a été utilisée dans I'article 3.

-Si I'on ne possede pas d’a priori sur les caractres sujets a recombinaison, il est 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 caracteres (par exemples les méthodes de fenétres glissantes sur des séquences
nucléotidiques) ou afin de comparer la distribution de différents types de mutations a un attendu théorique (par
exemple la proportion d’homoplasie attendue). Cet type de méthode a €té utilisée dans I'article 3.

-Enfin, il est envisageable de représenter les relations phylétiques sur I’ensemble des caracteres par une
structure plus complexe qu'un arbre, en Ioccurrence un réscau. L’avantage des réscaux est qu’ils peuvent
représenter plusieurs hypotheses évolutives mettant ¢n jeu les mémes taxons, en substituant certaines branches
par des réticulations (voir les articles 2 et 3 pour une illustration). Toutefois, une quantité importante
d’information est généralement perdue lors de la construction de ces réscaux du fait d’une utilisation de

distances globales entre taxons, a cause de contraintes de constructions, ou du fait de la difficulté de mesurer la

Qobuslcssc des différents liens évolutifs inférés. /

B

Figure 7. Présentation globale (A) et détaillée (B) du reticulogramme obtenu par I’algorithme Neighbor-Net sur
la base des distances génétiques aux locus /G Sgkp, IGSexo, IGSnon et IGSq4p entre les souches de Sinorhizobium
isolées & partir des sols tunisiens {Article 3}. Les souches de S. medicae, S. meliloti bv meliloti et §. meliloti bv
medicaginis sont respectivement représentées par des figurés noirs, bleus et rouges. Les génotypes isolés a partir
du sol d’Enfidha sont figurés par des cercles alors que ceux isolés a partir du sol d’Hadjeb sont figurés par des

carrés. Les numéros représentent le nombre de bactéries de I'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 a partir des sols tunisiens {Article 3}. Les souches de S. medicae, S. meliloti bv

meliloti et S. meliloti bv medicaginis 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 a partir du sol d'Enfidha sont

figurés par des cercles alors que ceux isolés a partir du sol d’Hadjeb sont figurés par des carrés.
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Figure 9. Profil obtenu a I’aide du logiciel PHYLPRO (Weiller 1998) illustrant les points de recombinaison le long
d’un jeu de données obtenu en concaténant les séquences de souches de S. meliloti acquises lors de la
caractérisation de ’échantillonnage E2. Les points de recombinaison les plus flagrants (i.e. les points ou les
mesures de corrélation sont les plus faibles) se trouvent & la marge des séquences de chaque locus. Ce patron

indique que les évenements de recombinaison inférés se déroulent entre les régions étudiées.
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Dans un premier temps, un réseau a été obtenu a partir des données de séquence aux
marqueurs IGSgkp, IGSnop, 1GScap et IGSexo (Fig. 7). Cette représentation montre que le
groupe incluant I’ensemble des souches de S. meliloti et celui incluant les souches de
S. medicae sont reliés par une branche unique. Ceci suggere 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 suggere qu’il existe une certaine ambiguité dans le signal
phylogénétique séparant les deux biovars, probablement liée a des transferts horizontaux de

matériel génétique entre ces taxons.

Dans un second temps, I’analyse des phylogénies obtenues pour chacun des quatre
marqueurs confirme les hypotheéses posées (Fig.8). Dans toutes les phylogénies, les
séquences de 1’espece S. medicae sont groupées dans un clade, soulignant I’isolement
reproducteur entre S. meliloti et S. medicae. Au contraire, les séquences des deux biovars de
S. meliloti forment des groupes paraphylétiques sur I’ensemble des phylogénies, a I’exception
de la topologie obtenue pour le marqueur IGSyop. Pour ce marqueur, les séquences les
souches des biovars meliloti et medicaginis forment deux clades indépendants. L’arbre
IGSyop est donc compatible avec I’image évolutive obtenue dans le cadre de la phylogénie
nodABC-nodEG. 1l est également notable que 1’évolution des propriétés symbiotiques des
souches semble parfaitement corrélée a la phylogénie IGSyop. 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 a la mise en évidence d’incongruences significatives (p < 5%). Ceci
suggere que les différences entre les topologies inférées a l’aide des quatre marqueurs,
notamment les différences de positionnement des souches appartenant aux deux biovars de

S. meliloti, sont dues a des événements de transferts horizontaux de matériel génétique.

Enfin, un jeu de séquences, obtenu en concaténant les données IGSgkr, IGSnop,
IGScas et IGSgxp pour les souches de S. meliloti de I’échantillonnage E2, a été analysé par
différentes méthodes visant a inférer des éveénements de recombinaison en étudiant les
différences de patrons de polymorphisme le long de fragments d’ADN homologues. Les
résultats obtenus montrent : i) que les événements de recombinaison inférés se déroulent
principalement entre les locus étudiés (Fig. 9) ; ii) que des événements de recombinaison ont

lieu entre les souches de S. meliloti bv. meliloti et celles de S. meliloti bv. medicaginis. Cette
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@dré 3. Structure des populations bactériennes sensu lato \

L’haploidie 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 diploides, revétent un sens différent ou ne sont
pas applicables aux populations de ces microorganismes. On peut d’ailleurs penser que ces différences ont
constitu¢ un frein au développement des approches populationnelles chez les bactéries (avec l'absence
d’exemples illustrant I'influence du sexe sur I'évolution des populations bactériennes avant les années 1990,
etc... ).

Par exemple, dans les études se focalisant sur les eucaryotes, le terme panmictique décrit un régime de
reproduction sous lequel les gametes se rencontrent aléatoirement. Le régime de reproduction panmictique se
caractérise dans ce contexte par des fréquences génotypiques décrites par la structure d’Hardy-Weinberg, par
I"absence de différence entre hétérozygotie observée et 'hétérozygotie attendue (en espérance) et donc par un Fig
dont I’espérance est nulle.

Au sein de populations bactériennes, le calcul de la statistique Fg n’est pas possible du fait de I’haploidie.
Toutefois, si le calcul de 1'hétérozygotie attendue a I’équilibre d’Hardy-Weinberg n’a pas plus de sens sensu
stricto, la formule utilisée, revét un intérét particulier dans la mesure ou ¢lle fréquemment utilisée pour mesurer

i 2
le niveau de diversité des populations bactériennes. En effet, #, :I—Zp" , ol p; est la fréquence de 1'allele i

i=|
parmi les t alleles observés pour le marqueur étudié, correspond a la formule utilisée pour obtenir I'indice de
diversité de Gini-Sympson (ou indice de Nei). Enfin, si le terme panmixie sensu stricto n’est pas compatible
avec le cycle de vie des procaryotes, il a été utilisé 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 : (1) une structure de population panmictique décrit une population bactérienne ou
I'ensemble des marqueurs étudiés sont en équilibre de liaison. Le cas le plus utilisé pour illustrer ce type de
structure est celui d’Helicobacter pylori (Suerbaum et al. 1998). (ii) Une structure épidémique décrit une
population au sein de laquelle certaines souches connaissent un succes évolutif entrainant la détection d’un
déséquilibre de liaison au niveau de 'ensemble des individus (li€ a la surreprésentation de certains génotypes) et
un équilibre de liaison lorsque I’on utilise un représentant par génotype multilocus pour tester I'association.
Cette structure est par exemple rencontrée au sein des populations du pathogéne Pseudomonas aeruginosa
(Pirnay et al. 2002). (iii) Enfin, les populations présentant un déséquilibre de liaison aux deux échelles sont
appelées clonale. Cette structure est par exemple rencontrée dans les populations de Mycobacterium bovis (Smith

et al. 2003).
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derniére hypothese est cohérente avec I’image évolutive illustrée par 1’arbre représentant les
distances génétiques entre différentes populations de S. meliloti présenté dans le chapitre V1.2

(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}

VIL.3.1. Etat de I’art sur le déséquilibre de liaison chez S. meliloti et S. medicae

Outre la mise en évidence des especes S. meliloti et S. medicae, 1’étude menée par
Maynard Smith ef 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 premieres informations concernant 1’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’/4.
Contrairement a ce qui avait ét€ observé pour d’autres jeux de données, les résultats des tests
de déséquilibre de liaison réalisés a I’aide de la formule préconisée par Haubold ez al. (1998)
a 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 I’encadré 3 sur la définition des
structures de populations bactériennes). Sachant que treize des quatorze enzymes utilisées
dans I’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 espece. 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 I’indice
d’association, seuls trois présentent des patrons de polymorphisme incompatibles avec
I’hypothése 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 a la présence de singletons). Enfin, on trouve parmi les trois premiers marqueurs une
enzyme codée par un géne 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. Déséquilibre de liaison

Dans le cadre d’études sur I'évolution des populations bactériennes, déterminer le régime de reproduction
représente une ¢tape importante dans la compréhension des processus mis en jeu. Ainsi, différentes
méthodologies ont été utilisées pour mettre en évidence le rdle de la recombinaison sur les patrons de diversité
bactériens. D’une manicre générale, deux types approches sont utilisées :

-des méthodes multilocus, mesurant ’association statistique entre les génotypes au niveau de plusieurs
marqueurs. L’indice de ce type le plus couramment utilisé est I'indice d’association I, développé initialement par
Brown et al. (1980) et utilisé dans le cadre d’une étude du régime de reproduction de différentes populations
bactériennes par Maynard Smith et al. (1993). Cet indice est basé sur la comparaison des variances de la distance

génétique entre individus observée V, et attendue sous 1I"hypothese d’équilibre de liaison V; ([A:(V()/V,_]—l ).

Il existe deux maniéres de tester la significativité d’une valeur d’f, : (i) sur la base de permutations des
génotypes a chaque locus ; (ii) en obtenant analytiquement I'intervalle de confiance a 95% de¢ V. Dans ce cadre,
Haubold et al. (1998) ont publié la formule exacte permettant d’obtenir la variance de Vi (Var(Vy)), montrant a
cetlte occasion le manque de robustesse du test effectué avec ’approximation de Var(Vy) anciennement utilisée.
Dans le cas de nos travaux, le calcul de mesures de déséquilibre de liaison multilocus est handicapant dans la
mesure ou il n’est pas possible de mettre en évidence des différences de taux de recombinaison entre marqueurs
(i.e. une mesure d’association est obtenue pour ’ensemble des marqueurs, « moyennant » les différences
potentielles).

-des méthodes mesurant 1'association statistique entre génotypes par paires de locus. D’une manicre
générale, ces mesures sont toutes apparentées au %’ de Pearson qui vise a tester I'indépendance de deux variables
dans un tableau de fréquence a double entrée. Parmi I'ensemble de mesures disponibles (voir Hedrick (1987)

pour une revue), trois sont particulicrement utilisées. Soit une paire de locus diallélique A/B, pour chaque paire
d’alleles Ai/Bj, on peut calculer [) = = X .
D, Pase Py By

D’autre part, on peut définir :

i e
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Enfin, on peut utiliser la statistique : p-* = ). i P, ]—pB I By x! ]-—pA l :

1/

J
Ces trois statistiques présentent différentes propriétés (Hedrick 1987) : a) D;; et ¥ sont des mesures normées

(i.e. Dy’ est compris entre -1 et 1, r* entre 0 et 1) contrairement 2 D ; b) Dy et r sont plus sensibles aux
fréquences alléliques que Dy’ ; ¢) il est facile de calculer un niveau de déséquilibre de Jiaison moyen entre deux
locus possédant plus de deux alleles sur la base des Dj; et D;;” ; 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
Dj; et D" pour mesurer le niveau de déséquilibre de liaison entre nos marqueurs {Article 2}. Dans ce contexte,

I’hypothese d’équilibre de liaison entre paires de locus peut €tre 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 especes de Medicago a partir
de sols du Caucase. Toutefois, les auteurs suggerent que le déséquilibre de liaison observé
dans leur étude est 11é a I’échantillonnage de plusieurs populations génétiquement isolées. En
effet, nous avons indiqué dans le chapitre V1.2 que le jeu de données utilisé était composé de

trois populations différenciées.

VIL3.2. Inférence de transferts au sein d’une population de S. meliloti bv. meliloti et

de S. medicae {Article 2}

Les différents problemes soulevés par les études de Maynard Smith ez al. (1993) et
Roumiantseva et al. (2002) ainsi que les résultats présentés dans le chapitre précédent nous
ont amené a 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
I’échantillonnage E1. 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, méme 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 espece, les
marqueurs chromosomiques sont en effet en fort déséquilibre de liaison, ce qui semble en
accord avec les données de Maynard Smith er al. (1993). Toutefois, nous n’avons pas testé
I’existence d’un déséquilibre de liaison sur notre jeu de données réduit a un individu par
génotype multilocus a 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, a la fois les comparaisons entre marqueurs plasmidiques et entre
marqueurs plasmidiques et chromosomiques, indiquent que ces derniers sont sujets a des
transferts horizontaux suffisamment fréquents pour casser le déséquilibre de liaison li€ au
mode de reproduction clonal de ces bactéries. Parallelement, une étude récente indique que le

nombre d’événements d’insertion/délétion de geénes entre souches de S. meliloti bv. meliloti
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méxéquilihrc de liaison obtenues par permutations des génotypes a chaque locus ou par un test dérivé du Im

exact de Isher.

s N=6 ou. / BN=6
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Figure 10. Distribution des mesures d’association D et D’ pour I'ensemble des paires de locus chez
Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium medicae. Les barres d’erreur définissent Jes intervalles de confiance a
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 de 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 a celles
obtenues par Maynard Smith er 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 méme ordre de grandeur) a celles observées chez S. meliloti. Ceci laisse

supposer que les marqueurs plasmidiques évoluent de maniere 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 (oril and mob) ont également été identifiées sur les
mégaplasmides pSymA et pSymB. Notamment, un de ces éléments a été localisé a proximité
de I'flot symbiotique de pSymA (Herrera-Cervera et al. 1998). Ces éléments pourraient
participer a un systeme de conjugaison qui permette des transferts horizontaux de matériel
génétique intra-spécifique. Malgré tout, le mécanisme qui contrdle ce type de transfert devrait
étre clarifié. Jusqu’a 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 étre de
taille trop importante pour €tre 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 étre 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 I’architecture des génomes bactériens

La multiplication des études d’électrophorése en champ pulsé et des projets de séquengage totaux de génomes a
révélé que de nombreuses espéces bactériennes présentaient des organisations génomiques particulitres. D une
part, il existe une diversit¢ importante dans la taille des génomes bactériens. D autre part, le nombre et la nature
des unités de réplication qui composent ces génomes sont eux aussi variables (Casjens 1998).

Plusieurs auteurs ont suggéré que la taille des génomes était liée au mode de vie des bactéries, indépendamment
de la nature de Iinteraction a laquelle ils participent, ou de leur position taxonomique (Moran and Wernegreen
2000; Lio 2002; Konstantinidis and Tiedje 2004). Certains symbiotes obligatoires a transmission
(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 genre Wolbachia, qu’elles soient parasites ou mutualistes,
(a-Proteobacteria ; 1-1,3 Mb), ou les bactéries du genre Buchnera (y-Proteobacteria ; 0,6 Mb) illustrent cette
tendance évolulive. Au contraire, les bactéries les plus versatiles, notamment les symbiotes a transmission
horizontale, sont caractérisés par des tailles de génomes importantes. Ainsi, les génomes des parasites du
complexe Burkholderia cepacia (B-Proteobacteria; 8-8,7 Mb), ou de différents rhizobium 1tels que
Bradyrhizobium japonicum (o-Proteobacteria; 9,1 Mb) font partie des plus grands génomes bactériens

< s

quencés. La variation de la taille du génome d’une espéce serait liée a 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 a transmission
verticale) liés au mode de transmission des symbiotes. Notamment, les symbiotes a transmission verticale
devraient étre particulierement 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 questions. Les premicres sont liées a 'origine de telles structures. Les
hypothéses avancées pour expliquer I'origine d’une telle variabilité sont I’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 a comprendre I’évolution de I’organisation des
génomes permettront sirement d’obtenir des informations pertinentes a ce sujet. Les secondes sont liées & la
stabilité de telles structures. En effet, différentes approches ont permis de souligner 'extréme plasticité des
génomes bactériens a I’échelle intra-spécifique. Sur la base des données acquises a ce jour, on constate qu’en
moyenne 10% des génes d’une souche bactérienne intégralement séquencée ne sont pas présents chez les
individus conspécifiques. 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 hypothéses peuvent étre 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
énération plus court, pourrait constituer un avantage sélectif. (i) De plus, les génomes multipartites pourraient

o
=}
bénéficier des avantages procurés par leur modularité a savoir une meilleure allocation des ressources aux

différentes voies métaboliques et un potentiel évolutif plus important.
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Le patron de déséquilibre de liaison observé pose des questions sur la nature
adaptative de I’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 especes 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
especes 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 séquengage du génome de la souche
WSM419 de S. medicae pourra apporter certaines réponses a ce sujet), se compose de groupes
de genes impliqués dans les fonctions du métabolisme de base, dans I’interaction symbiotique
ou dans des voies métaboliques secondaires. Ces groupes de genes définissent des modules
qui sont localisés sur différentes unités de réplication (Galibert et al. 2001), dont le
fonctionnement est relativement intégré (i.e. a I'image d’un « super-opéron »). Jusqu’alors,
deux raisons principales ont été avancées pour expliquer I’émergence de la modularité (voir
(McAdams et al. 2004) pour une revue a ce sujet). D une part, I’organisation modulaire des
génomes, i.e. I'intégration des voies de régulations des genes impliqués dans les mémes
fonctions, peut augmenter la valeur sélective des bactéries en facilitant 1’allocation des
ressources aux différentes fonctions codées par chaque module, en régulant leur expression.
L’accumulation de genes de régulation dans les grands génomes bactériens comme ceux des
rhizobium (Konstantinidis and Tiedje 2004), est en accord avec cette hypothese. D’autre part,
les transferts horizontaux permettent I’évolution indépendante de chaque module, facilitant
I’action de pressions de sélection spécifiques sur différentes parts du génome. Les patrons de
déséquilibre de liaison et de polymorphisme observés dans I’article 2 sont en accord avec
cette hypothese. Ce type de patron pourrait se retrouver chez d’autres bactéries, notamment au
sein du genre Agrobacterium ol des données semblent indiquer une localisation non-aléatoire
des marqueurs polymorphes dont la diversité semble étre structurée par la spécificité d’hote

(Xavier Nesme, communication personnelle).

VII.4. Conclusions

Les transferts horizontaux ont un impact important sur la diversité des souches de
Sinorhizobium tant a 1’échelle macroévolutive qu’a I’échelle microévolutive. D’une part, les
analyses effectuées semblent indiquer que les bactéries du genre Sinorhizobium ont acquis la

capacité a interagir avec les plantes du genre Medicago suite a un transfert d’ilot symbiotique
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provenant d’un ancétre de R. mongolense. D’autre part, I’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’especes et de biovars sur la base d’approche évolutive. Par
ailleurs, ceci suggere que les processus de spécialisation et de spéciation ne sont pas
indissociables chez les bactéries du genre Sinorhizobium. Enfin, 1’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 particulicrement intéressant dans la mesure ou 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 V1.2, les événements 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 a 1’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’hote 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 hotes présentant des spécificités différentes puis sur les
processus agissant au sein de populations bactériennes interagissant avec des plantes

présentant des spécificités comparables.

VIII. 1. Evolution vers différents groupes de spécificité {Articles 3 et 4}

Sur la base de 1’échantillonnage E2 {Article 3}, nous avons étudié I’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 a une réflexion portant sur les

processus qui influencent I’évolution des Sinorhizobium associés au genre Medicago.

VIIL1.1. Origine et évolution de la variabilité inter-biovars chez S. meliloti

Les analyses multilocus portant sur la variabilité génétique de 1’échantillonnage E2
(Fig. 3, Fig.7) pourraient sembler en accord avec la définition écologique des especes
bactériennes préconisée par Cohan, ot chaque écotype représente une espece (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 suggere qu’une
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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 IGSgkp, IGSyop, IGScas €t IGSgxo

(Fig. 11). Les locus étudiés présentent différents patrons de structuration.

Au niveau du locus IGSyop, les deux biovars ne partagent aucun allele, ce qui se
traduit par un fort Fgr et des tests de différenciation significatifs. En outre, les alleles des deux
biovars forment des groupes monophylétiques treés divergents sur les phylogénies IGSyop
(Fig. 8) et nodABC-nodEG (Fig. 6). Ceci se traduit par une forte divergence génétique
moyenne entre les alleles des deux biovars. Barran et al. (2002) ont mis en évidence que le
déterminisme de la capacité a interagir efficacement avec M. laciniata et M. truncatula était
lié a un polymorphisme au niveau du géne nodC. 1l est donc fort probable qu’une sélection
disruptive agisse au niveau de ce gene. Cette sélection pourrait influencer la variabilité
génétique au niveau de ’ensemble de la région des genes nod par un effet d’auto-stop
génétique (Maynard Smith and Haigh 1974) a cause du faible taux de recombinaison au sein

de cet ilot symbiotique.

Au contraire, les biovars meliloti et medicaginis ne sont pas différenciés pour le locus
IGSgxo. Par ailleurs, il est notable que le polymorphisme observé a 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, 1’absence de différenciation au locus IGSgxo suggere
que certaines régions du génome accessoire de S. meliloti évoluent sous des pressions de

sélection cohésives.

Enfin, les locus IGSgkp et IGSgap présentent des mesures de Fgr inférieures a celles
observées pour IGSyop mais des tests de différenciation significatifs. Les faibles valeurs de
Fgsr 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 alleles de S. meliloti a ces deux locus
forment un groupe monophylétique, les alleles 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 a 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 IGSgrxp, IGSgxo et IGSgap (Fig. 4). Au contraire une nette
divergence a été observée au niveau de 1’flot symbiotique nod, pour les cluster nodABC et
nodEG (Fig. 6). Ceci pourrait donc indiquer que le déterminant génétique du différentiel de
spécificité vis-a-vis de M. rigiduloides ou M. truncatula soit également situé dans 1’ilot

symbiotique nod (tout au moins a proximité).

Le fort niveau de divergence observé entre les différents clades de génes nod de
S. meliloti et 1a paraphylie des biovars de S. meliloti pour les autres marqueurs suggere que
S. meliloti évolue selon un modele de recombinaison cohésive, ol les alleles conférant la
spécificité d’hote sont transférés aux différents fonds génétique de 1’espéce (Gevers et al.
2005). On peut constater sur I’arbre des populations de S. meliloti échantillonnées durant cette
thése, basé sur les génotypes aux marqueurs IGSgxp, IGSExo et IGSgap (Fig. 4), que la plante
hote n’est pas le principal facteur structurant la diversité des souches de S. meliloti, ce qui va
a I’encontre de I’hypothése d’une spéciation bactérienne liée a la spécificité d’hote. Le fait
que seule la région des génes de nodulation soit responsable du différentiel de spécificité entre
les différents écotypes de S. meliloti pourrait €tre impliqué dans le maintien de la structure
génétique observée. En effet, I’Tlot symbiotique (en tout cas, la région comprise entre nodA et
nodE) semble former un module transféré dans son intégralité de maniere fréquente. Une telle
architecture génétique devrait faciliter le maintien des différents écotypes (ou biovars), le fond
génétique de I’espece évoluant sous des pressions de sélection indépendantes de celles qui

agissent sur la région des genes nod.

Toutefois, les processus a l'origine de la diversification fonctionnelle des génes de
nodulation chez S. meliloti restent indéterminés. Intuitivement, un mutant affecté dans le
mécanisme de reconnaissance de son partenaire, chez I'un ou l’autre des organismes
mutualistes, devrait étre contre-sélectionné. Dans ces conditions, il semble difficile d’aboutir
au patron de diversité observé autrement que par: i) une diversification allopatrique des
systemes de reconnaissance des Medicago alors que des flux de génes 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 systéme de reconnaissance muté ne soient pas en compétition avec d’autres

plantes du genre.

29



Sinorhizobium medicae

Sinorhizobium meliloti byv.medicaginis
I
] .
_I'_% Sinorhizobium medicae
J 1
Sinorhizobium melilori bv.medicaginis
izl i !
Sinorhizobium medicae

Figure 12. Représentation schématique des différents scénarios proposés pour expliquer les patrons de
divergence entre S. meliloti et S. medicae. Les dégradés représentent I'évolution de séquence des fonds

génétiques au cours du temps, I’arbre surimposé illustre I’évolution de la région nod. Dans I'arbre, les pointillés
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VIII.1.2. Origine et évolution de la variabilité inter-spécifique chez S. meliloti

Inversement, les alleles de S. medicae sont clairement divergents de ceux rencontrés
au sein des deux biovars de S. meliloti (Fig. 11). De plus, la monophylie des alleles de
S. medicae dans D’ensemble des reconstructions phylogénétiques obtenues supporte
I’hypothese que le génome de base et le génome accessoire des deux especes 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
a la description de S. medicae (Rome et al. 1996). Toutefois, si nos résultats confirment le
statut d’espece de S. meliloti et S. medicae, les questions de I’émergence et de la coexistence

de ces deux especes reste posées.

Alors que les phylogénies basées sur les locus IGSgkp, IGScap et IGSExo suggerent que
S. meliloti et S. medicae forment des groupes monophylétiques (S. meliloti et S. medicae sont
décrites comme des especes sceurs, notamment sur la base de phylogénies 16S), celles
obtenues a I’aide de marqueurs localisés dans la région des geénes nod supportent I’hypothése
que S. meliloti forme un groupe paraphylétique a cause de la position des séquences de
S. medicae (Fig. 6). En supposant que les ilots 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 évenement de spéciation a I’origine de §. meliloti et S. medicae puis un
transfert d’ilot 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
I’ensemble des fonds génétiques présents dans 1’espece receveuse par recombinaison
intra-spécifique. Ainsi, I’émergence des trois lignées fonctionnelles nod serait liée a
une sélection disruptive et la faible distance génétique entre les ilots 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’a maintenant va a ’encontre de I’hypothése d’un transfert horizontal
d’ilot symbiotique de S. meliloti vers S. medicae. En effet, si S. medicae a acquis son
ilot symbiotique par transfert horizontal de matériel génétique, il est possible que des

populations dépourvues d’ilot symbiotique subsistent a ’image des données obtenues
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pour S. adhaerens (Rogel et al. 2001). Toutefois, cet argument doit étre relativisé du
fait de notre méconnaissance de la diversité microbienne.

-apres la diversification fonctionnelle de la région nod au sein de populations
ancestrales de S. meliloti, une partie des souches, possédant un ilot 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 suggere que S. medicae serait originaire d’une population
ancestrale de S. meliloti, est compatible avec ce scénario. Toutefois, cette hypothese
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 (u/bp) sur la séquence des genes recA, atpD, glnA et ginll et la distance génétique
moyenne entre des individus de S. meliloti et S. medicae étant de I’ordre de 0,103+/-
0,001 p/bp et 0,1034/-0,008 u/bp sur les marqueurs IGSggp et IGSgap. De plus, aucun
polymorphisme partagé par les deux espéces n’a été observé. Ces données suggerent
donc que la spéciation de S. meliloti et S. medicae n’est pas particulierement récente,
ce qui remet en question I'image évolutive révélée par Biondi et al. (2003). Elle
souleve 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 0,0304/-0.003 p/bp sur IGSnop (contre 0,269+/-0.011 p/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 u/bp au niveau de I’ADNr 16S. Dans ce contexte,
la faible vitesse d’évolution observée pour le marqueur /GSyop pourrait étre liée a une
différence de régime de sélection, d’effectif efficace ou de taux de mutation affectant

I’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 hypotheses relatives a I’émergence

de S. meliloti et S. medicae. Notamment, la recherche de traces de recombinaisons

interspécifique sur pSymA pourra étre menée apres le séquengage du génome de la souche

WSM 419 de S. medicae par le « Joint Genome Institut ».
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Parallelement aux scénarios proposés pour expliquer 1’émergence du patron de
diversité observé pour la région symbiotique nod, trois processus pourraient expliquer la mise
en place de I’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 espéces se sont retrouvées en sympatrie. En effet, la probabilité d’observer un transfert
horizontal de matériel génétique est positivement corrélée a 1’homologie des génomes
donneurs et receveurs (Vulic et al. 1997) ; (ii) les mécanismes impliqués dans la régulation et
I’efficacité des transferts horizontaux de matériel génétique pourraient étre a 1’origine d’un
mécanisme d’isolement sexuel précédant la phase de transfert. Notamment, les signaux émis
par les plantes hotes (comme décrit par Oger et Farrand chez Rhizobium radiobacter (2002)),
la spécificité liée a I’organisme donneur (De Gelder 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 €tre 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 a celle des génotypes « parentaux ». Cette hypothese est utilisée dans
différents modeles visant a mettre en évidence 1’impact de la recombinaison homologue sur la
spéciation d’écotypes bactériens (Cohan 1994a; Cohan 1994b; Cohan 1995). Une telle
diminution de valeur sélective pourrait étre liée a la perte de certaines fonctions ou a des
allocations de ressource inadaptées, par exemple du fait de transferts de genes 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 €tre a l’origine d’un

isolement sexuel entre lignées bactériennes.

Parce que S. meliloti bv. meliloti peut fixer 1’azote en interaction avec un sous-
ensemble des especes de Medicago qui interagissent de maniere efficace avec S. medicae, il
est difficile d’expliquer la coexistence de ces deux groupes génétiques sans émettre
I’hypothese de compromis différents entre les composantes de leur valeur sélective, a moins
que les plantes ne constituent pas une ressource limitante. En effet, la compétition entre des
symbiotes généralistes et spécialistes devrait conduire a la disparition des derniers, 2 moins
qu’ils soient plus performants que les généralistes sur les plantes hotes utilisées par les deux
phénotypes. Cette différence pourrait étre expliquée par une meilleure capacité a former des

nodosités et/ou un nombre plus important de descendants résultants de chaque nodosité

32



VIII. Evolution de la spécificité et diversification des Sinorhizobium spp.

(Parker 1999). Ainsi, on peut envisager qu’'une adaptation différentielle & ’interaction
symbiotique puisse étre liée a la fois a I’émergence et a 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 hotes présentant des
spécificités différentes est un facteur susceptible de favoriser la coexistence de rhizobium

spécialistes et généralistes.

Si la discussion concernant I’émergence et la coexistence de S. meliloti et S. medicae
peut sembler particulierement spéculative, elle souleve un probléme intéressant. La majorité
des études de co-évolution dans les systémes mettant en jeu des bactéries mutualistes (surtout
dans le cas des rhizobium) ont essayé de mettre en relation, sans grande réussite, la
phylogénie des hotes et celle des génes bactériens impliqués dans la reconnaissance par 1’hote
(Wernegreen and Riley 1999; Bena et al. 2005). D’une part, les transferts horizontaux de
génes impliqués dans la spécificité d’hdte entre bactéries ou les événements de perte/capture
de symbiotes font partie des processus qui limitent 1’intérét des recherches d’événements de
co-cladogenese pour améliorer notre compréhension de 1’évolution des mutualismes. D’autre
part, I’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 €tre un moteur pour leur évolution.
Dans ce contexte, étudier 1’évolution de la physiologie des interactions mutualistes (i.e.
I’évolution qualitative et quantitative des échanges de métabolites et des sanctions entre
partenaires) par 1’étude des phénotypes mis en jeux et/ou des déterminants génétiques sous-
jacents ou bien étudier I'impact de la spécialisation physiologique sur la diversification
génétique des symbiotes par l’intermédiaire d’approches théoriques semble étre une
alternative intéressante. Dans ce contexte, certaines pistes de recherche sont présentées dans
le chapitre IX.2. Elle pourrait permettre de mieux comprendre ’influence des interactions
symbiotiques sur la diversité génétique et fonctionnelle des organismes qui y participent, ceci
a différentes échelles, de I’évolution des symbiotes du genre Medicago a la réussite de

rhizobium atypiques (i.e. rhizobium photosynthétiques ou méthylotrophes, B-rhizobium, ...).

VIIL.2. Evolution des populations de S. meliloti et S. medicae interagissant avec des plantes
hétes présentant des spectres d’hétes comparables : des spécialisations tous azimuts ?

{Article 2}
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Figure 13. Valeurs et intervalles de confiance & 95% des distances génétiques moyennes entre les souches de
Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium medicae 1solées des lots de plante G1 (20 especes du genre Medicago),
G2 (20 lignées de I'espece Medicago truncatula) et G3 (20 plantes de la lignée fixée Medicago fruncatula

Jemalong A17) {Article 2}.

STM 1643. STM 2772
STM 2747

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 meliloti (figurés par des cercles) isolés des 20 espéces de
Medicago (figurés bleus), des 20 lignées de Medicago truncatula (figurés rouges) et des 20 plants de Medicago
truncatula Jemalong A17 (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 a 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 1’échantillonnage E1 {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 hotes 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 suggeére que l’échantillonnage de la diversité
symbiotique des deux taxa peut étre effectué a partir d’un nombre limité de génotypes de
plantes hétes. 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 Al7 peut étre considéré comme un hodte présentant une

.....

Cette conclusion peut sembler a priori différente de celle obtenue sur la base
d’échantillonnages in situ a 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 a 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 hote 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 I’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
étre 1ié a deux autres aspects de 1’évolution de la spécificité d’interaction entre les espéces de
Medicago et leurs Sinorhizobium. Premierement, méme si le processus de co-évolution entre
les partenaires symbiotiques est structuré dans 1’espace (i.e. les populations de rhizobium sont
localement adaptées a leurs hotes), les bactéries d’un méme biovar sont généralement en
contact in natura avec différents génotypes de plantes hotes voir plusieurs especes de plantes
hétes, 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, I'intensité et I'influence relative des différentes pressions de sélection qui s’exercent sur
les génomes des organismes symbiotiques est fondamental pour comprendre leur diversification. A cet effet,
différentes méthodologies permettent de tester 1’adéquation entre les patrons de polymorphisme nucléotidique
observés et un modele évolutif neutre. Ces méthodes peuvent étre groupées en fonction de I'échelle évolutive a
laquelle elles peuvent étre appliquées :

-Un premier cnsemble de méthodes s’intéresse aux patrons de polymorphismes a I'échelle intra-
spécifique. Un des intéréts 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 a un locus donné, peuvent étre distinguées : a) les approches basées sur la réponse différenticlle de
plusieurs estimateurs du parameétre 8 en cas d’écarts a un modele d’évolution neutre, C’est notamment le cas du
D de Tajima (Tajima 1989) utilisé dans le cadre de I'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 modele d’évolution neutre ou implémentant 1’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 a I’analyse de locus codant pour des protéines. Dans le cas de I’approche la plus utilisée (Yang
1998), le but est de comparer les probabilités des données sous des modeles d’évolution prenant en compte
différents a priori sur la distribution de ® (ou dN/dS, Ile ratio de mutations non-synonymes/synonymes). Les
modeles comparés peuvent se focaliser soit sur la distribution de @ entre Jes différents sites de I'alignement ou
les différentes branches de I'arbre. On peut penser que 1’échelle évolutive la plus appropriée pour utiliser ce type
d’approche est I’échelle interspécifique. Deux explications motivent cette position : (i) une étude récente indique
que le ratio dN/dS pour un gene peut varier au cours du temps a I’échelle intra-spécifique au sein des populations
bactériennes a cause d’effets indirects tels que I’auto-stop génétique (Rocha et al. 2006) ; (it) ces méthodologies
s’appuient sur |’obtention de phylogénies par maximum de vraisemblance. Or, obtenir des reconstructions
phylogénétiques fiables a I'échelle intra-spécifique peut éire compliqué par I'existence d’événements de
recombinaison au sein des génes.

-Enfin, un dernier ensemble d’approches s’intéresse a la comparaison des patrons de polymorphisme
aux échelles intra et inter-spéciliques. Parmi les deux principales méthodologies utilisant cette propriété, certains
tests comme celui développé par Hudson, Kreitman et Aguadé (Hudson et al. 1987) peuvent s’appliquer a des
séquences non-codantes contrairement au test de Mac Donald et Kreitman (McDonald and Kreitman 1991) qui
utilise les notions de mutation synonymes et non synonymes. Le test est effectué sur des données de séquence

obtenues sur plusieurs locus vise & mettre en ¢évidence des écarts entre les niveaux de divergence observés a
chaque locus, au sein de chaque espece et entre especes, et les niveaux de divergence attendus sous un modele
neutre. La significativité des écarts observés est jugée sur la base d’un parametre d’ajustement qui suit une loi de

2 . 2 . z o0 pS L
X" Des extensions de ce test basées sur le calcul de la vraisemblance des données sous différents modeles faisant




VIII. Evolution de la spécificité et diversification des Sinorhizobium spp.

populations de rhizobium associées a différents cultivars de M. sativa, cultivés sur un méme
sol péndant quatre ans. Ce résultat est en accord avec I’hypotheése 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 hotes. Deuxiémement, les groupes d’especes de
Medicago basés sur les capacités symbiotiques sont paraphylétiques dans la phylogénie des
plantes du genre Medicago (Bena et al. 2005). Notamment, la capacité a interagir avec les
seules souches de S. medicae ou avec a 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
méme type d’hote et par le mécanisme d’évolution vers des comportements généralistes au
sein des populations bactériennes, devrait réduire la corrélation entre la diversité des plantes
hotes et celles de leurs symbiotes ainsi que la probabilité d’observer des événements 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 €tudiés (i.e. pas de corrélation entre les deux séries de
mesures), la recherche de traces de sélection (voir ’encadré 6) suggére que I’interaction avec
les populations naturelles de plantes hotes 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 especes (R’=0,70, p<0,05)
(Fig. 15). La corrélation observée est en dehors de la distribution attendue, cette derniere étant
obtenue par des simulations de coalescents neutres conditionnées au nombre de sites
polymorphes observés pour chaque locus (en I’absence d’information sur les taux de
mutations, et donc a quel estimateur de @ se fier, il est préférable de travailler 2 nombre de
sites polymorphes constant) (Depaulis et al. 2001). Elle suggere donc que des pressions de
sélection similaires s’exercent aux mémes locus chez S. meliloti et S. medicae. Les deux
espéces présentent a priori la méme architecture de génome, des niches écologiques proches
(tant au niveau du sol qu’au niveau des plantes hotes) et des comportements sexuels similaires

ce qui pourrait les amener a évoluer sous les mémes pressions de sélection.

La majorité des locus présente des patrons de polymorphisme qui ne s’écartent pas de
I’attendu sous un modele neutre, malgré la corrélation observée entre les D de Tajima chez les
deux especes. Au contraire, les locus IGSyop et IGSexo présentent des marques de sélection

sur la base de la statistique D de Tajima (1983). Le locus IGSnop est localisé dans 1’ilot
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varier I'indépendance des vitesses d’évolution entre locus et/ou l'influence de la sélection sur la divergence

nucléotidique aux niveaux intra et interspécifiques 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
meliloti et pour la population de Sinorhizobium medicae. Les figurés gris indiquent que la valeur de D ne s’écarte
pas de I’attendu neutre pour les deux especes. Les figurés blanc et noir indiquent respectivement que la valeur de

D de Tajima s’écarte de I’attendu neutre pour S. medicae (IGSypp) et pour S. meliloti (IGSgxp) {Article 2).
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symbiotique du mégaplasmide pSymA, qui contient les génes nod, nif et fix. Ce locus
présente, a 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 1’attendu neutre. Puisque un seul marqueur présente une valeur
de D significativement différente de I’attendu neutre (et compte tenu de la distribution
particuliere des D de Tajima entre especes), ’hypotheése qu’un événement démographique soit
a I’origine du polymorphisme observé n’est pas la plus probable. Nous avons donc proposé
qu’un balayage sélectif lié a une pression de sélection purificatrice ou positive est
I’explication la plus probable pour les valeurs négatives de D observée sur le locus IGSnop-
Parker (1999) a proposé que dans les mutualismes, contrairement & ce qui est attendu dans les
interactions antagonistes, les individus présentant une mutation du systeme de reconnaissance
devrait €tre désavantagés. Une étude phylogénétique récente chez les Rickettsiaceae (Jiggins
et al. 2002), portant notamment sur la diversité du géne wsp qui code pour une protéine de
surface, montre que certains sites de la séquence de ce géne évoluent sous sélection positive
dans les lignées parasitaires (un modele incluant une classe de site avec ® >1 est plus
probable), alors que I’ensemble des sites des lignées mutualistes évoluent sous sélection
purificatrice (modele avec @ <1). Sur la base de ces travaux, nous avons supposé que les
valeurs de D négatives observées pour le locus IGSyop étaient liées a une pression de
sélection purificatrice. Toutefois, ’existence d’épisodes de sélection positive n’est pas
improbable compte tenu du niveau de divergence entre les ilots symbiotiques nod des biovars

de S. melilor.

A I’inverse, le locus IGSgxo 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
I’attendu neutre pour le jeu de séquence de S. meliloti. Pour les mémes raisons que celles
invoquées dans le cas du locus IGSyop, I’hypothése qu’'un éveénement démographique soit a
I’origine des valeurs de D observées pour le locus IGSgxo semble peu probable. De plus nous
n’avons pas détecté de sous structure, qui aurait pu biaiser I’ensemble des valeurs de D de
Tajima vers des valeurs positives, a partir du réticulogramme construit, des tests de
différentiation effectués entre les groupes de plantes hotes ou a 1’aide du logiciel STRUCTURE
(les analyses ont été effectuées en groupant les locus chromosomiques qui présentent du
déséquilibre de liaison et qui pourraient biaiser I’analyse). Les observations effectuées
suggerent donc que la région incluant le locus IGSgxo €évolue sous un régime de sélection

balancée. Or, plusieurs groupes de genes impliqués dans la synthese d’exopolysaccharides de
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surface (EPS) sont physiquement liés a IGSgxo, comme les genes exo ou exp. Plusieurs études
physiologiques ont mis en évidence le role de ces génes 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 héte (voir Fraysse et
al. (2003) pour une revue a ce sujet). Un travail récent sur I’évolution de nombreux génes
bactériens, a 1’échelle intraspécifique, a montré que les protéines de surface des especes
parasites, qui peuvent étre reconnues par les hotes eucaryotes, évoluaient fréquemment sous
sélection balancée (Hughes 2005). De fait, I’adaptation a différents génotypes d’hotes est
avancé pour expliquer le patron de sélection balancée au niveau du géne ospC dans les

populations du parasite B. burgdoferi (Brisson and Dykhuizen 2004).

Le patron de recombinaison inféré a 1’aide de mesures de déséquilibre de liaison a
probablement facilité 1’action des pressions de sélection différentielles inférée pour les locus
plasmidiques IGSyop 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) a interagir avec les plantes hotes, cette derniére étant
tributaire des étapes précoces de reconnaissance entre plantes et rhizobium liées aux génes
nod ; ii) a échapper aux sanctions sensu lato de la plante hote 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 1’hOte (i.e. la reconnaissance par le biais des
Facteurs-Nod) induisent des pressions de sélection purificatrice au niveau des génes nod,
alors que les étapes tardives de reconnaissance induisent des pressions de sélection fréquence-
dépendantes sur les geénes impliqués dans la synthése de polysaccharides de surface. Le
mécanisme a I’origine de cette sélection fréquence-dépendante reste a éclaircir. La mise en
place d’une sélection balancée au niveau des genes intervenant dans la synthése de
polysaccharides de surface pourrait étre liée :

-aux pressions de sélection sur le compromis d’allocation des ressources entre
les fonctions symbiotiques et le taux de reproduction. Certains récepteurs de 1’hote,
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 I’apparentement au sein des populations de
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rhizobium puisse conduire & 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 hdtes qu’au niveau des
genes bactériens impliqués dans le phénotype « polysaccharides de surface ».

-a I’hétérogénéité des especes de plantes hotes qui interagissent avec les
rhizobium. Si des différences de spécificité vis-a-vis des phénotypes « polysaccharides
de surface » existent entre especes de Medicago sympatriques, la fréquence des alléles
codant pour les différents phénotypes bactériens sera fonction de la fréquence des
différentes plantes hotes. Cette hypothese pose toutefois la question de I’origine d’un
tel polymorphisme de spécificité.

Ce type de régime de sélection pourrait engendrer une diminution de 1’efficacité de
sanctions a priori de la plante hdte 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).

VIII.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 1’article 3) présentent une forte
analogie avec les résultats de 1’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 alleles. En effet, on distingue dans les deux approches trois
patrons : (i) les patrons de diversité des locus IGSgkp et IGSgap ne semblent pas s’écarter de
I’attendu neutre a I’échelle intra-spécifique. Or, les niveaux de divergence moyens entre
S. meliloti bv. meliloti et S. medicae a ces deux locus ne sont pas significativement différents.
(ii) Au contraire, le locus IGSgxo présente des valeurs de D de Tajima positives qui s’écartent
du modele neutre chez S. meliloti bv. meliloti. Ces valeurs de D sont liées a 1’observation
d’une faible richesse allélique, chaque allele étant trés différencié (dans le cas de S. meliloti
bv. meliloti, 2 alleles avec 10 sites en ségrégation). Parallélement, le niveau moyen de
divergence entre les alleles IGSgxpo de S. meliloti bv. meliloti et S. medicae est
significativement plus important que celui observé sur IGSggp et IGSgap. (ii1) Enfin, le locus
IGSyop présente des valeurs de D de Tajima négatives qui s’écartent du modele neutre chez
S. medicae. Ces valeurs de D sont liées a présence d’alleles peu divergents caractérisés par un

spectre de fréquence tres déséquilibré (typique d’une généalogie en « étoile »). Parallelement,
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le niveau moyen de divergence entre les alleles IGSnop de S. meliloti bv. meliloti et
S. medicae est significativement plus faible que celui observé sur IGSgxp et IGSgap. La
ressemblance des patrons observés aux échelles intra- et inter-spécifique pourrait indiquer que

les méme processus seraient a I’origine des deux types de polymorphisme.
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IX. Conclusions et perspectives

[X. Conclusions et (surtout) perspectives

Le travail effectué a permis de mieux cerner certains aspects de la structure et de
I’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 a I'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 4 des transferts horizontaux de matériel
génétique. Chez S. meliloti I’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 a 1’origine de ces transferts horizontaux reste relativement obscur. Si des études
permettant de caractériser les déterminants génétiques a 1’origine des transferts observés sont
indispensables pour une meilleure caractérisation du systéme, 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’ilots), transformation et transduction devraient engendrer des patrons de déséquilibre de
liaison différents au sein des génomes (Hudson 1994) (Fig. 16). Ces patrons pourraient étre
mis en évidence par I’étude du niveau de déséquilibre de liaison entre des marqueurs
polymorphes au sein du génome de S. meliloti. Le séquengage de marqueurs génétiques
localisés de maniere réguliere le long d’un des mégaplasmides pourrait étre utilisé a cet effet.
A Theure actuelle, les puces de reséquencage constitueraient 1’outil le plus approprié pour
mener a bien la caractérisation de ces marqueurs. Ce type d’outil permettant de déterminer
environ 30000 pb au sein d’un génome, il serait a ’heure actuelle envisageable de séquencer
250 pb sur environ un geéne sur 10 du mégaplasmide pSymA. Dans ce contexte, le patron de
déséquilibre de liaison observé pourrait étre comparé aux attendus théoriques correspondants
aux différentes modalités de transfert horizontal envisageables pour notre systeme biologique.
Les résultats obtenus pourraient orienter les recherches mécanistiques sur les déterminants qui
pourraient focaliser notre attention sur les geénes impliqués dans le mécanisme de transfert

inféré. Ainsi, si un mécanisme de type conjugatif est inféré, il serait intéressant d’approfondir

40



0.9 n
038 4
0.7 a
A a A
0.6 s 3
s a a a
D 0.5 § y R A g
04 A A m
03 a g 8 B a : a -
Fay 7y B
nzggggggéggagﬁﬁg A "
0,1 a R 2 8 A 3 8 & L ., B
0
0 2 4 6 g 10 12 14 16 N 20
Distance
1
a w 4 2 a a8 4 2
0.9 g % g8 a E § 8 a4 4 B
. A A
0.8 8 5 § & A
0.7 a 8 N a A
0.6 a a4
A ay
D’ 0,5 A s A A A
04 - a
A
0.3 R
0.2 a

i % 8 8 & & 8 & 8 4 & ¥ o7mowe o9 % o0 wo=

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

- Distance
0.9 C
0%
0.7
06 -
D’ o053
04
0.3 Iy
02 E & @ B 3 A A .
0.1 égﬁﬂgég égaﬁﬁﬂé'zﬁ“
0 Py A A 7Y A
f) 2 4 6 S 10 [2 14 (& 18 20
Distance

Figure [6. 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 2] marqueurs équidistants. Pour chaque graphique, les triangles beiges correspondent a I'ensemble
des valeurs de déséquilibre de liaison attendues, les carrés correspondent aux mesures d’association entre
lorigine de transfert (ori7) de l'unité de réplication et les vingt autres marqueurs. A : cas de transferts
conjugalifs classiques. Des fragments débutant a VoriT, dont 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 a I'oniT sont échangés entre bactéries. C : cas de transfert par transformation. Des fragments débutant a
une position aléatoire, dont les tailles sont tirées dans une lol normale, sont échangés entre bactéries. 1l est
notable que pour une méme quantté moyenne d’ADN recombinée pour chaque transfert, un taux de
recombinaison plus important est nécessaire pour casser le déséquilibre de liaison lié a 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 genes fra annotés dans le

génome de S. meliloti souche 1021.

IX.2. Influence des plantes hotes du genre Medicago sur la diversification des Sinorhizobium

sp.

Le chapitre concernant I'impact des plantes hotes sur la diversité des bactéries
symbiotiques associées nous a permis de mettre en exergue la complexité de ce probléme qui,
au-dela 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 étre de savoir si la mise en contact récurrente avec
un hote particulier influence 1’évolution phénotypique d’une population de rhizobium. Cette
évolution pourrait se traduire a la fois par une adaptation a I'interaction avec le génotype de
plante utilisé lors de 1’expérience et par une modification du phénotype observable lors de
I’interaction avec d’autres plantes hotes. Ainsi, un plan d’expérience basé sur des inoculations
indépendantes de différentes souches bactériennes sur plusieurs génotypes de plantes hotes
pourrait étre réalisé. Chaque interaction génotype bactérien/génotype végétal pourrait &tre
reconduite par broyage de nodosités et inoculation de la solution obtenue & de nouvelles
germination présentant le méme génotype. Au terme de I’expérience, il serait alors possible :
i) de comparer le phénotype des souches bactériennes initiales a celui des populations
bactériennes sélectionnées ; ii) de comparer le phénotype des populations bactériennes
sélectionnées sur différentes plantes hodtes en opérant des inoculations croisées. Afin de
mesurer des différences phénotypiques entre traitements, trois caractéres principaux
pourraient étre suivis :

-la valeur sélective globale de chaque population bactérienne inoculée pourrait
étre obtenue par comptage du nombre de bactéries formant colonie au sein du systeme

racinaire de chaque type de plante hote.
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-le niveau d’investissement des populations bactériennes dans les fonctions
symbiotiques pourrait étre estimé en observant par PCR quantitative le ratio du
nombres de transcrits des locus nifH et le nombre de copies d’ADNr 168S.

-la valeur sélective des plantes hotes en interaction avec les différentes
populations bactériennes pourrait étre obtenue par des mesures directes (nombre de

graines) ou indirectes (poids des parties aériennes).

Les données obtenues devraient aboutir a une meilleure connaissance du potentiel
évolutif de ces caracteres et a une meilleure compréhension de ’effet des plantes hotes sur la

diversité fonctionnelle des rhizobium.

I[X.2.1. Modélisation

En outre, le développement d’une approche théorique pourrait permettre la mise en
évidence de parametres clefs, qui seraient susceptible d’induire les patrons de diversité
observés dans les différents groupes génétiques de Sinorhizobium qui sont associées aux
especes de Medicago. Jusqu’a aujourd’hui, I’interaction entre rhizobium et 1égumineuse a été
étudié par le biais d’approches théoriques pour aborder deux problémes principaux :

-I’émergence et le maintien d’une interaction mutualiste entre les deux partenaires. Les
modeles développés pour répondre a cette question se basent sur I’hypothése d’un
apparentement fort entre les bactéries interagissant avec les plantes hotes et celles qui sont
localisées a I’extérieur des nodules (Olivieri and Frank 1994; Bever and Simms 2000) ou sur
I’hypotheése de sanctions appliquées par les plantes a ’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; Simms et al. 2006), ou d’influencer la différenciation des rhizobium en
bactéroides (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 hypothéses
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 I’impact des relations entre 1’hdte et son
symbiote pour comprendre comment cette interaction influence la diversification des bactéries
symbiotiques. L’intérét pour ce type d’approche est souligné par différents résultats. D une
part, Doebli et Dieckmann (2000) ont montré que 1’évolution d’un caractere impliqué dans
I’interaction pour chaque espece mutualiste pouvait déboucher sur des spéciations
sympatriques paralleles 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 €tre a 1’origine de 1’émergence de polymorphismes dans

les populations bactériennes.

Ainsi, un modele pourrait étre développé afin d’étudier 1) les processus de
spécialisation entre groupes bactériens, i1) I’évolution du sexe chez les formes spécialisées et
par la mé€me la spéciation I'influence et 1ii) 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 hote :

W(F)={E>{D+(l—D)x{ﬁﬂ}(ﬁ—ﬂ Equation 1
l+e )
ou W est 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 hotes (P/ et P2),
en fréquences constantes, présentant chacun des parametres propres qui influencent la forme
de W(F) (i.e. variation de E, D, I et 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 a chaque hote est calculée sous 1’hypothese d’association
aléatoire des rhizobium aux hotes PI ou 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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£ )= f (x)x fePyxW , (x) y FPOXW ,,(x)

= Equation 2
DWW f ) SW,,0xf 6

ou W/ ,, (i) est la valeur sélective du phénotype i sur la plante Y et f(PY), la probabilité de

rencontre de la plante Y. Il est notable qu’un modele alternatif de régulation démographique
inter-habitat ne permet pas de maintenir de polymorphisme dans les gammes de parametre

testées.

Les résultats obtenus suggerent que sous certaines conditions, deux plantes hotes
caractérisées par des modes de sanction différents pouvaient &tre a 1’origine d’une sélection
disruptive conduisant a 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-la méme a une possibilité de spéciation symaptrique
(Fig.18). Toutefois, deux problemes se posent a ce niveau :

-Vérifier analytiquement si certains jeux de parametres permettent effectivement de
maintenir un polymorphisme a 1’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
a 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 hotes). Il faudrait donc prendre en compte
de maniere structurée les interactions métaboliques afin de décrire de fagcon plus réaliste le
mutualisme liant les bactéries fixatrice d’azote a leurs plantes hétes (la rencontre, la formation
de 1a nodosité, puis I’échange entre les partenaire et la sortie des nodules) afin de vérifier que
I’existence d’un polymorphisme stable ne dépend pas de détails non biologiques liés a la

fonction mathématique définie précédemment.

A terme, ce type de modele pourrait évoluer afin de prendre en compte différents
parametres 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 €tre un phénotype complexe lié a différents déterminants

44



IX. Conclusions et perspectives

génétiques. Si on suppose un tel déterminisme, ce phénotype peut-étre modélisé
comme la somme de différents caractéres indépendants dont les effets sont additifs.
Dans ces conditions, il devrait étre possible de modéliser des mutants capables
d’échanger/d’acquérir du matériel génétique contenant les déterminants aux caracteres
d’intérét. De plus, il serait envisageable d’étudier 1’évolution d’alleles permettant la
mise en place d’un isolement reproducteur actif entre lignées spécialisées.

-1l serait également intéressant d’étudier I’interaction entre la mise en place de
systemes de spécificité précoces (type Facteur-Nod) ou tardifs (type polysaccharides
de surface) et I’évolution du phénotype d’allocation aux fonctions symbiotiques.
Notamment, il serait intéressant de constater si des déterminants facilitant la
reconnaissance par la plante hdte peuvent évoluer pour 1’ensemble des phénotypes
étudiés.

-enfin, il semble indispensable de prendre en compte la diversification
fonctionnelle des plantes pour aboutir a un modéle de co-évolution. De ce fait, il serait
intéressant de définir les conditions nécessaires a 1’émergence de groupes de plantes
hotes présentant des mécanismes de sanction différents. Ces conditions pourraient
notamment €tre liées a une structuration spatiale ou un polymorphisme dans la

capacité a prélever de 1’azote du sol.

IX.3. Biogéographie

Dans le cadre du (court) chapitre consacré a 1’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 I'isolement géographique était un facteur important dans
I’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 I’existence de différents groupes de spécificité au sein du genre Medicago. Dans ce
cadre, une approche phylogéographique a 1’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
a quatre questions :

-les souches de S. meliloti associées a M. rigiduloides constituent-elle un nouveau

biovar ?
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-la structure génétique des populations de Sinorhizobium associées aux Medicago est-
elle corrélée a la distribution géographique des plantes hotes appartenant aux différents
groupes de spécificité ?

-est-il possible de déterminer a 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, 1’échantillonnage utilisé doit permettre d’analyser les relations
génétiques entre les écotypes bactériens associés a différentes plantes du genre Medicago. Le
piégeage ex-situ de bactéries symbiotiques a été envisagé de la facon suivante. Il est effectué a
I’aide de quatre especes de plantes hdtes qui présentent des spectres d’hotes 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 I’ensemble du bassin méditerranéen. Au moins cing plantes
de chaque espéce sont utilisées pour chaque sol. Des plantes témoins de chaque espece 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 a 1’efficacité de 1’interaction
qu’elles ont initiée avec la plante utilisée pour le piégeage et dans le but de limiter le nombre
de populations bactériennes a étudier. Les nodosités sont récoltées sur chaque plante, quatre
d’entre elles sont stérilisées, puis la souche bactérienne présente a I’intérieur de chaque
nodosité sera isolée. Le génotypage de ’ensemble des souches est envisagé par séquencage
ou typage SNP (ca cofite cher de faire du séquengage...) sur la base de quatre locus, un
marqueur chromosomique (IGSggp) et trois marqueurs plasmidiques (IGSgxo, IGSnop,

IGScaB).

Jusqu'a 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 a ’aide de sols provenant du Maroc, de France, du Caucase, de

Turquie, de Libye, de Grece et d’Israél.

Les résultats déja 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 especes, 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 especes végétales :

-dans le cas de Medicago rigiduloides, seuls les sols bulgares et libanais contenaient
une population symbiotique efficace ayant abouti a une augmentation significative du poids
sec des parties aériennes des plantes hotes. Cette observation, illustrée par le phénotype des
plantes présenté dans la figure 20, peut €tre mise en relation avec I’aire de répartition naturelle
de I’espece hote, située a I’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 a ce que nous attendions au regard
de I’aire de répartition de I’espece, 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 hotes par le biais d’une
symbiose efficace. Cette absence de nodulation efficace n’est pas obligatoirement liée a
I’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’a présent n’ont pas permis de mettre en évidence de
bactéries capables d’induire une symbiose efficace avec cette espece. En effet, lors des
expériences de piégeage, nous avons obtenu sur I’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 maniere a obtenir des

populations de bactéries adaptées a cette plante hote.

Enfin, dans le cas de Medicago laciniata, nous n’avons obtenu aucune nodulation sur
la base des sols utilisés jusqu'a présent. Cependant nous disposons d’autres échantillons de
sols tunisiens ou les symbiotes associés a cette plante ont été piégés (comme précisé dans
I’introduction) et des échantillons de sols marocains, algériens et libyens qui devraient nous

permetire, a terme de compléter notre échantillonnage de bactéries.
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L’ensemble des données acquises suggerent 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 hotes) et intra-écotype (différences dans le phénotype de
nodulation des plantes de I’espece Medicago rigiduloides). A ’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 these, nous avons abordé plusieurs points touchant a 1’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 I’impact
de ce mécanisme sur la diversité des populations observées. Nos données semblent indiquer
que les flux de genes sont structurés en fonction de la localisation sur le génome des régions
recombinantes et qu’ils jouent un rdle fondamental dans le potentiel évolutif des groupes
bactériens étudiés. Les travaux effectués sur I’influence des populations de plantes hotes sur
la diversit€é des Sinorhizobium refletent 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 pathogenes souligne la diversité des pressions de
sélection qui influencent la diversification de nos bactéries modeles. 11 semble que cette
diversité de pression soit en rapport avec des conflits d’intéréts entre les composantes du
génome bactérien et/ou entre les partenaires symbiotiques (i1) L’observation concomitante
d’especes et de biovars de Sinorhizobium associ€s de maniere différentielle aux plantes du
genre Medicago pose la question du lien entre I’architecture génétique des déterminants de
I’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 hétes 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, 1’étude de la diversité et de
I’évolution des bactéries est actuellement en train de vivre une révolution. L’augmentation
exponentielle des capacités de séquencage permet d’envisager que dans quelques années,
I’étude de I’évolution du patrimoine génétique de populations de bactéries appartenant a des
especes modeles se fasse a 1’échelle des génomes (voir Margulies et al. (2005) pour voir
comment une personne peut séquencer un génome bactérien en une journée a I’aide d’une
seule expérience). En parallele, les progres sur réalisés sur les outils de caractérisation
phénotypiques a 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 modeles de choix pour
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des études de biologie intégrative. On pourra en effet envisager d’étudier en parallele
I’évolution des fonctions, des régulations et des organismes. Si I’étude de ces processus
représente un enjeu majeur dans le cadre de bactéries pathogenes, certaines bactéries
mutualistes d’intérét 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’integrent dans cette démarche intégrative, tant au niveau de I’étude des mécanismes de
transferts horizontaux de matériel génétique qu’au niveau de 1’évolution du spectre d’hdte. On
peut d’ailleurs souligner que les données préliminaires du séquencage d’une souche de S.
medicae devraient étre disponibles d’ici la fin de ’année et que des chercheurs de '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 genes dont 10 sur le chromosome, 7 sur pSymB
et 7 sur psymA). Je ne rajouterai qu'une chose: longue vie au modele

Sinorhizobium/Medicago...
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Nitrogen-fixing sinorhizobia with Medicago laciniata constitute a novel
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Abstract

Sixty-eight new rhizobial 1solates were obtamed from root-nodules of Medteago lactniaa and trom Mediterranean
sotls it Tunisia and France, All of them werte identified as Sinorhizobiunt melilon on the basis of PCR-RFLP analyses
of 165 rIDNA and the interpenic spacer sequence between 165 and 235 rXNAs. DNA/DNA hvbridization. phenotypic
characterization and 165 tRNA gene sequencing lad to the conclusion that they belong the same taxon. All new
solates shared the ability w nodulate and tix mitropen with AL fectniara except 11 of them not capable of tixing
mrirogen with this plant and originating from French soils contaning no ethiciently adapted svmbionts with
M lacimiata. The nitropen-fixing rhizobia on M. fucirtata differed markedly trom the other 5. mefifori or Simorhiz ofvum
moedicae isolates and reterences in their symbiotic traits such as #ifDK RELP diversity, nodA sequences and nitrogen
affectiveness with tree other different annual Medicago species (M. truncatulu, M polvmorphu and M. svayei).
Two intrasubspecitic {biovart divisions are thecetore proposed witlun S melilor bv. medicapinis For Stnorhiz obun
efficient on M. luceniara and by, mehloti for the classically hnown S melilorr proup represented by the strains
ATCCY30T and RCR 2011 efficient on M. sutiva.

o 205 Elsevier GmbH. All riphts reserved.

Keywards: Sinorfizahmm; Medics, Polyphasic taxonamy; Madilerranean krumes; Hactenal diversity; Nitrogen fizaton, Medicagn
sauages

1ntroduction

*Conaspondug author Tel. + 14407 93 W,

fux + 1467593802 Medicayo 15 an extensive genws of the Lepuminosae,

Fomail addess bmebiemsam s fi (B Bronel) cotnpusing approximately 83 ditferent species and I8
'Present address. Centro de Lnvestiganion en Botanologis Apbea- infraspecitic taxa [3Y]. Two-thitds are annuals and one-
da—Thrcak, Dstto Pobitecmco Macomal  Ex-Hda. San Juan third perennials [24]. Medicage spp. are nodulated in
Malino han 1.3 Caretera Estatal S, bies Tucuexcomac - Tepetiths. soils by rhizobia that were classically grouped 1n the

Tepetnla de Larderabal. Tlaxcala. Meawo.

‘Prosont address. Ensetm Udd9, Mocasimes Mokowlats do species  Rhizobmum meldor, tenamed  Siaorhuzobrum
Dabéc, Faculé de Médoane Lacmce, Roe Guillaune Buaadis, mefdon 112} 5. melilon i3 also descnibed as a micro-
63372 Lyon Cedes 8, Franos. symbiont of members ol two other penera. Trigonellu

F23- 203 -s0e front matter 4. UKB Ekevier GabH. All rights soserved.
dei: A0 101 6,] syapan. 20051 2.004
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and Meldams, The Medivaye Melihee Trigimellu tnbe
thus tors o crossanocalaton plant group relesant tor
the detmbon of § melidod, althouh some uvousaal
strains of N melidosi were sla townd o be eftective on
Gl ine ey 13,

Nittoeen-haipg  svtabnonts on Medicays  are  not
restncted today to the spevtes § metitors and can be
perebcalls  diverse. Swmorfzofium medicas 133 and
Rt dsum pumgilense 237 are two additionsl species
diapliviny spectahized mtropen-taation specition with
o species of Medicado. A polvmorpiu (annual) and
AL rwthenica fperennisll, respectinely 1 addinon. two
R, ropive stedins CTAL ST snd CFN 2399 were toend
w be 2ffecuve on M. rwthenica 1430 The vunber of
bactetial species ussoctated with Medicaye 15 probuably
undzrestimnared oy symbsonts of wanows  Medicage
specizy have mever heen consudered or sufficiently
Chat acterizad tor taaononne defimon Indsed, at lewust
eipht prowps showing vanows deprzes of host plai
athipry were repoated amone Medroawo species e the
prehmunacy swdy by Brockwell and Hels 9 eand some
may belong to diverss tare. Ow knowledree of thizobial
disetsity asmoviatad watk $fedrragr v thertors noited
and the bgkly speatic thizobial svinbronts tec e more
detarlled descnipline 1o pait & comprahensive vigw ot
the iaonomy and 2voluton of rhizobuasl asolares of
Medwuuo spaois.

Svmbiolie propertuses are coded by preue elzments
that can be transinted between difterent bactena and
are mt therefore considerad swahle ot species detni.
ton requnoe rehohle clusabcanot bawd o stable
chatacters. Because of the salue of thizohis in the
emvironmental and apriccltural telds. rhizobual analysis
hased on ssmbiolic pertormance. atd cross 1eoculation
ratipe 13 2siental Bor rlwzobium ssers amd should be
pertoumed in detnl to produee a classiticabion that is
also wselul tor pracucal applicanons |18 The svmbiotic
gerws (mvolvad i svishiotic properties ate therefote
exellent markers tor complete rwzobial charicter za-
not. Common nodulinon penes such as med ABC or
pilropetase renes such as nir HOA have been wsetul 1n
the study of interractions with host plaets (22.23.27 - and
clanty relannmbups betweett rhizobial ssstemation and
sviubiativc propertes.

For 4 better end=estanding of specitic inter achons and
avolution among shizobe and Moedrcaus species. we

have ocwsed attentwon or the ssmbwoe diversity ot

thizobla assoctabed with AL facrmiera, Topather with
other Mudicayo spacies (M. polvmerphia, ML povana,
M. auniayer). M lucimata was poried w be hiehly
specthic it rhizobial teomirements W with bacteral nod
wenes jspectally madC) involved 1 the estabhshrent of
theett stewt modelation specitcits <33 0 AL Lcrniuta (1)
Mill scut leal ntadic] s & witttzr medee indipenows o
coutiti s of the soutk Mediterranean Cirele and east of
the Mezditerranean but oocurs advenbuously in Europe

and Asia 1200 sbere i wasietiodecad as g roderal weed.
It s g pomeenne plunl that prosides saluable winter
todder crop suntable tor and habieas and margsal
cropping aress 87 The aobrecuve ol this study was o
chatactenze the bacteriy assoctated with 3. luctrduia
and wWentity the ssmbiouc 2theient ones We olated nh
root-bactena assoctated with ML fuceiaia tiom sonl
samples colfected in the Medilerrsmesn basin wherz
M. Juemita 15 balve ad compared their penetc amd
phenatypic telatintships with other Medicaye-nodilat-
g bacteria that we had stedied previnasly (1034 We
considerad 1t wsetul 1o desctibe chromosomal  and
svimbone gaetic diversity in order o understumd the
tancnomic and ecolopical aspects. We conclude that
smorhizobia, whuch turm etfecuve svmbuoses  with
A lavcmeaza, represent s novel buovar of N seldon,

Materials and methods
Bucterial strains

The sourves of bacterial 1solates amd teferences are
hsted in Fable 3.

Isokition of root-mdalating bacteria

A total of pl pew 1solates were obtained ttom three
Fretwch sites and trom five Turtnian souls Kindly sent by
D, ME. Avuam) {INRST, Tumasl [MY. The presence
of rhizobia 1in 3ol samples was wnsvestpated by wsing
Medicaga facomata as the trapping plant. Bactenal
clones were isolated from dwesh-ol podules as
previousls described (U, Bactens were preserved at

By O YEM broth [He supplemented with 54%.
plyceral 1w ).

POR/RELP unalyses on 165 rRNA-IGS and wfA D
FeCiOns

Bacteris were prowt it TY apae Pern disbes at 28 ¢
tor 2 daws Cells were suspended in sterile water. In
total. XX hactenal suspetrson was adjosted o an
vptical densits (62ham) of § and then pelleted. Cell
pellet was resuspended i Tns-HCL {3 mM, pll 5.3 and
proteinase K (462 poepl), Cells were incubated tor 2 hoat
35°0 ard then Himin in boling water. Bactenal cell
preparations were stored ut 240 Cunul uw. A volume
of 2ul was wsed for PCR amplhhcation as emplate
DNA,

Amphticaton tor Foh rDNACLGH (2.8 kb and nef 2K
{E3hbr reptons was pertoried wsine s propranimable
heat bleck {Perbhuv-Elmzr inodel 23HEN 2y previously
described {1, except fon the amphtication of the adkK 0
tepon for which the temperature cwele propram was
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Tabk 1. Ninorkcohiwn strains and isolates used 1in this study and their genotypes based on 168 rDNA-IGS and n#DK typing

{solates o
referenoe strains

PLinl host

Creapraphical engin and source ar
reference

Cenolype of

oS TDNA-IGY nitk )

Smariuzabiwn sp.o M lacininia)

Clt e €13
CHn w CHIs
Tl o €114
CIN] tin CIV2
V] e CV4
HL1, HL2
HLZ, HLA
Sz

e B

S2L3, 8214
82014

K218

S2Ly

ToL|

ToLX ta 'l 6LA
7Ll

T2 10 IS
1706, ETLT
Tel ). fKL2
I'sL2, Islb
I'sl4, TaLS
Rl7

‘oL

THLZ Lo T9LY
L

THL6 1o T9LLO
FIOLL w TI0L3
TiotA
THOLS, TIDLA
TIOLZ, 1oLy
WAM252
WEM4n4
WESMdnb

5 melilor
RO 2011
01
ATCCT
cru

CPTI

Vi

AlLOB
VIMA

N medias
AT
P4

Va2

M2

M1

M. ladnnta
A lacinizta
M ladniia
M lacnata
M. lacine
M lacnra
M lacniita
M. lacingta
M. lasiriaia
AL laciniata
AL ladnuta
M. laciniia
M lacnita
M. lariniata
M. laciniata
M. lacdniia
A ladniata
M lacnia
M. ladniia
M. lacnuta
M. laciniata
A lagnita
M. ladniata
M lacnata
M. lacinia
M. ladniata
M. lacinia
A laciniaia
M. larinite
A lacinain
M. lariniata
M lacrata
M lacini

M. satira

SmPdenvabve of RCR2OLT 127]
AL, rativa

M crnpoatida

M. polvmarpha

M. triencatla

AL truncaila

M trunmnda

M. truwncatula
M polvmarpha
A tncaiela
M orhicularis
M. trunmtula

Ceras, Prance (ths study)

Ceras, Prance {this studys

Cezas, brance {ths study)

Cézas, Prance jthis studyd

Cezas, France (Lhs studyd
Heraull. Irance {this study)
Herault, France {this study
Saint-Hawzille, 1 ranse {this study
Saint-Bavzille, Franve (this studyy
Stint-Bauzlle, Franoe (this sudy)
Saint-Banzille, France (this study)
Saint-Bauzille, Pranoe (this atudv
Sant-Bausitle, Franoe {this studyy
Enfidha. Fumsia 4ihis study)
Enhdha, Fuman ¢ ths study)
Karouan, Tuntsia { this study)
Kairouan, ‘Tunisia {this study)
Karrouan, Tunsia (this study)
Hadjek, Tunisia (this study
Hadjeb. Tumsia {Lhis study)
Hadieb, Tunaa {this studyl
Hadjeb. Tumisia (this study)
Djelma, Tunisia (this study
{xelma, Tunisa ithis study)
Dyelma, Tuniaa ithis studyd
Dyelma. Tumaa ithis study)

Ben Aoune, Tumsia fthis studyg
Hen Aoune. lunisia {this study)
Hen Aoune, Tumsia (this study)
Ben Acune, Tunisid {this studyi
South Austraha, Dr. J. Howienson
Austraha, Dr J Howikenson
Western Ausiraha. Dr J Howienson

Austrahu J14)

Umited States "[4]
France {10]
France {10]
France %]
France |25}
France {15]

France [35]
France {10}

Aude, Frana 749]
Syna {14]

Symia i14]

R6
b
Ko
Rb
)
R7
K2
R
®1
RI
Rre
RX
Ry
Hx
Rl
R
R
K’
R3
Ri
LS
R
R
R
R
#2
Ra
®i
&S
Rl
R
Ro
R3

R2
R3
R
Ri
#i
Rl
Rr2
R1

Kz
R2
Rr2
r4

NG
N9
N
N9
Ny
N2
NI
NI
N1
NI
NI
N4
N4
NI
NIio
Ny
Nl
N9
Nio
Ny
Nty
N9
NIy
N9
Nig
N9
Ny
NI1O
Ny
N1o
Ne
NG
NI

N1
M1
N1
N4
Nl
NI
N4
N4

N2
N2
Nz
N3
N4

modified according to Don et al. [13] Ininal denatura-
ton was performed at 95 *C tor 3 min and was followed
by 20 cvcles consisting of denaturation (305 at 94-C,

annealing (303 at a temperature decreasing by 0.3 ¢
cyvele from 63 to 35 °C). and extension {72 -C at 2min.
The anneahkng step was mamtamed at 33°C tor the
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tollowine 25 cyeles. On completion of the 33 cvcles. the
samples were mcubated for Yo st 72 O and ther beld
at 4 ¢

Alzuots of sbout Hipl PCR amphticats  were
restncted by Ol Haelll, Mpl o €331 glor the
KD tepion onlyl endotockases ws tollowing  the
tanlfaciuret s recommendanons {Mromeps, Beropen-
tee) Restrwoted DNA wis ther znalvzed by aparose pel
electropborens as previsly desenbed 16, Clustenng
from POR-RFLE dats was estimated with the Restsite
program {28 baswd on the unweiphted par proep
mzthod witk anthmetic weeraees (UPOMA YL 1Y and
peiphbor-inmee {NJ 1 367 methods,

DAY hvbridization

Bucwnal DXNA was extracted hom J-dav-old [3-ml
TY broth culiizy oy deswcribed by Brenner 20 sl. B
Total INA trow the stran 5. meelders ATCUYHT was
labaled by rasdom-pruminge wsing 2 Meapaprimebit
{Amershami. Levels off DNA relatedness wers deter
mited wapg the St ruelease richlomacetic aad inethod
£077 3t the oprmsel emperature for INA rcassocanon
MOt bRk

Phenotypic tess

() Coreneth charactersdes. Grawth capacity at ditterent
pH salues and temperatures and  tolktance o
wdidm chlotde were determmed. Strains were
pre-cultured 1 YEM broth at 28 {7 o the lop
phase: the cells were then washed onoz with (8%,
NaCl solunon and resuspended. Tubes contaimng
S-ml YEM bioth were inoculated to acluese at
isitil optical deasity at 60K g 30, of betwaen
AN 01 The tubes were incilated Fol 1 week and
QDo values were measared. Nal’l concentranons
tested 1 YEM hioth were 94 %0, 34005, ad 50075,
pH values of YEM broth were adjusted o <40, b8,
T4 aed 94 by wddinp HOL o NaOH. Growth
capacits at 37 and 42 O was Glso delenninad.

ti Antdwoe aoceihifin) Intoinsic antubioue resstance
125ty were pertormed by peasuenine inlubition 2o
diameters oo YEM apar plates with the following
pnubione discs (hioMerieus. France), malidiae acid
1B el chloramphenwcol (30 el neomcin (30 g,
penicilin G h umisl, polymyun B NP cotsh
streptomnvein {Hpel, tetrasschie 30 pet and vanco-
wivat 3k ppl Fests were pettormed in tmiphcate and
the susceptibibey of the strons was dedwced from
the antibtoptams (bioMVensux) on the hasis of the
inhubwnioe 200e diameters.

It Buschemical amd dusanegraphie fess. The assunila-
tion of 44 diftetent catbon sources was datermuned
on APIMHH stips witk APISICHB  medium
thioMenieus s witl phepol ted s the pH indicaton.

Strams wete inoculated 3« recommemtzd by the
mattklacturer amd wmicubzted toe 7 duvs a1 28 .
et Numwrivad analysc: The simulanty betwesp each
posatble paie of isolates tested tor avxanopapluc
and biochemncal characteristion was estimated by
comparing the phenotype vanables by uuny the
Jaccard similanity coethwient 40, Clustenng was

pettoniued by the LPGMA method

Fixatwn and mdulation lesis

lsnlates and refetencs strains belocemp o ditterant
POR-RFLP types were rested tor the abuliy o fia
pitroges oo M. knomata tecolspe from Tugisial
M polimorsiu f2eotvpe tiom Combuollaes, France),
M rruacatnde tecolvpz o Var, France! and
AL aamaeer {eoolype trom Motoceol 1o sddinon. the
sttanr 14 was tested oo Medicdaue sativa. M rmure,
M. oarhorea, M. aewelsta. Trigomeflu tomggrecum and
T hatarae, Seads, plants acd bactere were prepared
accordine o previously desenbed  procedures (1O
Seadliees were prown o plass tobes contartne 2
nirogen-tree nutnitive soletun and kept 1o ¢ orowth
chamberat 22 Cdunep the day and I8 Cat tupht wath
s ik photoperiod sud 6 0% relative  humidity.
Ten plants were tested tor eoch isolate or stram. Plants
werz recorded tor module formstion B o 4 5-weeh
penod and etfectiveness was <stunated hy weiphmp
platit top dry matter. Uninoculated plants and plants
terulizad with 3 M CaiN0, 1, were included a5 controls
i all the plant  ests. Apalvses of vartance were
pertornrd wsine Stansuca. IDitterences were considered
siprtficant tor Pvalues of < 05,

Nuclestide sequencing of 165 rRNA und wodd 4 genes,
apd sequence analysis

S TDNA ot stran ' and acdd of sewns C1F and
Tell were amplified under the condions described
above, The primers tor anpliteanon of sodd eoion
were nodboxSime |ATC GUA GAT GAT CGT TAT
CCund NodBirSmoe St Rps (GUGR CCG TUR TCR
AAC GTO AGO TA} seording o Moalny et sl |29,
PCR products were puritied trom aparose pels using
NMAcuick spin columny (Qagen 1nct. They were
sequenced with o Jay dve-dideoyw ternunator oycle
sequenctnp kit (PerkusElmer Corpar 1z an awiomauc
laser finorescent 1INA sequencer (Perhe-Elver ABI
PRISM mndel 310, Raw sequenoe dats were displaved
ahd assembled with the propram Secuence Navigator
{Perhat-Ehnerl. Database searches wete copducted s
the Nauonal Center For Biotecheolopy Intormation Web
page using the BLAST-N 24K packape proprans (12
IDNA seguences were then alipped usne the propram
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CLUSTAL-X version [-83 [41. Phyvlopenetic analysis
was conducted by wsing maximum bkelibood (ML
approact. with  PAUP*  erston 4.0b1) gtrom
D.1L. Swoltord. Smithsomtan Insttution. Wastlunpton,
DO USAL For medd phslogeny. the best itting model
of DNA evoluhion determined by using Modeltest 3.06
132} was the HKY RS - G model [18]. Model parameters
were a5 tollows: transiton transversion tatio — P47,
nucleotde trequencies (A4 — 02006, ¢ — 02615, F =
G307 T — (L2282, shape parameter {alphay — U711,
Reliahility of nodes was estimated by ML bootstrap
percentapges obtained after 10 peeudoreplications.
pertormed with the previously estmated ML para-
meters, an NJ starung tree and tree-bisection-reconnec-
non branch swappunp.

The EMBL.GenBank accession numbers for the
sequences oA reported in this paper are AJ441287
atid AJ4I2RK

Resules
Isslation of rhizobia

Sixty-eght 150lates were obtained amd puritied from
nodules of M facinaia atter trapping from theee French
and five Tumsian soils. All were (solated from typical
cyhndrical nodules with apical and persistent menstetn,
except for the 11 i1solates obtaned from the two soils
tromn Herault and Saint-Bawzille (HLI-4. S2L1-7
Table 1. Only small round nodules were obtained from
these two French soils; 11 of them were ctushed to
achieve successtul bacterial isolauon.

POR/RELP analyses of 165 rDNA-LGS and mfRD
regions

All M. lmnista isolates were identified on the basis ol
the PCR-RFLP of two regions: the 165 rDNA-IGS and
the #ifDK amplficat DNAs. By combining all the
reslriction patierns obtamned for the enzvmes we tested
fie. Clol. Huelll, Mspl for 168 rDNA-IGS typing and
Ctal. Huelll. Mypl. Ctr131 tor mif DK typing). we found
that the A% bactenal wolates trom M. fuciniasy could bz
grouped 1nto six ribosomal types (RL R3.R6. R7, RY and
RY in Table 1) and seven sif tvpes (NI N4, and N9 to
N13). Examples of each restriction pattern of dipested
rbosomtl and A DNA amplicons are provuded in
Figs. | and 2, respecuvely. The resulung ribosomal tree
{Fig. 3a) showed that bacterial 1solate tvpes were closely
related to 8 meldoti relerences. In contrast. the aifDK
relationships (Fig. 3b) exhibited by all the 37 M furiniata
isplates harbonng types NY and NIO are markediy
divergent from the references ot S, melifori and 8. medicac.
The tl remaning isolates {HL1-4 and S2L1-7) clustered
with the s/ types of S, mefilosi references.

DNA/DNA hyvbridization

To confirm the taxonomic positton of M fucimatu
isolates, labeled DNA of swam S mefior’ was
hybndized with DNAs extracted from a wtal of 15
isolates from M fucomara (C4. CH5. CIV2 HLL 8211
Tell. T7LE-2. THL6G. TULL, TIGLE TI10L4. WSM2535.
WSM4RE,  WSM4kn) 1plus 5 reterence stramns  of
S meldor (ATCCY930F, RCRXMIL and 8 mediue
IAIT, M3, MI04). The data showed hiph DNA
homologies 173 90%a ) with all the 15 M. Lecomara isolares
and the strain RCRIVED {88%) whereas they displaved
low I2NA binding {37 41%:} with DNA from the species
5. medicae, Thus, M. laciniara i30lates belonped to the
same DNA homology proup of 8 melfilosi.

Phenotvpic tests

All the isolates and the §. melilon o 8 medicae
reterence strains tested were tast prowers. They grew at
28, 37 'C but not at 42 °C and at pH 6.0 and 4.0 but not
at pH 4.0, except for 8 meliloti 2001, 5 melilon
ATCC99307 and isolate 211, They also grew in YEM
broth with 3.0% Na(Cl but not with & 3% Nalll
concentrauon. All isblates and strains  tested were
resistant to chloramphenicol and they all displaved
sensitivity to tetracyeline. Intninsic resistance Lo penicillin
G streptomycin neomyein. vancomyein and polymycin
B were variable. as shown in Table 2. Their resistance to
streptomycin distinguished isolates from M. laciniaia,
All isolates and strains assunilated the 33 carbon sources
tested: L-arabinose, ribose. p-xvlose, adomtol, #-methyl-
p-xyvloside, palactose, glucose. fructofe., mannose. sor-
bose. rhamnose, dulcitol. inositol. mannitol, arbutin,
esculin, salein. cellobiose. maltose. lactose. sucrose.
trehal ose. melezitese. ratlinose. xvlitol, turanose. lvaose,
tagatose. D-fucose, L-fucose. p-arabitol, t-arabitol and
2-keto-gluconate. None of them assimilated inuhn. The
assimilation of 13 other carhon sources revealed dittereat
bacterial responses. as shown in Table 2. The numerical
analysis based on the #6 characters of phenotypic data
showed that M facisiarg 1solates were intenmninpgled with
the members of S mefifon {data not shown and could
not be separated on the basis of biochemmcal and
physiological characteristes.

168 rRNA and nod 4 gene sequence analysis

The 165 rRNA pene sequence of strain (13 {tvpe R6).
which displayed a different chromosomal pattern o the
reference stratns {RCR01E and ATCC 99307 (Fip. 3a).
was 100°5 identical to the sequence previously reported
tor 8. melilon 1021 (ALSZITR2) with an R3 type pattermn.
Isolates Cl4 {tvpe N9} and TeL1 {type N10I were chosen
as two distinet representanve microsvinhionts of the
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Fig. 1. Restnainn patierns of PCR-amplified fragment of 168 rDNA and IGS revions digesiedd by (ol Haelli (a), and Mspi tb).
Lanestor (i) (ol pel; IR, Ré, R& and RY types, <2 R4 type, <3 R3and R7T tvpes, o RS type: 230 R2 type (i) Haelll el bl R 3
b2: R4, h3 R9. h4: Rl and Ré hS: RE, ho: R7, h7: RS i) Msplgd, ml: RY, m2 Rl,m3: R2and R4, m4: R4 m5: R9, meé: R6, m7:
R&. M: mokvular mass marker VI (Bechringer Mannheim), 1114, 900, 692, 501, 489, 404, 32 242 190, 147, 124, 110 bases.

M. laciniata bacierial dichotomy as revealed by nifDK
typing {Fig. 3b) and their complete nod A sequences were
determined. The nodA sequences were computed and a
pbylopenic tree was constructed by the ML method.
Isolates C]4 amd T6L! grouped with LSDA 1170 an
other bacterium fixing nitrogen with M. rcimara and
these three strains were markedly divergent from the
other S. metimi und S medicae as supported by high
bootstrap valuzs (Fig. 41. This was consisient with
clustzring data obtained by PCR-RFLPY data on the
AifKD DNA repton. All medA peoes were 391 bp long,
correspornding to 196 amino-acids plus a stop codom.
The protein seguence ientities of isolates Cl4 and ToLI
were 93.4% and 94.4%;_ respectively. with the seguence
of S melifori T21 (spontaneous resistant mutant of
RCR201lstreptomyvein) and 97.4% and 939%. with
those of §. medicae type strain.

Fixation sod nodulation tests
Whatever the chromosomal background, only isolates

with N9 and N0 mifKD types were able to fix nitrogen
etfectively with M. Jfueinizta {Table 3). In contrast,

straing of 8. meftlorf barboring plasmidic nifKD types
otber thar N9 and NIU. such as NE. N3, NI12 and N13,
and strains of S. medicae. induced 1netticient svmbiosis
with M. lucimiara. since shoot diy weights were not
significantly different from uninoculated control plants.
These inefficient bacteria did not elicit tvpical cvlindrical
root nodules. Strains of S. melilfon trippered small round
nodules whereas S, medicae strains showed o0 nodula-
tion or rare white swellings. Sinorhizobig isolated from
rudimentary nodules on M. laciniaza (HLY, S2L2, and
S2L4) could anly occastonally triprer small non-etficient
nodules on their original host plant under the experi-
mental conditons wed {Tahle 3). Ethaem isolates
on M. laciiota did not share the svmbiouc trait
al’ 8 medicae of fixing nitrogen with M. polymorpha
{Tuble 3). Toevaluale the host plant spectrwm of strains
efficient on M luctmiata, we tested the strain Cl4 in
association with seven other Medicago and Trugonelia
plant zpecies. 1t lormed only non-efficient rudimentary
nodules on Medicago sativa, M. murex, M arborea,
M. acuelata, Trigonella fenugrecum and T, balfansue,
although high N-fixation was obtaired on M. samagei.
This particilar fixation trait was  confirmed  with
additonal isolates and strains. Seven of the isolates

67



M.D.C. Vilkgas et al. / Systematx asd Appliod Microlsology B (NI IE—ER

Haeill

XII. Article |

Mspl

3 hd

ns  ne

M
-
—
]
T
| ——
——
— -
ik it v R
M= | —
4]

Fig. 2. Negative images of ethidium bromide-stained gels showing restriction patterns of PCR-amplified fragment of the nifKD
region digested by Haslll and Mspla), Crol and Crril(b). Lanes for (1) Haelll pel; h1: M9, h2: N10, h3: N1 2 hd: N1, N4 and N1
hS: N13: hé: N2 and N3 (0) Afspi gel ml: N9 m2: N1O, m3: NI, N2, N3, Ni2and NI, m4: N1I, 50 N4, iy ol gel; ol N9, 2
N, ¢ N1, NG and N2 od: NI cf: N2 and N3 ) CrL3 gel; arl: N9, or2 NG cr NEUNG, NE2 Nidand NIL erd: N2, o

N2 M: maleculsr mass marker VI { Boehnnper Mannheim).

ettective on M. faciniara (C14, T6LE-2, T7LI, WSM233,
WSM4R4 and 486) were also found to be effective with
M sauvagei whereas three isolates that were inefficient
on M lacimiata (HL1, S2Li, S2L4) were not able wo
nodulate M. squnagei etther {Table 3} S mefdosi RCR
2011 and S medicae A321T were not effective in
N-fixation with M. faciniria either.

Discussion

All the bacterial isolates obuined from M. faciniaw
belonged to the species S. meltlori. They displayed a

diagnostic pattern of RFLP on 168 rtDNA-IGS that 15
characteristic of 8. melifori. DNA/DNA relatedness and
common phenotypic features validated this result. This
conclusion was consistent with the case of ome strain
isolated from M. sativg and symbiotically effective on
M. lacinima (CC2003) which clustered with S. melilor
members in multilocus enzyme electrophoresis analyais
[14]. The genenc relationship of the M. lacimara
bacterial group was confirmed with 8. meliloi by the
absence of any varmuon along the 165 rDNA sequence
of the isolate Cl4 compared 1o the sequence ol strain
1021. Because the strain Cl4 displayed some variability
in the 165 rDNA-IGS region compared with strain 1621
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Fig. 3. Dendrogram- (UPGMA ol genetie relabonship- belween Sinorkizoption sp. {AM Scmbaia wabites and 5% mrafilori and
§ medicae relerence strains estimated on the basis of the POR-BEFLP prohles from 165 rDNA-IGS amphhed DNAS (2 and »itK D
amphhed DNA b)) Numhbers of solates from A Jaciniate are pnven between brackets.

by POR-RFLP (B 3} it can be concluded that the
diversity we abserved un E6S tDNAGS repion of
5 emeiddon v harbored by the 1065 part. In a similar
manter to other 5 ol stras. Golates 2ftecuve v
M Aucorata are tehably distinpuished trom mambers of
the species § rwdicar by svinbionic (Table 31 and peneuc
Chutt acter s Ues.

Ahbouph they were sery smilar to 5 snelther) at the
chromozomal level, Ntiaing tolates on A Jucoiai
eshibited ditterences atwibutable 1y diverning svmbioue
rals. They swete ceatly dentified tron the clasacally
detimned N melitori poup repreented by the two closels
related stamns ATCCY930T and RCRM: acoordine 1o
their nehD tvping data. acdA diverpences and svimbotc
properties. They probahly show diwerpences on othet
close ssmbiotie pene marhers sueh noedC and ned D) as

described tor the sttam 1213 of USDATRZS efficiert on
M. luctrmuta .6, They were able 1o fix mitropren with
A Aacouwa. unlike the cvpreal 50 pwfilod sttams. 1o
contrast they were nol ettactive sith AL rromecfuly
although members ot the species S0 pwfilon and
5 medicae were . In addivon, the results suppest that the
mtrogen-tixslion capaciies by sinothzobui ot AL -
niaa and AL sauiager are stronply linked, As M. fucoriurg
atd ML saurwaer are two closely relaed medics furnmine o
coherant group aocordinp t cross hyvbndizauon potent-
alines [38 and nbosomal spacer analssis [3.67 we obuerve
in this particular cuse, that a close host plant relationsbup
does telate o rhizobial speaticiy. Svmbaotic trats of
sinot lzohi ethcient with M. focinesta arz dishingu shable
from these of A medicase strags. which remmm the only
svmbionts eftective oo M. poiimor s,
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‘Tabk 2 Phenotypic differences between the three ditferent groups of sinorhizobia nodulating Medicago

Group i Croup 1t CGroup 11
Besignatuin 5 mefiinn N medrae 5 npwllon by, medicagenis
Uvpe strain ATCCoaT AT 4
No. of slrans tested A 3 ] g
Antikiotic sensitility”
Streplomyan S i R’
Neamsein i 154 1
Polvinyxin B 1 5 Y
Vancomyan R S R
Urdization of
Gityeerol - d {+1
Ervthntol - -1 {1
p-arabinose 12 + >
L% ylorse - d -
Sorbitod 1M + -
a-Methyl-p-mannpside - -+ -1
a-Methy l-p-glucosde i—) - d
N-acetyl-plucasamine ] -+ -+
Amygdalin - d d
Melibiose + d -
Starch - d d
Glyengen - d d
Centiobuse D -+ +
Cluconale (5] d {+1
S-kRelo glucnnale 2 d +

Results of 1ests are imbicated ax follows.
*All the Bolates veated la plasmid type N9 o Niv

"R tesistant {damewn of the mhimton zone < {3mm for strepomyat and setiyeis, << 15mm for palymxin B, <17 mmn for vancomycin),
5. senative (daameter of the indubition zone. = 13 for strepromyan and polymyxin B; 217 s for moomycin amd vascomyciny, [ mtermediate,

(81, TR0 of st abw sowitive, d up to [0%: ssitive.

P4 at kast ¥ of strams positive, { +), -89S of sttains positive: d. X-75% of strams pogitive, (). 11-25%} of suains pogitive; —. up 1w 10%

e

£ b Grvioks

B ot b rowidon)

:
H

: 5. mealaty b msdicag)nis

al Cid

Fig. 4. Phylogenehe tree based on the madd sequences and
vonstructed by using the ML method. Boalsirap percentages
dre piven at the brinching pant< jp= 100 rephaaless
Cenbank  acosssion numbers are as  follows: AEON?237
(8 meliloti 1021), AROINAT? 4N melilati (4281 XN01649
15 meliloni Kmdl), AFMN220 (N malifori L5-X)), ATMWIZ32
(5 meliloti ORSIBT], ATMIOZ2L §5 melionr USIXATTTO),
ATHNZ2I 4N medwae A3TL AJ0225 (5 madicae M),
AT (R mongolense USDA 184, NO3T2L (R legumi-
nasarum by, tnfolil ANUB) was used as a rool.

Althouph soils were sampled from sites of the
Mediterranean Basin, oot afl of them contuned
N-fixing rhizobia with M. favintra. North part of the
Mediterranean area (France) seemss to be only partially
colonzed compated to the southern part (Tunisia)
where AL luctniurg or M. sauvayget plants grow more
frequently |24.39] When N-effictent populations wete
absent in soil. M. fovimaie plants tapped few steains of
S melilori with new variant adif types closely related 1o
the reterences strams of S medidore but wiuch were not
necessary efficient on M. frumcuiida as most of the
tvpical steains of S0 mefifori and medicae. Such pew
S melilon vecruited by an exopenous lepume and
showing a parasitic behaviot on M. faciniura could be
more adaptad to an other native Medtcago lepume. Yet,
when N-efticient sinorhizobia were present in soils. only
efficient 5. meldon by, medicapins were collected with
two svmbote types in Tunisian soils (N$ and N10) and
one of them n French soils {NY). Populations of
N fiving sinorhizobia associated to M. laciiata are
therefote pecpraphucally structured which could be a
tactor hminng the expansion of the host plant which
catnot find valuable mcrossimbonts.
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Table 3. Nedulabon and mitrogen fixateon of sinorhmbia isolates and reterence strams with M ladnizta, M pelrmorpia,
M otrnramde and M osaviages Ribosomal and 27 oepes are i bracket

M arwiaia

A polvmorpia

M. teuncanda V. sseraai

Simnthizabium sp. 1 faaninn

U1 { RN e i
CHS §RANY B nt*
CHIZ RHND 2 nt
CIVZ {RENW k nt
OV RENS h nl
THLURINLED I T
TR (RINTY B 14001
701 RaN 3 13
CFL2 VRN i T
THLs {RINLD I8 L
FLULL {RANY 1 14
HL1 (RINID IXURE 1{1.in
S2LL R AN LAY filin
S04 {RINTLY PRI nt
WHM 25T R AN, 18 I
WM (RN i il
WSKIdRG (RN i nt

5 meliford

RORXIL RN LR p-1
12 R AND 14140 HER RN
ATCC99T IRIND it Nt
ALIOE JRINGY 1400 ™
VIIA IR I T e
CTLE ORI N IR r
CPTH R IND il i
VIT44 {1140 nt

S mwediine

ATFIRIMNZ AN !
P4 (2N bl b
VA IRANT IFURN B

M RAND n £
AMIOd {R3NL) T4l i

) i
] ni
nt nl
ni nt
nl nt
il i
() i
{ b
ft nt
nt nt
nt nt
i. G
£l 3l
1.4 gi
ni 1
{ 1§
nt i
S 4
nt nl
1 3 nl
g4 il
o nt
1 nt
R nt
nt nlk
[ TR
| O nt
§d nt
9 nl
nt nl

TE. offoctive ez (e shoot diy natter woghts of plasts wese sewficanthy ddfe st tom the Droonlated contol (P =i, Lo fioctive
syitibiont (e shaot 1y eatler stk of (dant mocelatod did et differ teon thowe of the emmoc sbitod phasts 18 = G0l valms i boackets aie
the prpaoton of medobited plant 3, o eod ke Uhbwocsbited contab wore witliont wod wles.

"Bt naat teited.
“Aocordsng 16 Nfwanon dats of Brse-tetal 711
“Acandnig b M figdon dats of Rooe ot 3L T3]

The term buwar w thizobi species wus comed o
reter o laaonomie  intrssebspeciic divizions  with
dishinet symbiobe properties and svmbroue plasids
ot petes with o awmilar chromosome  backpround.
Biovar- wete hased frst on podulatine and non-
nodulating abilities, and then they were extended 1o
tisaton abafines {2333, Now with propress in pene
iypiiie and phylogetes. hiovary are stronely suppested
by pinloreny comaparmon of bouse-heeping penes and
symbiotic otres gs the sttan tormetly numed M i
shows typical genetie propertes of a "biovar Tot™ an
the species M. Auutsd |420 Thus in carrent thrzobial

swalematics. becsuse of differsnt Lost ranpes presentn 2
single species, a total of 13 bovars bave beer: detined in
12 specten by, viciae and itold i B luwennosarum
2t} by phaseoli 1w B leuuminesarum (211 R gallicum
120 R urardinee |2 and Koedh (375 by, seshaniae n
5 wrangae |26 and 5 sahelense 17190 by, acaciae in
S terangue 12600 5 suhelense T ard S mielilens 130,
by, pallicumy i R gufficwsm (2. v, pusrdicn e
R giardemir |21, b mumesae 1o R edde 48] by, onetitalis
and officitals 1t R gadegae 335 b, tenpe s M. Auahuei
nodulatng  renpe-sou jAstragalio semce ov. Japan)
3315, b, genisteratsmy e B jupoaccur and
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8 vanurwnse |37) and by, plyainearum i B japoncum
and B. fuoningense |47 This classihcation 13 important
tor the uset who needs easy idenntication of rhzobia tor
wie in leputne crop optimizing as the svstensatic diversity
of bacteria nodulating legumes is widening and not
alwavs related to host plants [11,29.445 1t s theretore
convenlent to create two new biovars for & melde
(1 the bhwovar medicaginis [NLL n. Medicapo-ns.
wientific name of a botamcal genus: medicapiniz. of a
plant of the penus Medtcuyo. symbiont of Medicuyo
lacwmigtal which encompasses smmorhizobu showing
N-haanon specificity with M facttiaia and M. sauvayer
and represented by strmn Cl4 and (i) the biovar mehlot
which clusters  the classically  known S peefiheri
strains {211 represented by the strains ATCC99307
and ROR 2 |, efficient on M. sativa and M. rrumcatuda,
and forming no nodules of only ineftactive ones on
M. uconfata, This subdivision s conhrimed by
different  plasmid-encoded syvmbiotic genes  present
In a unitorm chromosomal hackground belonping o
the species S mefifon nifDK and nodA seyuence
orpanizations itlustrate the penenc subdivision within
85 melilori.

N-hxation speciticity in Medicago annual spaewrs 15
cutrently performed by rhizobia which can belong to
two difterent genera [12.43]. three different spectes
[£2.353.43] or two biovars. Thus, as for other legumes
such as sovbean, acacia and common bean. rhuzobial
symblonts associated with Medicago spp. are taxono-
micalls heterogeneows. The history of the evolution of
microsvinbionts with Medicago species 15 therefore
polyphvletic and adaptation stratepy seems vanable
according to their host plants. No particular single
chromosome seems to be required for a predisposition
o Medicage symbioas and the latter may have
oripinated at different times and for diffetent Medicayo
species. butther taxonomic and phvlogenic stadies will
b helptul 1o elucidate coevolution between medics and
their micro-svnbionts.
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Abstract

We investizale the penetv striwmire and modecuku selectien pattern of o sympattic population
of  Smewfizobin meltilon and  Sirerhizobin medivar These bactena i nitrozen n
assoviaton with piants of the genus Medicago. A set ot 116 isnlates were obtamed from a smi
sampie. from roo nodules of three groups of plunts represenung amengz-species. within-
species and intra-hne diversity in the Medicage genus. Bacwena were charactenizad by
sequencing az seven loct evenly distribuied along the genome of bath Sinorfu-obium species.
covering the chromosume and the two mevapiasmids. We first test whether the diversity ol
host-plames influence the bactersal diversity recovered. Using the samp dala set. we then
analyze the selectzve pattern at each Iocus, Thers was me relationship betwesen the diversity ot
Medicago plants which were used for sampling and the diversity of their svmbionis. However,
we found evidence of sefecuon within each of the two main symbiotc remons. Incated on the
twa difterent megaplasmids. Purifying sefection or a selective sweep was found te neeur m
the rod genomic region. which mcludes genes involved i peduiation spaciticity. whereas
bulancine  selection wus detevted in the exe reginn close o genes nvolved wm
exopolvsaccharide producuon. Such pattern likely reflects the interaciion berween host-planis
and bactenal symbeomis, with w possible conflict of interast between plans and cheater
bacterial genotypes. Recombinadion appears to occur preferentialty within and wmong lowa
bicated on megaplasmids. rather thun withe the chromosome. Thus, recombinatzon mav play
an important role m reseiving this conflict by sllowing ditferent selecuen patterns at difierent
bt
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Introduction

Host selective pressures and lateral gene transfers are key mechanisms that shape the genetic
populaton structure of symbiote microorzanisms (Tibayrenc., 1996), Understanding their
respective ifloence on the diversttication of rluzobia. which fix nilrogen n symbiosis with
Fabaceae plants, 1s critival to manage the gepetic resources of these ecologically important
bacteria. Among the vanous symbiotic couples that are used to study the Fabaceae / rhizolua
interaction. Medicago sp. / Sinorhizobium sp. is a particularly interesting one (Cook. 1999,
Medicage rruncanda is an emerging model system for plants that interact with symbiotic
nmucro-vreanisms. and the gene nch regions of the genome of M. wruncanida are currently
heing sequenced 1 Young e @i, 20053 On the bacterial side. the complete eznome sequence
of the strain 1021 of Swmorhizolium melilori is avallable (Galibert ¢r al. 2001). and the
tiipartite genome  architecture of hoth 8. melilon and Sinorhizobiuwm medicae has been
described by Pulsed Field Gel Electophoresis analyses (Roumiantseva er al.. 1999, Their
gepome comprises A chromosome and two megaplasmids called pSymA and pSymB. The
sizes of these different replication units are respectively 3,65 Mb, 1.35Mb and 1.68 Mb in
S melilori strain 1021, Furthermore. these replication units display distinct functional
features. Indeed. w hereas housekeeping genes are located on the chromosome. genes involved
in secondary metabolic pathways are lovated on both megaplasmids. pSymA harbouning also
nearly all symibiotic genes,

Sinorhizobium melilond and S, medicae are the sole symbioms of Medicage species with the
exception of Medicage rutherica ide Lajudie e al.. 1994; Rome er al, 1996; Van Berkum et
al.. 19981, More preaisely. Medicago species can be clustered in four groups depending on
their symbiotic partners: (¢) species that establish efficient symbiosis with both S. melilon
biovar (bv) meliloti and §. medicae. such as alfalfa. Medicago sativa. or M. rruncaruiia; (i)
species that interact solely with 8. medicae, such as Medicage polvimorpha: iiii) species that
interact with specific S. melilori strains, such as Medicago laciniara with S. melilon by
medicaginis (Villegas er al.. 20000 or Medicago rigiduloides (Mawron. 1991y (iv)
M. ruthenica. which is specifically associated to a biovar of Rhizobium gallicum (Silva er al..
20051, imually defined as Rhizobum mongoiense (Van Berkum ez al.. 1998). The diversity of
bacteria sampled from nodules should thus depend on the plant species used. Moreover.
within a species. the plant genotype may also influence the symbiotic diversity of
Sinorhizobium sp. as suggested for Medicago sariva (Paffetti er al.. 19981, However. to our
knowledge, no study has vet addressed the influence of the diversity of host plants on the
rhizobial diversity that can be recovered in one soil sample.

Besides host plants. sexual behavior may also influence the genetic structure of bacterial
populations.  Previous studies have described genetic  differentatton  and  restricted
recombination between the two Sinorfiizobiwn species (Eardly er al, 1990; Maynard Smith er
al.. 19931, More precisely, Maynard Smith er al. (1993y first sugeested a rather limiwed
recombination rate between two distinct clusters of 8. melilon strains, but a nearly panmictic
ii.¢. no linkage disequilibrium) population structure within each one. Later on. Rome er al
(1996) described these two clusters as two sister species. S wedicae and 8. melilodi. However
a recent study reported significant linkage disequilibium among most of the molecnlar
markers used to characterize S meliior strains isolated from Medicago species in Central
Asia (Roumiantseva er al. 2002) Such discrepancy between the patterns of linkage
disequilibrium found in both swdies indicates that the genetic structare of these bacterial
species is not clearly assessed. Indeed the spatial distribution of rhizobial diversity is likely to
have a strong impact on the esumation of their sexual behavior. Clearly. if gepetic drift is
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acting independently among solated populwtions. it will inerease hinkage disequilibrium
measures at the level of a group of populations (Tachida, Cockerham. 1986y For example.
previous studies used this linkage disequilibrium property to stedy different:ation among
populatiens of Riizoliem fegumincaarum (Souza vr ol 1992 or Helicobacrer pylori (Fuisush
et ol 2003 Warth er al.. 20041 Thus. a focal sampling of o rhizobium pepulation may be
usetul to estimate the extent of cenetic exchanee at a local. scologicat sealke.

The purpose of the present sigdv is o refine hypotheses about the populiation penstic st ture
of Sinorlizobion melifor and Somedicar symbiotic bacteria, and w mfer then sexual
behavior at a lucal scale, A single soi; sample w as pul into contact with three sets of plams
cluding: o/ twenty differens species of the genus Medicago. ui) tvwemy ditferent lines of the
species M. rrepcanda and i 20 individuals of the same fixed hine of M. rrncarada, thus
epresentative of thrae levels of doersity within the Medicaee soenus One hundeed and
sixteen bacterial sirains were solated from plant nodules and characterized by mullilocus
sequence analysss (IMLSA L whch 1s an approach akin to mult:tocus sequence typare (Maiden
er af. 1998 The aims of the survey were” i1 o exanune the impact of the diversity of host-
plants used wr sample thizobia on the diversity of symbintic bactenin ssnjated from thewr
nodules, 111w test whether selectsve or demosraphic constraints have mbiuenced the patteins
ol gepetc diversity 1 the bacterial population betore the sampline experimen: and iy (o
mvesugate the sexual behavior of fsolated strains within and ameng replicadon units.

Materials and nwethods
Iscdaw ion 0 straim

Ome liter of top snil was sampled at Sarme Colombe 'Eslise 1n the south ot France (longiude
02°45°26" East — lautude 42737597 Norzhy The sampling site 15 lecated walun a
Mediterranean climate arca. at the margin between an olive wee plantauon aad o Quercis ifea
warriewe. The local site tlera included Medicage rruncarida and Medicavo minima which both
mteracts efficently with S, melilon or S, medivae and Medicage pelvmorpha which forms
nitrogen-fixing svmhiosis solely with S, medicae. No Medicage sariva fizlds were observed
nearhy the sampling sie. We selected three plants sets: (i) twenty plants balonging w twenty
Medicago species chuesen so as Lo represent a lange phylogenetic. life-history and svmbiotic
diverssty within the genus 1 Bena er ol 1948a: Bena ¢r al., 2005; Bena er ol 1995b) iGroup
B Gl iy twenty plans belonging w vwenty M. rrencarule lines chosen so as w represent a
wide range of geographic origins (G2, (10 memy plants from ¢ single fixed genutype.
Medicage runcarwda Jemalons A17 1G3y The soil sample was homoseenized belore the
experiment, and aliguets were put inte contact with seed genminations (Table 11 Seeds were
surface stenlized with caleium hypochlorite 5% (weight/voiume tor & numees and rinsed
with sterile water, Seeds were then germinated for 72 hours on 1% iw/v) agar mediem. Each
plant was transterred individuaiiv inte a Gibson wbe. Gibson tubes were previously nine wenth
filled with vermculie and 25 ml of mtrogen-troe plant nuwrient soluuon. Tubes were then
amtoclaved. and subsequently completed by addition of one tenth ot soil aligquot. The tubes
were then moved into a growth chamber at 22°C day / 18 C pieht. with a La-hour photopenod
and 50-60% relavve humuduty. After two months, symbictic effectiveness wis esumated hy
visudl chservadon of plant vigor foliage and nodules colors. All nodules were harvested. For
each plant. vwo nodules were surface sterilized using calerm hypochloriie 14 iw/v) for thiee
munutes, then rinsed three times n sterile water. Isolaton of a sinele bacterial sirain per
nodule was pertormed by ihree successive sub-cultures on YEMA solid medism 1 Vincent,
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19705 of isolated colony starting from crushed nodules. Bacterial strains were preserved at -
80" C in YEM medium supplemented with halt volume of 60% (volume/volume 1 glycerol.

MLSA marker desien

We focused on seven different antergenic spavcers (1GS) evenly distributed along the
Stmoriiizobium gepome 1Fig 1. Table 21 thus allowing the measurement of linkage
disequilibrium both wathin and among replication units. Selection on closely-linked coding
sequences, such as symbione genes, should mfluence 1GS polymorphusm through hitch-hiking
effects (tMaynard Smith. Hargh. 1973, allowing us to detect the waces of selection events
occurring at linked coding sequences. even with non-coding sequences. Conversely. non-
coding, IGS sequences. might be more polymorphic than coding loci ones. such as the recd
eene previously used to study the diversity of Sinorfiizobium sp. (Bena er af.. 20051,

The seven markers used here included three chromosomal sequences (IGSgprp. IGSFiag. and
IGSyss). two pSymA sequences (/GSyop. {GSgagt and 1wo pSymB sequences /G Sgxo.
IGSmyry. The main bacterial metabolic pathways involved in symbiosis have been extensively
studied (Perrec er al.. 20001, These pathways can be categorized in two classes that have been
proven te influence symbinte phenotype: i) genes involved 1n nodule organogenesis and the
synthesis of Nod-Factors (NF). such as ned. roe. nol genes (Spaink. 2000); (¢) genes coding
far the synthesis of surface polysaccharides (LPS. EPS. KPS). such as evo (Reuber. Walker,
19U3) or rip (Keresze er al.. 199K} genes which limit plant detences (Mithoter. 2002). Thus.
we chose IGSgrp. IGSvop and IGS gy loci. which are included in gene clusters involved in the
symbiotic (nteraction. By contast. IGSryy. 1GSyss. 1GSgap. and IGSmpy markers are
physically close to genes involved 1n housekeeping or secondary metabolic pathways.

These loci. which lengths are nearly 600pb. are not @ priori involved in regulatory functions.
The primers we designed are usually located within the 50 base pairs (hp) of coding
sequences adjacent to each IGS by using homologous regions among the tull sequenced
S, melilori.  Brucelin  melirensis. Mesorltizobium o, Rhizobiwm  leguminosarum  or
Agrobacierium rumefaciens genomes. using GeneBank database (Table 2). Consequently. no
coding sequence was included 1n our dataset with the exception of IGSgp. IGSmyr and IGSgan
which include respectively 43 bp of exoP. 94 bp of theR and 173 bp of Smal850.

Nucleoride sequencing

Each bactenal isvlae was arown in 20 ml YEM medium. We also included in our study the
S. medicae type strain A321T, One milliliter of liguid culture was washed twice in an
Eppendorf micro-tube by centrifugation (1530002, 4 miny and the pellet re-suspended in 750 pl
ot sterile water. One hundred microliters of this soluuon was incubated tor two hours with 20
ul of I me.mi™ prowinase K and 100 pl of tris-HCI (10 mM. pH 8§31 After boiling, this
mixture was used as DNA template. DNA amplification was performed using a Perkin-Elmer
2400 thermocyclerin 25 pl volume. tncluding 1 ul of DNA template. 200 uM of each dNTP.
0.8 uM of each primer. 1.5 mM of MgCla. 1X buffer supplied by the Tag polymerase
manufactwurer, and 1.25 U of Invitrogen Tag polymerase. We used a touch-down program
including an imatial denaturation stage (46°C. 4 min). 20 cycles of denaturation (967C. 30 s).
annealing [annealing emperature decrease steadily from 60°C to S0°C in 20 cycles. 30 s,
elongauon 172°C. 1 min) and 20 cycles of denaturation (96°C. 30 sy annealing (50°C. 30 s)
and elonzation i72°C, t min). PCR products were cut out from 1% agarose electrophoresis
gel. purified with a QIAquick Gel exwaction kit iQuiazen) and sequenced on one strand.
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Sequencing reactions were parionmed using the ABI Prsm BigDve Terminator Cyvele
sequence Kt tApplied Biosystem) and asanysed on an Appliad Biosvstem muodel 210 DNA
seyueneer,

Seqience anaiviis and dissance based approacires

Nuclentide sequence alignmems were periwmed using CLUSTAL X E83 iThompson o al.
U0y and edited manually with BIoEDIT 2004 rHall, 1999, We chose an appropriate model
of sequence evolution for each Iocus using the likeithood ratio test {LRTY implemented in
MoDELTEST 1.7 1Posada, Crandall, 199%) Distance mudrices were thus computed for 2ach ol
the 7 locr with PAUP? Jdb10 1 Sweottord. 2003 An averueed distance matrix was then
computed by obwiming an unweighled average ot the 7 matiives. and was used i two ways
Firsso mean parwse divergence between solaes sampied from G G2 and G3 isee Table 1y
were caleulated. Ninety-five pereent eonfidence interval of this measure was estimated by
bootstrapping dividuals 100 tmes in cach group. Second. o molecular network was
obgined by Neighbor-Net 1Brvant, Moohon, 2004 using SPLITSTREE 4 1Huson. Bryant,
20065 The Neiehbor-Net methed is an aeelomerative aleorithm derived from Neighbor-
Ininrng 1Saitou, Nes, TYNT 1 urder o represent contlicting phylogenetic seenals 1 seyuence
dataset. due i eeombination events of homeplasy. Moreover, we alse used the nevaork e
examing whether tsolates clustening could be related w axonomy ard sumpling-plant sets G1.
G2 or G3 Newghbor-Net wdgonithm interted o fullv-resolved network. with no infurmation on
the robustiess of each branch, To Lawr this drawback. we applied o filter on splhits hased on a
lenach threshold, according e Wilkinson e o/ point of view 120031, We chose the threshold
value so that the Fength of the graphicul representicion represents Y3% of the elobal network
one,

Startsrical anagivies of diversi:

The dsvarsity of S mefifor’ and 5. medicar bacterial popuiations 1solaied trom GI G2 G3 and
the overall dataset was esumated at each Iocus using two summary statistics: allelee richness
R. und Nei's diversity index H (Nel 1987 ). We used o randemization procedure tv cope with
defferences 1n solate number among groups One thousand psewdo-replcates of the original
diaset were abtained by bootstrapping Ny hacterial cenotypes. where Ny, is the mininim
sample size observed ameng Gi. G2 and G2 R and H expeceted values for GI. G2 and G2 and
their 5% confidence intervals were then estimated to compare the diversty of each group.

Analvsiy of popidarior ditferennation

Difterentiation leve: anumg hactenal populatuons isofated from G, G2 and G3 was estimated
by Fer values. according e Wetr amd Cockerham’s (1984 procedure implememied in FSTAT
2932 wpdated trom Goudet. (10951 Exact-iests of genotypic difterentiation (Raymond.
Rousset, 1943z) were also periormed with GENEPOF 3 X (Ravmond. Rutsset. TYY5h to est
the hypothesis that haplotvpe freguensies in each bacterial group were not siznsficantly
differcnt.

Derection ot sefeciion

Because the difterent moleculur markers assayed in this study are almost only non-coding
inergenic Iocl, we used Tanmer's D staustic Tajima. 1989 o detect traces of selective
pressures. The quantity D measures the Jdifference between two estinators of & the mutation
rate scaled by the eftecuve pupulation size, These estimators are respecuvely vhiained from
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the average number of parwise nucleotide differences and from the number of segregating
sites. The D statistc is standardized by the vaniance of this difference. The observed Tapma’s
D value is compared to the distribution of D expected under the peutral evolutionary model,
which assumes that polymorphisms sepre gate at mutation drift equilibrium.

A significantly positive D value may suggest balancing selection, for which highly divergent
variants display even frequencies in population Conversely. a significantly negative D value
may dicate purifying selection or a selective sweep. for which the allele trequency spectrum
displays an excess of weakly divergent rare alleles. However, these two patterns (D pasitive
ur negatives may alternatively be due to demographic processes that would affect the whole
genome. In this latter case. similarly positive or negative D values should be observed tor all
loci studied. Tajima’s D was computed. and departure trom the neutral model was tested for
each species at each locus using DNASP 3.51 (Rozas er af.. 2003,

Linkage disequilibrium (LD} analvses

We compared the degree of non-random association of genotypes within and among
replication units. In this context. we used association measures that compare pairs of loc
rather than a multilocus statistic such as the association index (Maynard Smith er af.. 1993). in
order (o distinguish levels of recombination between each pair of loci, rather than an average
measure over the whole genome. We used two different measures for estimating the LD, D
and D' (Lewontin. 1964). These two pairwise LD statistics were calculated for each pair of
loci A-B. To obtain these statistics. Dy and D’ values were computed for each pair of alleles
Ai-By at loct A and B respectively. Then. absolute values of I and D' were weighted by the
product of A; and B, allele frequencies and summed over allele combinations to achieve
computation of, respectively. Dag and D" ag. Ninety five percent confidence intervals of Dyp
and D" ap were estimated by bootstrapping bacerial genotypes. With this aim. distribution of
D and D' values were obtained from 1000 pseudo-replicates. The classical “D™ staustic
requires both particular allele frequencies and completely correlated polymorphisms to reach
its maximum value. It is thus strongly dependent upon recombination and mutation histories
at both loci. Conversely. the D' staustic is a relalive measure of LD that is weakly dependent
upon allele frequencies. and instead strongly depends upon recombination history (Hedrick.
FO87). We also used the exact test procedure implemented in GENEPOP (Raymond. Rousset.
1995b) to test the hypothesis that alleles at different loci were not associated. which is
expected if there is a strong incidence of sex. A Bonferonni adjustment correction for multiple
testing was applied based on the number of intraspecific comparisons.

Results
Sampling of bacreria

Two bacterial isolates were obtained from nearly cach of the 60 plants used in the trapping
experiments. The collection of isolates included a total ot 116 strains (Table 1). With regards
to symbiotic efficiency. three species (Medicago lacimara. Medicago neeana and Medicago
nigiduloides) were unable to fix nitrogen with bactenia of the soil sample they were in contact
with. However, bacterial strains isolated from their nodules were used in further analyses. All
other genotypes of plant showed evidence of efficient nitrogen fixauon after two months
{green foliage. pink nodules). unlike negatuve controls with no soil.

Nucleoride sequence accession monbers
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All seguences have been deposited in the GeneBank database i/GSger DOQANSTRE-
DQIBRE2, IGSrrag  DOHOR2IN-DOIGL [GSysg  DQANEZIE-DOINII02: TG Svar
DOANAI0-DOIA R, DOJOSFO-DOQIVIALL, IGSgas DQABRIL2-DOIG63G2E. DOMIGS Y-
DOQJANRSAT TGSy DOAOS9L-DOINC 103 TG Stae: DOISKRI-DOANSYY T,

Seqience daraser

We obtamed 790 seyuences over all seven markers 1Tahle 11 These sequences allowed us to
assess Ob complete genotypes, fifteen genweivpes for which a single sequence was nussing and
theee senotypes for which more than one seguence were missme. The 116 surains clustered
mie two genatic zroups hased on sequence homology observed after sequence ahignments,
These groups were identified as § meiforr and 8 wedicae by sequence companison with
S mefidend stran 1021 and S medicae stran A32E respectively idata not showny, Overall. 52
and 64 odutes were assigned w5 mefilord and 5. medicar tespectvely, with ne evidence of
inter-specific recombinalion. Sequence datasets displayed defteren: patterns of pulvimorphism
depending on the ot (alignments available in the supplementary macenal secoon) In
parucular. we observed three pauerns of pobvmorphisi, First J6Sgye alleles of 5. meltinn and
Somedicae are nbviously divergeat with several inseruions ¢ deletivas ridentity scores 24047
Indel blaes were actoally not numenws enough e nduce abgmment uncenrainty at both
micspeciiic snd meerspecific ievels Tor al narkers but /G50 The alignment of § meltion
und 5 omedicae sequences al JGSpo nueh: be affected by indel events Second, within
Somelifor. wwo well divercem sequence clusters were found for FGSgye and IGSgag
irespecuve wdentity seores Y299 and 3% Finatly, nine IGSgep alleles of § medicar solates
contained an msertion sequence (1S), BlustN analvsis revealed that this IS was homologous to
Awdbid which was anpotated in Agrobacrerium cnrefaciens strain C5R8 genome as an 183
fanuly transposise (91% of DNA sequence identity on 350 pbi. These pine /GSgag alleles
were removed for distance-based and selection anidyses. Seguences that differed trom others
by at leadt vne pucteeiide position were considered as new alleles. We vonsadered chat a new
allele which was shared by at least 2 individuals was u true allele he. no sequencing errary,
Ne sequencing error was sevealed by reamplifyine and resequenuving singletons. Among ihe
72 alleles we obtiuned. 40 were shared by ai keast two individuals 1 see table 1.

INswance based anaby ses

Likelihood ratio tests selectad varous models of sequence evoluion for the different markers:
ICeY (Jukes. Cantor. 1969 for JGSgep. KRU i kimura, 1980y for IGSreas; HKY rHasegawa e
al.. VORS Yor JG Sgss. IGSwor and IG S, HRKY = 1y for JG ey and 1G854 I 15 notew orthy
that mudel chotces are conditiened to the poivinorphism «f the difterent datasets. After
averagne the seven distance mawices. @ Neghbor-Net split graph was built. The destribution
ot network kength s ersus split lengeh theeshold was abtaised (Fieo 23 We decsded to apply a
threshold of 36 < 0 w the eraphical representation for o stehstantal wain of elanw (124
splits out of 181 were remuved) without Insing much information rthe leneth of the finag
network was Y39 of the originat split graph lengthy

Species delineqrien
The network included strans belonging 1o boath 8 meltior and 3. medicae It illustrated the

clear delineation of the twe specres (Fig 31 The split hetween the two speaies displaved the
highest weigh: within the network, In wereement, S meltfon and 5. medicae strans did nog
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share any alleles and the two species were significantly differentiated (global test p valie
<0.001}

Population structure

In the sphit graph. isolates from the same species either S melilori or 5 medicaey did not
cluster according to host plant set (Fig. 310 Moreover. average pairwise genetic distances
within G1. G2 and G3 were equivalent although values lor S, melilon were higher than those
for 8. medicar (Fig. 4). In the same way. diversity statistics R and H did not show significant
differences among the three bacterial groups (Table 3). Finally. overall Fsr values calculated
among strains isolated from the three groups were -0.016 (Nat Significant). and -D.001 (NS
tor 8. mefiferi and §. medicae respectively. Withineither 8. melilon or 8. medivae, no pairwise
Fst value between groups was significantly different from O (p > 0.051 Locus-by-locus
analysis gave similar results (data not showny

Interences of selection

Tapma's D staustics for IGSgxp. IGSrrag. 1GSyss. IGSgap and IGSrgy: rangad from -1,409 to
1335 and did not depart sigmficantly from the neutral model for either 5. melilon or
S. medicae 1Table 4). The most negative D value was found for /GSvop marker. for both
Somelilori and 8 medicae. deviating significantly from peutrality for the latter species
(Table 4). In contrast. the polymorphism patiern for /GSgye locus resulted in the most positive
D values for both Sinoritizobium species. with S, melilori D value differing significantly from
the neutral model expectations (Table 4. Quite surprisingly. even though most D values were
not significant. we observed a strong correlaion 1R* = 0.70 p < 0.05) between D values
ubtained at each locus between the two species.

Evidences for Recombinarion

The two species clusters were connected by a long edge in the network. suggesting the lack of
recombination among the two species. In contrast. clusters of each species included
reticulations (Fig. 3). Only three S melilor strains, namely STM 2747, STM 2772 and
STM 1643, stood out from others in a dichotomic structure by a single edge. This atypical
clustering might indicate that these strains have not yet recombined with other strains of the
population. and might descend from a recent immigrant genotype. Since our purpase was to
infer the impact of recombination on a population that has mostly reached
migration/recombination equilibrium. these three strains were discarded before linkage
disequilibrium analyses. since migration events can strongly bias LD estimawes For each
bactenial species. we obtained LD measures D and D' and association exact test p-values
{Table 53. D versus D’ values are presented in Fig. 5.

Analyses performed on the 8. melifori dataset indicated that molecular nuukers clustered into
two groups depending on their linkage disequilibrium pattern: first. a chromosomal marker
group including IGSgxp. 1GSruae and IGSyss. for which pairwise tests revealed significant
departure from the null hypothesis of linkage equilibrium: second. a plasmidic marker gzroup
including IGSyop. 1GSgap. 1GSexe and IGSyy. Indeed. pairwise tests that involve plasmidic
markers (either plasmidic / chromosomic or plasnudic / plasmidic comparisons) were almost
consistent with the linkage equilibrium hypothesis. Despite the large dispersion of D and D°
95% confidence intervals. a clear differentiation appeared between the two groups. This
difterence is more obvious in D values than in D’ values (Fig. 5).
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Analyses of linkage diseguilibrium on S omedicas datuset  suffer from the lack of
polymarphism ohserved at JGSgep (1 alleler and TGSrey 12 alleles ineluding 1 singlewons
Thus. knkage disequ:librnum compuiations at the intrachromosemal scale were unreliable.
Linkage disequilshrinn tests for the five othar markers showed o tendency w linkaes
equilibrium. as nbserved within 5 melilon, excepting o highly sigmlicant and unexpected
assaciation wmong JGSgss. 1G3 5ap and IGS g 1 Table 53 The destribution of D and D values
of pairw tse comparisnns are simadan 10 S, melilon ones 1Fig 5.

Discussion
Is there o relarionsiuy perween plane host and svmdlons diversiies ”

Our sampling experiment suggests that some Smorfizofiin symbihdie lineages are rare of
absent trom the sod sample used in this studv. Indeed. M. lgciniara. M nmocana and
M. rigiduloides did not interact with appropuate S melilon strauns o meaate an effective
symbiosss. [n this context or a mixed S, mediloo by metlot and S, medicae popwlation. we did
nui observe any relativnship between the diversity of plants used to sampis rhuzobia and the
rhizobial diversity actually coilected. Our analyses based on diversity statistics. measures of
population differentiatior and the reteculogram wpology indicare that nitrogen-tixing bacteriad
populations asolated from 20 Medieage speaes Gy 20 M mincarvia lines 1G22y and
M. rrancarila Jemaloag AL7 G2 displayed equivalent levels of molecular diversity for bath
S.meliioni and & medwae species Thus result has important c¢onsequences for the
conservation genetics of Medicage symbionts The explocation of symbiotic diversisy within
Somelifon by meliou or § medicar at one locality meght be achieved by using only 2 few
Medivage eenotypes as sampling host. In our case. saumpling with oaly die (ixed line
M. riancariia jemaleng A17. which 1s a rather promiscuous host since it can mteract wizth
S omefilord by melilot and 8§ medicae. would have heen sufficient 10 recover the enure
symbintic diversity that we obsarved.

This conclusion differs from the resulis of previous i site experiments, in which Medivage
sarnva cultivars had a significam effect on the symbiont diversity recovered 1Puftett er al.,
YRy or physislogical studies that described potential molecular determinanis of ditferential
symbioue effictency among various M. rruncanda bines and 3. meliford strwas (Kiss er al..
2004y, Nevertheless, 1t s mportant w nete that the samplmyg scheme of thes study was not
designed 1o detect quantitative preferences of Medicage plants for different symbiont
eenOTYpes.

The lack of & relationshép between diversities of the two symbiotic purtners might be due o
two other aspects of the evoluison of speciticnty in the Medicago sp. § Sinorfiizobium sp,
ineraction. On one hand. even if the co-adaptation process bemween symbiotic partpers is
spatially structured (ve local coadaptationmy. bactenial populations that belone o the same
beovar are usually t contact with ditferent plant genotypes and plang species found n
sympatry. limiting the selective pressure for their speciabizauon. Indeed. Carell ¢r of 12000
describe o homueenizaben of rthizobium popiladons sampled i a soil from dittersm
M. sariva cultivars when these latter were grown Logether. Thetr results are consistent with the
hypothesi< that S, melifon populations, when in contact with different Medicaee senmypes.
evolve o become less spevialized. e penerulist. On the other hand. species groups based on
symbiotic abihites are pacaphyvleuc in the Medicago phylogeny (Bena er af.. 20055 Symbintie
abilives w fix nitrogen either salely with S medicas or with both S wedicae and S meliion
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evolved through several reversion or evolutionary convergence events. This may explain the
lack of correlation between the genetie divergence among plant species and the genetic
divergence of their symbiotic rhizobia.

How is selecrion acting on 8. melilori and S, medicae?”

Most loct that we exanuned scem w evelve under a neutral evolutionary model. contrary to
IGSyop and IGSgp that showed evidence of selection. based on Tajima’s D statistic (Table 4).
IGSyop locus is located on the symbiotic island of the pSymA megaplasmid. harboring
symbiotic rod. nif and fiv genes. IGSyop locus is charactenized in both S melitori and
S, medicar by pegatve Tajima's D values which depart signiticantly from neutral expectation
for S. medicae. Since only one marker has a significantly negative vdue. purifying selection
or a selective sweep is the most likely explanauon for this result since & demographic event
would affect the polymorphism of the whole genome. Analyses based on the R2 statistic
{Ramos-Onsins, Rozas, 2002) performed with DNASP (Rozas ¢ ql.. 2003) also did not
provide any evidence for a demweraphic event influencing the diversity of each species
tanalyses not shown). We thus hypothesize that purifying selection or selecuve sweeps on nod
gencs has influenced /GSypp polymorphism by hitch-hiking. Parker « 1999y proposed that in
mutualisms. contrarily to  antagonistic  interactions.  individuals mutated in  symbiotic
recognition pathways would present a lower fitness compared to others. Furthermore, a recent
study on wisp gene of symbiot Rickettsiaceae. which encodes outer membrane proteins.
showed that some sites of sequences of parasitic lineages evolved under positive selection
while sequences of mutualistic lineages evolve under purifying selection (Jiggins er al.. 2002).
Thus. Parker’s propositton and the results of the latter study suggest that the pegative
Tajima’s D we observed at the /GSyop might reflect purifying selection. rather than a
selective sweep,

Conversely. a positive Tajima’s D statistic was estimated from /GSgo locus in both
S.meliloti and S. medicae. and the polymorphism pattern of S. melilori strains differed
significantly from neutrality (p<0.001 1 As for /GSyop locus, a demographic event scenario is
not the most plausible explanation for such patiern since it is not shared by other loci.
Furthermore. no population sub-structure. which could also bias Tajima’s D at all loci towards
positive values. was inferred from the split graph and differentiation tests. Running
STRUCTURE software (Pritchard e¢r al. 2000), also did not provide any evidence for
substructure within each species 1analyses not shown) These observations suggest that
balancing selection is acung on the 8. melilori IGSexo regton. Several gene clusters involved
in surface exopolysaccharides (EPS) production are physically linked to /GSgxo. as exo or exp
senes (Fig. 1) Previous physiological studies pointed out that these genes were involved in
the symbiotic etficiency of S, melilon | Battisti et al.. 1992 Gonzalez er al . 1996a; Gonzalez
et al.. 1996b1 by linuting plant defenses during the interaction (see Fravsse er al. (2003) for a
review ). Mereover. a recent work on molecular evolution of nunwrous bacterial genes
demonstrated that balancing selection is a common feature of genes that encode surface
proteins in parasitic bacteria. which may be recognized by eukaryouc hosts (Hughes. 2005
For instance, adaptation to different host genotypes explains polymorphism patterns such as
ohserved for ospC gene among populations of the parasitic baclteria Borrelia burgdofert
iBrisson. Dykhuizen. 2004,

The difference between selective pressutes that were inferred from /G Syap and IGS oo might
tllustrate the ‘dilemma’ of symbiotic organisms isee Van Baalen. Jansen (2001) about the
concept of alignment of interest of symbiotic organismsi. Indeed. rhizobium fitness depends
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on itk ability o both () imeract with plants, which may snduce puntving selectsnn and
selective sweeps on ued genes and 1) escape plant sanction "West er @, 2002y, which may
mvalve badanving selection onn EPS metaholic pathway genes. Thus, npe pussible scenano is
that early tecognition e, NF mediated recognitions of the host nduces punsfyving/positive
setecion. and that bacteria has subseguentdy to thwart host sanctions (kers o af . 2003 wa
detense responses at a fute recognition step through o necative frequency dependant seiection
process e, balancing setectiony actng on genes invelved t EPS metabolic pathway

We observed a rather high corrclavon between Tajima’s D ovalees caleulaed ior each
Storlizottum species [R=0.70. pdd 051 Such cuorrelation suegests that simular selective
pressures act on both species for each locus. Sharing nearly the same ecolegical niche thnth
soi]l conditons and hoss plants), simidar genonwe architecur (Roumuantseva er 2l 199 und
perhaps similar gene location within replication units ithe sequencing of the genome of
Aomedicae sran WM 419 will provide insights intr this poinb lead the two species w
gvolve under ssmslar selective constraints,

Infinence o recombivanon en 8. melilor and S, medicae populanion structire:

The hucterial sampling schene used m the present work allows studving S0 melilon and
Somedicor sexual belhavior at o locud scale, In e dataset. S meddon by meliion anl
Somedicee populations present strong evidence of recombination Within each species,
several pairs of focl did not depart signeficantly trom binkaee equilibrium This is conssstens
with the genetic structure observed among S meiifon piovars |Bailly, unpuhlished). Further,
the sexual solanon between 5. melilond and 5. medicar suppon the hvpothests that bose-fide
evolutionary species can be delineated n the rhizobaa (Vinue<a er af.. 20005)

More precisely. ow analyses suggest that recombination rates depend on the jocation nf
markers 10 the geneme, at keast for the S mefilon pepulatsen (Figo 5) Chromosomad markers
were in suong linkage disequilibrium for § melilond but were not informative enough e
provide reliable conclusivns on chromosomal association patterns in 5. medicae. In contrast,
LD measures indicated that vor both species. plasmudic foel are independent. both w ithin and
among replication uaits. This difference is more obvious in D valves than in D' This might
be due to the inkage disequilibrivm among chromosomal markers but also to the similaray of
polvmarphism patterns observed at chromosomal foce. lndeed. D values are mfluenced by
polymorphisms patierns whereas D™ values are not (Hedrick, 1Y87). Previous studies showed
that 8 meliled megaplosmids harbowr different mwlecular determnants involved m the
conjuganon provess, soch as several o locy 1Galsbert er o, 20031 iFig. 10 Moreover, several
conjugative transter ongins (en7 and moeby have been idenufied on the o megaplasmids
(Henera-Cervera er al. 19981 espenially mem the svmbiotic island on pSymaA. These
clements may be pans of a copjugative sysiem that allow s horizomal eene transters However,
the mechanisms vontrolling such transters remun unviear. Indeed. to our knowledgze. no
laboratory experimenl has ever rported pantial or complete transters o megapiasmids
between either S meliloni or S medicae strams. and these megaplasmids seem w be fur too
frge o be wansmitted hy “classical” conpuganen.

The linkage disequilibrium pattern that we observed raises questions about the adaptive natune
of the zepome wehitecture in bacteria. The 8 melilon and S, medicae genomes include gene
clusters invelved in housckeeping functions. symbintic interactions o sevondary metabolic
pathways, These gene sets may be detined us moduses located on difterent replications units,
Two main rzasons {or the smergence of modularity have been sugeested (see MeAdams vt ol
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120041 for a reviewy First, moedular organization might enhance bactenial fitness by
facilitating resource allocation to different physiological funcuons. by regulating their
expression. The accumulation of regulatory genes in large bacterial genomes, such as those of
thizobia (Konstantinidis. Twedje. 2004, 15 congruent with this hypothesis. Second. honizontal
transters allow the independent evolution of each module. and ditferent selective pressures to
act independently on difterent parts of the genome. The high rates of gene transfer suggested
by our data. toeether with the contrasted patterns of polymomphism observed at IGSyop and
1GSexe o, are consisient with this hypothesis.

Until now. three major swudies have focused on the impact of sex on S melilon and
S. medicae diversity (Eardly er al.. 19907 Maynard Smith ¢ al.. 1993 Roumianseva e al..

20024, Several disc repancies between these studies and ours lead to three main comments,
First. linkage disequilibrium tests. based on the statistic I, performed with the formula
improved by Haubold er al (20002 1998), from the S melilori genotypes data set published by
Eardly er al. (1990, are in agreement with those computed by Maynard Smith e al. (1993,
Both results suggest an epidemic population structure tor S, melilon, as evidenced by linkage
disequilibrium among multilocns genotype on the entire data set. but linkage equilibrium
when computations are pertormed on a dataset vontamning a single individual per multilocus
genotype. Thirnteen out of touneen enzymes used by Eardly er al. (19901 are encoded by
chromnsomal genes. This pattern of linkage disequidibrium partly agrees with our results,
since we observed significant linkage disequilibria among S. melilori chromosomal markers.
However, the limited number of multilocus genotypes obtained in the present studies prevents
us from studying linkage disequilibrium on a dataset containing a single individual per
multilocus genotype. Second. Maynard Smuth er al. {1993y conversely found a putative
pannuctic structuwre in S, medicar populations. However, only three loci out of tourteen
displayed possible horizontal gene transter. eight being monomorphic or polymorphic due to
singletons and three loci presenting a patern of polymorphism consistent with a linkage
disequilibrium hypothesis. Among the first three loci. one is located on pSymB in S melilon
strain 1021 genome. Since we could not estimate any LD measure for chromosomal markers
from our data set. the pattern of linkage dlsethhnum within S. medicae chromosome
remains unclear. Finally, Roumantsieva er al. (2002) found LD among chromosomal and
plasmidic markers. but. as sugeested by the authors. it likely reflected a cross-population
sampling. Indeed, strain sets isolated from three main sampling sites displayed significant
differenuation 1p < 0.05 for global eenotypic differentiation test performed on populations
isolated from location 3. 4 and 5 in Roumantsieva ¢ @l. study (2002 ). thus preventing the
estimation of local levels of gene transters.

Conclusion

We did not find any relationship between the diversity of Medicago plants which were used to
sample nitrogen fixing bacteria and the diversity of therr rhizobium populations. However, we
inferred purifying selection or a selective sweep at I/GSvap and balancing selection at /JGSgo.
We hypothesize that this pattern reflects the interaction between host-plants and bactenal
symbionts with a possible contlict of interest among Sinorlizobium sp. genes and between
symbiotic partners. Recombinatton plays an important role in resolving these contlicts. and
thus in shaping genetic variability and the ability to respond to selection in both 5. medicae
and 5. melilori Recombination appears to be effective preferentially within and among
Sinorhizebium sp. megaplasnuds. which carry genes important for symbiosis. It 15 possible
that this pauern allows a more efficient response o selection pressures related to the
symbiosis. Further swudies on 8. melilori and 5. medicae population genetics are needed to pet
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o betrer understanding i both species sexual behavior and evolutionsry implicauons of the
observed patterns of polymeaphism.
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Table 2. Prineers used for MLST of 8 micefilon and 5. medicvar.

{enone Te PCR
Sursunding ORF L a Primer: Sequence 5'=>" e o product
Jeoatan
suze 1pht
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* Genome iucatons reter o the genome of S, weirion stain K21,
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Table 3. Genetic diversity of S. medicae and §
eroups used in this study®
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. weliloni population isolated from the three host plant
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sample size. limits of the 95% confidence interval are n brackets. Nmin values are 19 for S, medicae

and 14 for §. melilo.
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Table 5. Linkage disequilibrium measures and esis of association between genetic markers®
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Figure 1. Location of the genpetic markers used in this study on the genome of Sinorfhiizobium
meltlor strain 1021, The seven loct analyzed are surrounded and their location is indicated by
dotted lines. Genes clusters located nearby each genetic marker are indicated by black boxes. It is
noteworthy that IGSNOD marker is located nearby genes involved in symbiosis specificity (nod
gencs), symbiosis efficiency (nifffis genesy. secretion (vir8 gene) and conjugation (rrq genes) and
that IGSEX O marker is located nearby gene clusters involved in surface polysaccharide production
(rkp. kps. exp and eve genesh and conjugation (1ra gene).
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Figure. 2. Distribution of Negzhbor-Net split graph length versus split length threshold values. The
network lenght for 3.6 10 threshold value used in this study is indicated by a black rhomb. Using
this threshold. 124 splits out of 181 were removed and the weight of the final network was 953% of
the original split graph lenght.
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NEM 1Rl i 272
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Figure. X Full view (A) and focus 1By on Neighbor-Net analysis obtaimed from 89 complete
genotypes of S melilori and S, wmedivac. Several isolies within both S melilon and S, medicare are
connected toe cach other by multiple pathways, forming an imerconnected network and spgeesting
recumbination Conversely. S, melilond and 8. siedicar clusters are congiected by an edge. suggesting
sexual isvlation between the two species. Tsolates did not cluster according to their samplmg plant
sets Gl G2 or GXThe analvsis is based on an averaged distance matnix obtain from the seven
sequences markers. Branch lengths are drawn tw scale. Datted hines indicate the posstion of
haplntvpes on the petwerk. Triangles and circles indicate the iselates assigned respectively to
Somedicar wnd 5 medifon. Tsolates sampled from Gl G2 and G2 are indwated respectively by
black. prey and white svmbuol colours. The numbering refers to the number of isolates sampled from
the different groups.
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Figure. 4. Mean and 95% confidence interval of the genetic distance between 5. medicae and
S. medilori isolates sampled from GI. G2 and G3. No significant difference was observed within
buth species. suggesting a lack of relationship between the diversity of host plants and the diversity
of the rhizobia sampled from their nodules.
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Figure. 5. Distribution the association measures D and D™ among pairwise comparisons involving
the genetic markers we used. Within S. meliloni, linkage disequilibrium measures obtzined from
chromosomal marker pairs are higher others. This suggests that recombination rate depends on
genome location. The difterence is more obvious on D values than on D” values, which might be do
to the similarity of polymorphism patterns observed among chromosomal markers. S. medicae
chromosomal markers were not enough informative 1o obtain reliable linkage disequilibrium
measures. However, others D and D' estimates are in agreement with 8. melilord ones. Each
paitwise measure of linkage disequilibrium is illustrated by a rhomb. Nimnety-five percent
confidence interval of each measure is illustrated by horizontal and vertical lines. Association
measures among chromosomal Joci are surrounded by dotted lines.
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Abstract

Using nitrogen-fixing Sinorhizobion species that interact with Medicago plants as a model
system, we studied the inlfuence of host specialization and speciation on bacterial diversity.
The aims of this survey were: (i) o clariiy how horizontal gene transters might have shaped
Sinorhizobium diversity at both species and biovar level: tin o compare the distribution of
genelic diversity within and between Sinorhizobinum species for core and accessory Joci in
order 1o distinguish speciation and host-specialization processes: (1) 1o propose seenarios
explaining the speciation and the coexistence ol the sister-species S, melilott and S, medicue.
To gain insights into the diversilication ol Medicago svmbionts both within and between
species ol Sinorfiizobinon. 126 isolates were obtained from two sail samples. from root
nodules of Medicugo truncatula and Medicago lucinivra, Bacleria were characterized by
single and multilocus seguience analysis at lour oci, located on the chromosome and the two
me gaplasmids pSymA and pSymB. We also reconstructed a supertree based on sequences of
nodulation gene clusters iie. nod genes clusters) inctuding the different specificity  groups
which ineract with Medicage species. Within S, melilori, analyses supeest that red genes
have spread o difterent genetic backgrounds  through  recombination. This  promotes
variations in the observed genetic structure among Joci. Further, two seenarios that might
explain the pattern of genetic divergence hetween S.omeliloti and S, medicae are proposcd,
These results are discussed in the light ol theoretical models on bacterial speciation due o
disruptive selection and on the maintenance of phenotvpic varation in populations uf
thizabia.
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Introduction

Several recent theoretical studies have considered speciation in the context ol evolutionary
branching (Dicckmann et al. 2004, whereby local disruptive selection induced by density and
frequency-dependent processes in @ heterogencous environment could lead to the emergence
and cocxistence of specialized phenotvpes. These models predict that the coexistence of such
phenotypes within species is not very robust to assumptions about their demography and their
relative fitness (see Ravigne. Olivieri. and Dieckmann (2004) and references hereiny.
Assuming such coexistence. speciation (f.e. whole genome divergenee)y will oceur in only a
limited set of conditions. unless strong linkage disequilibria initially occur between genes
involved in local adaptation and in mating behaviour (Gavrilets 2003). Furthermore.
organisis which are essentially clonal raise guestions on the definition of species boundaries.
The relative impact of ecological specialization and horizontal gene transfer on bactenal
diversification and speciation is therefore a source of debate (Cohan 2001. Cohan 2002:
Lawrence 2002: Gevers et al. 2005). By placing adaptive mutations in different genetic
bachgrounds. sexual promiscuity might indeed be a critical process that prevents bacterial
speciation (Majewski 20010, The description of several biovars i.e. ccotypes) indicate that
recombination might be an efficient cohesion foree in svmbiotic rhizobium species (Silva et
al. 2005: Vinuesa et al. 2005), contrary o predictions from several mathematical models for
which recombination might not be significant in preventing bacterial speciation (Cohan
[994a: Cohan {994b: Cohan 1995: Majewski and Cohan 1999b: Vetsigian and Goldenteld
2005,

In this context, nitrogen-fixing bacteria which interact with Medicago plants appear as an
ideal biological model for studving the link between specialization and  speciation.
Sinorhizebium meliloti and Sinorhizobium medicde arc the main symbionts ol Medicuago
plants. Each bacterial species and biovar (bv) interacts efficiently (i.e. fixes nitrogen) with a
variable number of Medicago species. and vice-versa (Bena et al. 2005). For instance.
S. melilori by, medicaginis (Villegas et al. 2006) can only fix nitrogen with the annual species
Medicugo luciniata and M. saievagei. and converselyv, M. luciniata and M. sauvagei cannol fix
nitrogen with cither S. medicae or S. meliloti by, meliloti (Bena et al. 20053, Similarly, alfalla
(Medicago sariva) and Medicago truncanda interact with S, medicae and S. meliloti by.
meliloti, while Medicago polvmorpha interacts solelv with S. medicae iIRome et al. 1996,

Sinorhizobium meliloti and S. medicue genomes include three replication units (Roumiantseva
et al. 1999y, In S meliloti strain 1021 genome, the chromosome harbors mainly core genes.
encoding {unctions related to central metabolism and informational processing. whereas
pSymA and pSymB megaplasmids harbor most of the accessory genes. which commonly
encode supplementary metabolic pathwavs and svmbiotic factors (Galibert et al. 2001).
Specifically. bacterial genes involved in recognition by host-plants through Nod-Factors
svthesis, such as nod. noe and nol genes (Perret. Stachelin, and Broughton 2000). are
localized on pSvmA. Furthermore. several genes that encode surface polvsaccharidic
compounds pathways (LPS. EPS. KPS, e.g. exo genes (Reuber and Walker 1993), are located
on pSvmB (Fig. 1) Studies based on genome sequence databases have shown that core
baclerial genes are less prone (o horizontal gene transier than the accessory ones (Nakamura
et al. 2004y Consistently. Baillv et al. (in press a)y showed that horizontal gene transiers
involving plasmidic loct are guite common within both S. melilori byv. meliloti and S. medicue.
leading to linkage cquilibrium among the three replication units.
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Whereas the sexual isolation between S, melilori by, meliloti and S, medicue has been
described by Mavnard Smith et al. (1993, othing is known about the penetic difterentiation
amony populations o S0 meliloti by, melilot and S, melilori by, medicaginis. Populations of
the two biovars o' S melilori can be lound in svmpatry, as well as the two species 5. melifori
and 5. medicae. Further, Barran. Bromtficld. and Brown ¢2002) described nodC gene as the
main determinant of the specificity hetween Medicugo laciniura and it symbiont. Such
specilicity could induce disruptive selection pressures promoting the coexistence of various
ceotypes, Then. this process might lead to the divergence of ecotypes tor genes not involved
in host speciticity  {ne. speciatiom) through clonal reproduction and / or muate  choice.
Conversely. homogenizing selection acting on the core genome (e, puritving selection and
olobal selective sweepsi and freguent recombination events might prevent strains specialized
on ditferent Medicago species. e.g. M. fuciniata or M. truncatigla, (0 diverge lor genes n
i olved inspecificity . and thus to go taspeciation,

In this context. our aim is o identity evolutionary processes that shaped the diversity of
nitrogen-fixing svmbionts which interact with Medicago species. We characterized by Mulli
Locus Sequence Analvsis (MLSA), an approach derived from multilocus sequence (yping
(Maiden et al. 199%), two populations of hacteria, including isolawes belonging o S, medicue.,
S meliloti by, melilot and S melifori bv. medicaginis. Further, we obtained a phyvlogenetic
reconstruction from partial sequences ol the nodABC-aod EG gene clusters of symbionts of
Medicugo speciticity groups. Based on these data, the goals of this study were: () to clarily
how horizontal gene transier shaped Sinorhizobim spp. diversity at both spevies and biovars
fevel: iy to compare the distribution of genetic diversity within and between Sinorhizobiun
species at core and accessory loct in order to distinguish speciation and host-specialization
processes: (i) 1o propose dilferent scenarios explaining the speciation and the coexistence of
S melifori and 8. medicue.

Materials and Methods
Ivolation and culture of bacteria

Two samples ol wop soil were obtained from two Jocalities in Tunisia which are
included in a semi-arid bioclimatic arca: Enlidha dongitude 10723 East — latitude 3607
Northy and Hadieb dongitude 933 East — latitude 3524 Northy, These sampling sites {all
within the natural geozraphic ranges ol both M. lucinivre and M. rruncatulda. Aliguots of cach
soil sample were put into contact with two plant species: i) 40 individuals o M. truncanda
tIemalone A7 liney, i 20 individuals ol M. luciniura tbulk ol genotypes). Gibson tubes
were previoushy nine enth filled with yvermiculite and 25 ml of nitrogen-lree plant nutrient
solution, Tubes were then autoclaved. and completed with a seil aliguot. Seeds were surface
sterilized with calcium hvpochlorite 84 tweight/volume) for 5 minutes and rinsed with sterile
water, Seeds were germinated for 72 hours on 17 iw/v)y agar medium. Each plant was
transferred individually into a Gibson tube which was placed in growth chamber at 227°C
during the day and 18 C at night. with a 16-hour photoperiod and S0-60¢¢ relative humidity.
Alter two months, @ll nodules from cach plant were harvested. One or two nodules per plant
were sterilized using hvpochlogite T4 ow/vy [or three minutes, then rinsed three times in
sterile water, The isolation ol vne bacterial strain per nodule was perlormed using three
successive sub-cultures on YEMA solid medium (Vincent 19700 ol an isolated colony starting
from crushed noduales. Bacterial strains were presernved ot -30°C o YEM medium
supplemented with 200 evolume/volume) of glveerol.
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Each bacterial isolate was grown in 20 ml YEM medium. We also grew, from our
laboratory collection. one S. medicue and one S. melilori bv. meliloti strains (STM 1605 and
STM 1604 respectively. see Bailly et al. in press a), three S melilori strains which had been
described as interacting specitically with M. noeanu. M. rudiata. and M. rigiduloides (USDA
1613, USDA 1614 and USDA 1623). and Rhizobium mongolense strain USDA 1844
iVan Berkum et al. ¢1998), recently renamed as Rhizobium gallicim by orientale (Silva et al.
2005, which {ix nitrogen with M. ruthenicu.

DNA extraction and sequencing
MLSA scheme

We characlerized symbiatic bacteria sampled {rom M. rruncatula and M. luciniata by
sequencing four loci. Previous studies te.g. Bailly et al. in press a) have shown linkage
disequilibrium among chromosomal markers in S. meliloti bv. meliloti. Tn the present study
we thus only analyzed one locus on the chromosome rather than three loci as previously done
in Bailly et al. tin press a) More precisely we investigated genetic polymorphism ol one
chromosomal sequence UGSggp). vne pPSYMB (UGSgxp) and (wo pSyvmA (UGSyop. 1GScap)
sequences (Fig, 1. Sequences of PCR/seguencing primers are provided in Table 1.

Design of primers within the nod gene cluster of the symbionts of Medicago pluants

In addition to the MLSA approach described above. we aimed at obtaining two sequence
datasets in nod gene region of rhizobia that interact with Medicugo plants (Fig. 1) (i) partial
sequence of the nodABC gene cluster. which is ubiquitous to the genome of all rhizobia. The
large distribution of nodABC gene cluster allows us to obtain @ phylogeny rooted by an
appropriatc  outgroup (i.e. Rhizobium leguminosarum bv. viciae. Rhizobium gulegue.
Rhizobium tropici and Sinorhizobium NGR234); (i) partial sequence of the nodEG gene
cluster, which seems to be specific to Medicago svmbionts. As nod EG gene cluster is not
ubiguitous among rhizobia, we applied a supertree approach (se¢ Bininda-Edmons (2004) for
a review) to combine the information available from both datasets. Primers were designed
based on homologous regions conserved among rhizobia. obtained from GeneBank database
{Table 1).

Experumentul procedures

One milliliter of liquid culture was washed twice in an Eppendorl micro-tube by
centrifugation (15000 g, 4 min) and the pellet re-suspended in 750 pl of sterile water. One
hundred microliters of this solution was incubated for two hours with 20 pl of 1 mg.mt”
protleinase K and 100 pl of tris-HC1 (10 mM. pH 8.3). After builing. this mixture was used as
DNA matrix. DNA amplification was performed using & Perkin-Elmer 2400 thermocycler in
25 pl volume, including 1 pl of DNA matrix. 200 yM of each dNTP, 0.8 uM of cach primer.
LS mM of MgCly. 1X buffer supplicd by the Tug polvmerase manufacturer, and 1.25 U of
Invitrogen Tug polymerase. We used a touch-down program including an initial denaturation
stage (96"'C. 4 min). 20 cvcles of denaturation (96°C. 30 s). annealing (annealing lemperature
decrease steadily from 60"C to 50°C in 20 cycles. 3 s), clongation (72°C. 1 min) and 20
cveles ol denaturation (96°C. 30 s), annealing (50°C, 30 sy and clongation (72°C. 1 min).
PCR products were cut out {rom 1% (w/v) agarose clectrophoresis gel. purified with a
QIAquick Gel extraction kit (Qiagen). Sequencing reactions were performed on one strand

103



XT1II. Article 3

using the DYEnamic ET Terminator Kit tAmersham Biosciencer and analvzed on an
Amersham Bioscienee model Megabace 1000 DNA sequencer.

Data analyses based on the nod gene cluster of the symbionts of Medicago plants
Alignment of sequence dutasers

Nucleotidic sequences of rodABC-nodEG gene cluster were obtained from strains
STM 1605, STM 1604 (Bailly et al. in pross ay. S melilori isolates STM 2835 and STM 2836
of this study, USDA 1615, USDA 1614, USDA 1623, USDA 1844, These sequences were
aligned using CLUSTAL X 1.83 iThompson ot al. 19971 together with those of 5. melilon
straun 1021 tnodABC-nnd EGY (GeneBank accession number (AN NC_DO3037). 5. meliloni
by, medicaginis strain 10214 nodABCY (AN AF322456) R galegue 1nodABC) (AN
X¥75781. R rropici inodABC) (AN: XURS14), R lecuminosarum by, viciae tnwodABC)H
(obtained from a blast scarch at hip/ww wosancerae uk/Projects/R- Tecuminosaruny'), and
Stnorhizobiiun NGR233 tnodA BCY tAN: LOOOWO), Coding seguences were aligned based on
amino-aeid translation. while intergenic spacers were aligned directhy. Gaps were manually
reported in DNA sequence alignments which were edited with BIoEDiT 5.0.9 (Hall 1999).

Detection of recombinution

We searched for traces of recombination in a concatenated dataset including nodABC
and nod EG sequences of Medicago svmbionts using three methods implemented in RDP2
tMartin, Williamson, and Posada 20051 MAXCHI, CHIMAERA and GEXECOXV, these methods
beiny the most accurate o detect recombination events (Posada and Cramdall 2001 Posada
2002y The o lirst methods use a sliding window (o detect significant discrepancies in the
seeregation of polvmorphisms on either side of each sequence site. These are based on the
computation of ¥~ distributed statistics obtained {rom comparisons ol pairs or tiplets ol
seguences respectivelv, GENECONV is an extension of Sawver's method (Sawyver 1989, It
compares seyjuence pairs and scores unusually long series of polvmorphic sites lor which the
v sequences shared a strong similarity. The null hypothesis being the lack of gene
conversion events. it is wsted through the randomization of the Tocation of alignment sites, A
p-value is given as the proportion of permuted alignments which result in a greater score than
the oniginal alignment. For all these methods, indel bloes were analvsed as polvimorphisims.
we performed TOO0 permutation steps and we used a P-value cut-off set to (105 using a
Bonferroni correction for multiple tests. We also searched consensus daughter sequences and
consensus recombination bregkpoints. For MAXCHI and CHIMAERA, we used a variable
window size including respectively 20 polymorphic sites and 1040 of variable sites. For
GENECONV. similanity scores were computed using a gsclue ti.e. o parameter which scale the
impact of mismatches on similarity scoresyset to I

Inference of u supertree

Models of sequence evolution were chosen separately {or the nedABC dataset and for
the nodEG datasel. using the nested likelihood rano test (nLRT) implemented in MODELTEST
3.7 (Posada and Crandall 19985, Maximum likelihood (ML) topolozies were obtained for the
two datasets. through a heuristic search with Tree Bisection-Reconnection (TBRyY swapping
option, starting from 4 stepwise addition tree by using PAUPH 4b10 (Swotlord 2003).
Reliability of bipartitions was investivated using bootstrap proportions estimated {rom 1000
pseudo-replicales analysed by the sanme ML approach. The information obtained from the two
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hootstrap computations were combined in a super-matrix in order o summarize the
phylogenetic information included in both datasets as described by Daubin. Gouy, and
Perriere (2002). An un-weighted parsimony phvlogeny (fe. a supertree) and bootstrap
proportions were obtained from the super-matrix using PAUP* db10 (Swofford 20030,

Multilocus sequence analyses
Alignment of sequence dutasets und phylogenetic inferences

Nucleotide sequence alignments were performed using CLUSTAL X 1.83 ¢ Thompson et
al. 1997y and manually edited with BIOEDIT 5.0.9 (Hall 1999), We built a ML phylogeny for
cach molecular marker using PAUP 4b10 (Swoltord 2003), applving models of sequence
evolution determined by the nLRT implemented in MODELTEST 3.7 (Posada and Crandall
1998) and performing heuristic searches bv TBR algorithm. starting from the Neighbor-
Joining tree. The tour phyvlogenies were used in two wavs, First, Shimodaira-Hasegawa (SH)
tests (Shimodaira and Hasegawa 1999) were periormed o investigate likelihood ditferences
among topologies obtained tor the different markers for cach sequence dataset. SH tests were
performed using completely optimized models with PAUP# 4b10 (Swofford 2003). Sccond.
in order to investigate the impact of horizontal gene transter within S. medicue. S. meliloti by,
meliloti and 8. mefiloti by, medicaginis genetic groups, we mapped the evolution of svmbiotic
specificity onto the tour phylogenies. Ancestral character states were estimated using an
unweighted parsimony model with MESQUITE 1.06 (Maddison and Maddison 2005).

Distance matrices were computed tor the four loci with PAUP# 4b10 (Swofford 2003)
according to each model of sequence evolution. These matrices were used o: i) compute for
cach locus the mean pairwise divergence between isolates that belong o two different groups
among S. medicue, S. meliloti bv. melilot and S. meliloti bv. medicaginis: i) compute an
unweighted average matrix of genetic distances between isolates over the four loct in order to
obtain a molecular network by Neighbor-Net (Brvant and Moulton 2004) using SPLITSTREE4
(Huson and Bryant 2006). Neighbor-Net method is an agglomerative algorithm. derived trom
Neighbor-Joining (Saitou and Nei 1987). which can represent contlicting phylogenetic signals
in sequence data. The Neighbor-Net method tends to infer fuliy resolved split graphs. In order
to clarily the phylogenetic hypotheses supported by the network, measures of the robustness
of cach split should be used. Yet. bootstrap based procedures lead (o poor results when
applicd to Neighbor-Net method (Huson and Bryvant 20061 Since we mostly deal with intra-
specilic sequence polvmorphisms (ie. saturation of phvlogenetic signal should not be
observed). we thus applied a filter on splits based on a length threshold, according to
Wilkinson. Lapointe, and Gower opinion (2003). We chose the threshold so that the length of
the final network was nearly 93¢ of the global split lengths. The split graph was used not
only to visualize conflicting phyvlogenetic signals but also isolales clustering in relation (o the
three symbiotic groups.

Detection of recombinution

We screened S, meliloti MLSA  datasets for evidenee of wecombination. After
concatenating sequences of the four loci. alignments were scanned with MAXCHI. CHIMAERA
and GENECONV using the setting described above. Morcover, we obtained a phylogenctic
profile to illustrate recombination breakpoints by using PHYLPRO 0.96 (Weiller 199%). This
method is based on a sliding window approach which measures the correlation between two
vectors of pairwise genetic distances among any studied sequence and all others oblained
from cither side of each alignment site. Specific settings were as follow. Gaps were treated as
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differences, analvses were performed on polvmorphic sites using a variable window size
including {our polvmorphisms and we measured the congruence among each pair ol distance
vectors with the Pearson’s correlation coctficient.

Populution structure

Seguenees that differed from others by at least one nucleotide position were
considered as dilterent alleles. The diversity of cach bacterial taxa ti.e. S, medicae, S, meliloti
bv. melilott or S0 melilor by, medicaginis) was assessed using two summary statistics: allelic
richness “R™ and Nei diversity “H™ indices (Nei 19871 which were computed for cach of the
lour MLST dataset. We used a randomisation process to cope with diffcrences in sample size.
Expected allelic richness for cach genetic group and Y3 confidence intery als were estimated
lor the minimum sample size Ny, observed among groups. Contribution of cach symbiotic
group Lo the allelic richness of pairs of ccotvpes at cach focus was glso computed.

Differentistion among bacterial populations/taxa was estimated by Fgr values among
populations according to Wetr and Cocherham ¢ 1984y procedure implemented in FSTAT
2.9.3.2 tupdated from Goudet (1995 Exact-lests of genolypic ditferentiation {Ravmond and
Rousset 19953hy were performed with GENEPOP 3.3 (Ravmond and Rousset 199541 A
papulation tree was obtained trom pairwise distances between populations based on allele
frequencies using Cavalli-Sforza algorithm with PopuLATIONS 1.2.28 (Langella. O, 19y
unpublished). We performed 1000 bootstrap pseudo-replicates on individuals in order 1o
assess robustness of the different nodes.

Results

Sampling experiment

One bacterial isolate was obtained from cach of the 120 plants except {or six M. rruncatulu
plants for which two isolates per plant were used in the experiments. The bacterial sampling
included a total of 126 iselates (Table 2. With regards o symbiotic efficiency. both
M. truncatula and M. laciniata were able to {ix nitrogen with bacteria of the soil sumple they
were tn contuct with (green foliage, pink nodules).

Nucleotide sequence uccession mnnbers

All sequences have been deposited in the GeneBank  database (JGSgrp: DQA05642-
DQINITAT: IGSyop: DOQANSIET-DOQISNNDL. IGSgap: DOQAVOIVI- DOQIVCSIR: IGSxo
DQINGTO4- DQIO6229: nodABC-nodEG DQAGS6S- DQIV63RF),

Phviogenetic anlvsis on nodABC-nodEG gene clusters

We did not infer clear clues ol recombinations within the nodABC and nod EG concatenate
sequence datasets. Indeed. no recombination breakpoints were evidenced by more than one of
the three methods we used. Furthermore. no recombination event between specilicity: groups
was inlerred. We used a HKY +14T% model and HKY <+ to perform phylogenetic inferences
respectively on nodd BC and nodEG sequence datasels, accordingly 1o the results obtained
with the LRT implemented in MODELTEST 3.7 (Posada and Crandall 19983, The supertree
obtained trom both nedABC and nod EG gene cluster indicates that ned region of svmbionts
assoviated (o Medicugo clustered in a monophy letic group (Fig. 23 Morevover. S, melilon and
S. medicae sequences grouped in a single clade. The nod gene region ol S, meliloti isolates.,
including the three ccotypes defined within this species. formed a paraphyvietic group with
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S. medicue sirains Torming a sister clade 10 8. meliloti bv. meliloti. Bootstrap proportions that
sustain these observations vary from 93% (o 1004,

Multilocus sequence anulyses

We obtained 304 sequences {rom the four loct. allowing us to deline 126 complete genotvpes
(Table 2). The 126 isolates clustered into two genetic groups based on sequence homology.
These groups were identified as S meliloti and S. medicue by sequence comparison onto
sequence alignments against available sequence datasets (Bailly et al. in press a). S neliloti
isolates sampled from M. luciniara were assigned 10 S, meliloni by, medicaginis based on both
their svmbiotic abilitics and their specific IGSyop alleles. Overall, the dataset of this study
includes 20 §. medicae isolates, 66 S, melilori bv. meliloti isolates and 40 §. meliloti bv.
medicaginis isolates. Models of sequence evolution selected by the nLRT selected for each
marker were: HKY8S 1Hasegawa. Kishino, and Yano 1985) muodels {or IGSyep. 1GScas or
IGSgxo datasets and JC6Y (Jukes and Cantor 19693 for IGSgre dataset. It noteworthy that
maodel choice is conditioned by the polymorphism that we observed at cach locus. Sequence
datasets of cach locus displaved various patlerns of polymorphisim (Table 3). More precisely.,
we observed 3 particular patlerns. /GSexe alleles of S, meliloti and §. medicae are strongly
divergent and several tnsertions / deletions arise since the speciation (identity scores 204
Within S. meliloti. two sequence clusters were obviously divergent in both /GSexe and IGScas
(respective identity scores 924 and 93¢ ).

Alter oblaining an unweigted average of the four distance matrices. a Neighbor-Net split
eraph was built (Fig. 31, We applied a threshold of 4.5 x 107 to the graphical representation.
This threshold resultsed in a substantial gain of clarity (232 splits out of 299 were removed)
without loosing much information (the weight of the final network was 94.2% of the original
split graph weight). The network displays three groups of strains: 1) §. medicae isolates. ii)
S. meliloti by, meliloti isolates and ity . meliloti bv. medicaginis isolates. The clear
delinecation of S. melilori by, meliloti group and S. meliloti bv. medicaginis group is mainly
due to IGSyop polymorphism (analyses not shown). This is consistent with locus by locus
analyses presented below,

The Neighbor-Net network  splits isolates into three groups identificd as S, medicue.
S.melilori bv. meliloti and S, melilori bv. medicaginis (Fig. 3). While S. medicue and
S. meliloti bv. meliloti groups are connected by a long edge. S. meliloti by, medicaginis and
S melilori bv. meliloti groups are connected by several splits. Further, we did not detect any
significant dilferentiation between Enlidha and Hadjeb populations within cach S. melilon
biovar based on all loci (p > (.05). Thus, Tunisian genotypes of each isolated from the two
soil samples were pooled in further analyses.

Locus by locus unulvses

S. medicue alleles clustered in monophyletic groups on the four phylogenies obtained from
the molecular markers used in this studv (Fig. 43, As no allele was shared between S. medicue
and S. meliloti biovars (Fig. SA). high Fsr values were measured among the two species and
all differentiation tests between these groups rejected the null hypothesis (Fig. 5B). Morcover,
average of pairwise genetic distance between isolates sampled from S. medicae and S. meliloti
bv. meliloti or bv. medicaginis indicated high mean molecular divergence between the pairs
ol populations investigated (Fig. 5C). Conversely. mean molecular divergence between
isofales belonging to different S. melilori biovars was low for all loci except IGSyop (Fig. 5C).

107



XI1I1. Article 3

Muoreover, S. meliloti by, melilot and S meliloti by, medicaginis shared some allele for all
loct excluwding IGSxop (Fig. 5A5. This explains that Fep value observed at IGSyop are higher
than those at other loci. Furthermore. allele sets of  Somelifori straing isolated  from
M. rruncatula and M. laciniara formed paraphvletic groups in all phylogenies but IGSxap
(Fia. 2. Fig. 4.

Recombinution evidences

For cach locus, SH test resulls indicated that the topelogy obtained is significantly more likely
than those obtained rom other Toei (Table 41 At least two transitions in symbiotic abilities
were inderred trom IGSpep. 1GScap and I1GSgxo phvlogenies within . melilori strain clusters
(Fig. 4. No transition was interred within the monophyletic groups that cluster S, medicue
alleles onto the Tour phyviogenies. No transition was observed in IGSypp phyvlogeny within
S medicae, S. meliloti by, melilot and S. meliloti by, medicaginis groups. Finally, we found
recombinition breakpoints (p<.05) focated between cach locus based on the scan ol the
concatenated seguence alignment of the four loci with MAXCHI CHIMAERA and GENECONV,
Based on the three methods, significant assignations of parental segquences ip<tL05y showed
that these trunsiers (0ok place both within and among S. melilori biovars. These results are
illustrated by a graph obtained using PHYLPRO 0,96 tWeiller 1998) (Fig. 6).

Discussion
Recombination occurs among S, meliloti biovars

Previous studies have demonstrated that the diversity ot S, melifori v, meliloti is
strongly influenced by recombination (Baillv et al. in press a: Mavnard Smiith et al. 1993,
The present study shows that recombination also occurs between the two S melilori biovars.
not only between nod and chromosomal markers but also between plasmidic markers. First,
the Neighbor-Net network suggested that horizontal gene transters (HGT) shaped the genetic
diversity of both S, melilori v, melilot and S, seliloti by, medicarinis. Significant
incongruence among the four phylogenies we built confirmed that network splits inferred
resulted from recombination among S, melilori biovars and not {rom a lack of phyvlogenetic
signal based on the data we used. Scecond. the complex evolution of svmbiotic abilities
observed within S, melilori clades e, the two S, melifori ssmbiotic groups are paraphyletic
on all phylogenies with the exception ol IGSxop Tor which cach S, melilor biovar forms a
claded is also consistent with the hypothesis that recombination took place among S. meliloti
biovars. Finally, MAXCHI. CHIMAERA and GENECONV analyses explicitly  localised
recombination events between S.omelidori by, melilot and S, melifoti by, medicaginis.
Recombination promotes  the evolution of loci which are horizontally  transferred
independently from their genetic background. Thus. these loci might display different genetic
structures depending on selective pressures and barriers o gene tlow that both shaped their
evolution. In this study, we indeed obsernved three ditferent patterns of genetic dilterentiation
between the two S, meliloti biovars, among the four markers we investicated. First. S. melilon
by, melitod and S melilori by, medicaginis are completely ditferentiated at IGSyop tie. no
shared allele). and alleles of cach biovar clustered in two distinet clades on both I1GSyep and
nodABC-nodEG topologies, Barran, Bromfield. and Brown (2002 reported that the efficiency
of the interaction ol’ S, melilori by, medicaginis strains with ML {acimiara reguived o specific
nodC allele. In this case. a clear disruptive selection pressure due o the host plant acted on
S, meliloti nodC gene and influenced the varability o the entire nod gene region by hitch-
hiking (Mavnard Smith and Haigh 1974y owing o the lack of recombination within the
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svmbiotic region. Second. IGSgye also appears as atypical amonyg (he four loci, since it
displaved a clear ditferentiation in two major alleles which did not fit significantly with
biovar boundarics. The major IGSge alleles exist not only in two Tunisian populations but
also within a Sinorhizobium population isolated from a French soil (Baillv et al. in press a),
We previously showed that this locus evolved under balancing selection. maintaining two
alleles at similar frequeney in a S, melifori by, meliloti population. As we cncountered a
similar pattern. we can hypothesize that sinilar evolutionary pressures might have inlTuenced
the polvimorphism of both biovars and prevented any difterentiation between them. This
pattern might be due to host plant selective pressures. as exo loci are involved in limiting
plant defences tsee Fraysse, Coudere. and Poinsot (2003} for a review ). Finally. our analyses
revealed a significant ditferentiation, mostly due to differences in allele frequencies, between
the two biovars on IGSgep and 1GSgag. Historical effects might be involved in the observed
genetie differentiation. The recent admixture of the two biovars at a local scale may have not
vet permitted recombination o homogenize allele Irequencies, similarly to a Wahlund effect.
Recombination might also be more {requent within than between biovars as sharing the same
host plant could favor genetic exchanges. For instance. the two genes coding {or the conjugal
transier protein TruA. which are respectively located on S. meliloti pSymA and pSvmB. are
over-expressed when bacteria are in contact with luteolin, a flavonoid produced by Medicugo
plants tAmpe et al. 2003). Morcover. Pretorius-Guth, Puhler, and Simon (199(h) suggested
that plant nodules create the muost favorable natural conditions for recombination among
S. meliloti isolates. Thus. & higher recombination rate within biovar might result from a higher
mating probability due to host plant specilicity and fra genes induction. This might result in a
recombination-selection equilibrium characterized by some genetic ditferentiation between
biovars.

The differentiation patterns we observed might also reflect an ongoing speciation
process between the two biovars. Indeed. the observed differentiation on IGSyop might
illustrate the selection of strains driven by their respective host plants, which could lead o
divergence on other loci. e.g. IGSgap or IGSggp. and finatly reach the overall genome.
However. such speciation hypothesis is not the most likely since  preliminary results at the
Mediterranean basin scale suggested that S. meliloti populations preferentially clustered
according lo their geographical location rather than their original host plant species (see Fig. 7
based on genotyping results obtained from this studv. Bailly et al. in press a and Baillv ct al.
in press b). This supports the hypothesis that HGT is frequent enough to prevent speciation of
the ditterent biovars within S, meliloti.

Speciation and specialization of S. meliloti and S. medicae

At IGSyop locus. the genetic divergence between the two S. meliloti biovars is 8.79
times higher than the divergence between S melilori by, meliloti and S. medicae. and
symbiotic regions of S. meliloti strains are paraphyletic on nodABC-nodEG  supertree.
Conversely. the genetic divergence between S meliloti and S. medicae is five Lo sixleen times
higher than the divergence between the two S meliloti biovars at IGSgye (16.06 times).
IGSgp 116,56 times) and IGSg4p (5.22 times). The difterentiation and the divergenee between
S. meliloti and S. medicue reflect their sexual isolation and illustrate the existence of bonu-fide
evolutionary species within the genus Sinorhizobium. This last statement is consistent with a
previous study by Vinuesa et al. (2005 about the species concept within the genus
Bradvrhizebium. In this context. host plant selective pressures constraining polymorphism at
nad venes could explain a lower divergence between . melilori by, meliloti and S. medicae at
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these loci. However. this tast hypothesis might also be challenged by HGT betw een species.
leaving open multiple scenartos for speciation and specialization ol S. meliloti and S. medicue.

Two scenarios might indeed explain the current genetic structure of Medicago™s
svmbiotic strains. 11 A lirst explanation involves the speciation of S, medicae 1rom one
ancestral lincage of S. melilori harbouriny nod genes specilic to S. meliloti by, meliloti. Such
speciation (either sympalric or allopatrict must have taken place Tor enough time to sort
S, meliloti and S. medicae lincages on their whole genome leading to monophyletie groups
except for the nod ene cluster of pSymA which evolve under host-plant selective constraints,
iy An alternative explanation involves an interspecific HGT of the nod gene cluster between
S meltlort and 8. medicae atler their speciation. Assuming this scenario, (wo possible issues
have to be considered. First, tollowing S melilori and S, medicue speciation. S, meliloti
symbiotic region might have evolved under host plant selective pressures, inducing the
emergence of three specilicity groups adapted to either M. rrancarila, M. luciniara or
M. rigidiloides. Then. nod penes of S, melilori by, meliloti might have been translerred o
S. medicue. Second. speciation between S melifoni and 5. medicue might have been due o
specialization on two different plant species, resulting in divergent ned genes. Subseguentiy,
nod wenes ol Somedicae adapted 1o host-plant displaving the same  specilicity  than
M. truncarala might have been transterred to a S. melilor strain, replacing its own symbiotic
cluster. In the same wav. Silva et al. (20053 and Vinuesa et al. (2005 proposed that
interspecitic HGT of svmbiotic island is the most likely explanation for the variability
observed  respectively within - Rhizebium  gallicum  and  Bradyrhizobiwm — cundriense
populations.

Origin of Sinorhizobivm meliloti and S. medicae nod genes

While Somelifori and S medicue wre the main symbionts of Medicugo plants,
Rhizobium mongolense (reeently renamed Rhizobiwm gallicum bv. orientale by Silva et al.
(2005 is the specific svmbiont of Medicago rurhenica (Van Berkum et al. 1998), According
to the supertree obtained from partial seguences of nodABC and nodEG gene clusters, nod
sequences of symbionts of Medicago species cluster in a monophvletic group (Fig. 23 Within
this group. a clade clusters all nod sequences of Someliloti and 8. medicae. whereas
R. mongolense appears as a sister branch to this clade. These results are consistent with two
uther nod phylogenetic studies based on nodB (Silva et al. 2003) and nodC (Laguerre et al.
2001 genes which already support a monophvletic group including R. mongolense, S. melilot
and S. medicae sequences. In the same wav. S, meliloti and S, medicue are considered as
sibling species based on housckeeping genes phvlogenies (Turner and Young 2000: Guunt et
al, 2001 Lagcuerre et al. 2001: Silva et al. 2003). However, based on chromuosomal genes,
Medicugo svmbionts belonging o Rhizobiwm and Sinerhizebium gencra do nol form a
monophyvletic group. while their branching is consistent with the monophyly of cach genus
tTurner and Young 20000 Gaunt ¢t al. 2001: Laguerre et al. 2001: Silva et al. 20031 The
incongruence between svimbiotic and housekeeping genes phylogenies strongly sugpests that
HGT occurred between these two lincages. More precisely, these data suggest that the two
Sinorhizobism species acyuied the ability to nodulate Medicago species through o HGT of
the svmbiotic island from an ancestor of R mongolense. cither twards the common ancestor
of the two Sinorhizobium species or owards one Sinorhizebium species {ollowed by a spread
to the other one tsee above discussion on the diffewent scenarios). In this context. it is
noteworthy that Medicugo ruthenica appears as the first divergent plant species in the stict
consensus most parsimonious molecular phylogeny of the genus Medicago (Downie et al.
1098), This reinforce the wea that R. mongolense derived from the ancestral svmbiotic

110



XIII. Article 3

bacteria of the genus Medicago. Such HGT across difterent phyla of bacteria is usually
invoked to explain the distribution of svmbiotic ability among rhizobia, both within o-
proteobacteria (Wernegreen, Harding, and Rileyv 1997: Moulin et al. 2004: Silva et al. 2005;
Vinuesa et al. 2005) and between ¢- and B-proteobactenia (Moulin et al. 2001: Chen et al.
2003). A transfer of the entire svmbiotic island tincluding both nodulation and N> fixation
genest has lor instance been proved in Mesorhizobium loti by acquisition of” a svmbiosis
island that integrates into @ phe-tRNA gene (Sullivan and Ronson 199%).

Conclusions

Our data suggest that host-specialisation and speciation are (wo independent processes
alfecting the evolution of rhizobia. At a within-species scale. we reinforeed the svmbiotic
classilication of S meliloti in two biovars (bv. meliloti and medicaginis)y (Villeguas et al.
2006) since they shared a common genetic background not only on the chromosome but also
on the two megaplasmids with the exception of the svmbiotic region involved in nod-factor
svnthesis. Our analvses therefore support the hvpothesis that S. meliloti evolved under a
cohesive recombination model (see Gevers ef «f. (2005) for a review on theory based-
concepts of prokaryotic taxonomy) because the ditferent functional lincages of nod genes
spread into the different genetic backgrounds of . melilori through recombination. Despite
the fact that such model {its to many taxa, including rhizobia and some pathogens such as
Borrelia burgdorferi 1Qiu et al. 2004, available theoretical models predict that reccombination
has little impact on the speciation of baclerial ecotypes (Cohan 1994a: Cohan 1994b; Cohan
1095: Majewski and Cohan 1999b: Velsigian and Goldenteld 2005). Three main reasons niay
explain the discrepancy between theoretical expectations and S. meliloti population structure:
i)y S. meliloti genome is composed of scveral replication units, limiting the etfect of
propagating fronts ot genctic divergence among ecotypes (Vetsigian and Goldenfeld 2005):
ii) the modalities of gene exchange and DNA recombination might differ from those
implemented in theoretical models which are fitted to transformation mechanism (Cohan
1994a: Cohan 1994b: Cohan 1995). For instance, the impact of sequence dissimilarity on
gene conversion rate 1s species-specilic (Majewski and Cohan 1999a: Majewski et al. 2000):
iii) the diversity of S. meliloti population might be influenced by recurrent selective sweeps
affecting all the biovars, which might prevent the speciation of ccotypes (Majewski and
Cohan 1999b), The lack of differentiation we observed at IGSgyo 1s consistent with this
hypothesis. Thus. further studies on horizontal gene exchange mechanisms within S, meliloti
arc needed 1o get a better undersianding on emergence and maintenance of its genelic
diversity. At the interspecific level, two scenarios may explain both speciation and
specialisation of 8. medicae and S. melilori. While our data suggest that Sinorhizobium strains
acquired the ability to nodulate Medicago plants through an HGT of nod genes from an
ancestor of Rhizobium mongolense. it is indeed not clear whether the low genetic divergence
between nod genes of S. meliloti by, meliloti and S. medicae is due to an interspecitic HGT or
to a budding speciation process leading to the emergence of S, medicae. For now. it seems
ditficult to exclude any of these hypotheses. but whatever the scenario. the speciation process
between S. meliloti and S. medicae might have been due to geographic isolation orand a
differential adaptation to selective constrains (Majewski 2001). These last processes are of
great interest in the context of the coexistence of S. meliloti bv. meliloti and S. medicae in
natural populations. Generally, such coexistence is possible under particular sets of conditions
(Egas. Dieckmann. and Sabelis 2004), Because S. meliloti by, meliloti can {iX nitrogen with
only a subset of Medicago species that can interact efficiently with S. medicae. it is difficult to
understand the coexistence of the two bacterial groups in the same sites without calling for
trade-ofts among the fitness components of cach species. unless host plants are not « limiting
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resource Tur rhizobia. A theoretical work published by Parker €1999) has shown that allepatric
differentiation and  better svinbiotic abilities of the specialist (e, more nodules. faster
nodulation and colonization. or nodules that vield more progeny due o a higher nitrogen
fixation on the conumon host plant) would facilitate the coexistence of both generalist and
specialist species ol rhizobia, Estimation ol (hese paraneters {or cach species would be
helptul to improve our understanding of the system.
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Table 1. Primers used in this study

Experiment Genune location? Primers" Sequence 87 o X T, 0C PE‘; P:;;“: «
size (ph
MLSA FGSpep trhpA — rkplH RKP1 AGGCATGCACGCCCTATGA 588 509
RKP2 GCCATCOACATCTACUAATATCAA 571 .
TG Svup (nodE — nod) NODI1 CAGTTCTGGCATTCAAGE 537 579
NoD2 CCCCTCCTATGGCTCCTGAT a4 .
TGS g toahDI - Smal 3t GABI CATGACCAAAGACCGCTTCC Ay 058
GAR? GCATGATCGGCCTCAACAC S¥N -
IGS poteroP — thith EXOmeliloti ] CAACAAGACGGATATCAACGAA 56,5 194
EXOmelilmi2 GTOGGTGGAAGGATTGACTGC vd
EXOmedicue ! CATCAACGAGCTCGGGCAAAT 57.3 230)
EXOmedicae2 CTGOGTCGAAGCGGCAAAA 560 =
Supertree nodABC .
pSymA 481186 bp XNad CGCCTTTGGGACAGTTCG 5802
pSymA 180970 bp XNA3F CGGATCGGAGCTATGAAGCA 59.4
PSymA 480469 bp XNA4R AGTCCAGCACTCGCATCAACAAT i84
pSvmA 480258 bp XNaAsR AGCGGCGGTGCTGGTTG 60.0
pSymA 480016 bp XNaek TTCCGAGAACCATCATCAACGAC all A
pSymA 479704 bp XNASF CGGCACAGTCTCOGCTTCG AL
pSymA 479686 bp XNATR CCOAAGCGAGACTOTGCC 6.5
pSymA 479535 hp XNag® GCCTGCCTTCAACATGAGAAT 579
nodfG ‘
pSymA 4701935 bp XNE?f AAATCGCCCTTCGOTTCGG e
PSymA 47427 bp XNE+ GCGGTAGACCAGATCAAGTGC 61.8
pSymA 470576 bp XNES* COGTGGTACTGGGCGAGGAGT 631
pSymA 470874 bp XNEqu TCCATATCTTCCACCAAGTCCA SR.4
pSymA 471038 bp NNE7F GCGTCGAGCGTAAGGTGCG 60.5
pSymA 471725 bp XNEsR CCGTOGCAGTCCGACGAT 57.6
pSvmA 471878 bp XNE9R GCATTGTTGACCAGGATGTCG 598

* Genome focations refer to the genome of S, melilori strain 102

[;hF R

refer to Torward and reverse primers respectively,
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TABLE 2. Origin and genotvpe ol S, medicae and S. melilori isolates.

Allele at indicated locus®

Location Taxa / Host plant Isolates 1G5 1CSee 1GSorn S
Enfidha S, medicac { M. runcarila STM 277% K P Y AH
STM 2779 K Q vV AE
STM 2780 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 U AE
STM 2785 K M T AF
STM 278n K N U 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 U AE
STM 2794 K N Y AE
STM 2795 K K I AF
STM 279¢ K Q U AE
STM 2797 K K U AE
S. melilor by, meliloti f M. runcarule STM 279% F B E K
STM 2799 C B C A
STM 2800 E D G K
STM 2801 A D 1 C
STM 2802 C B G A
STM 2803 C C F K
STM 2804 C B 0 K
STM 2803 C B G K
STM 28066 C B o K
STM 2807 A D C K
STM 2808 A D 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 28138 A B C K
STM 2819 C B 0 K
STM 2820 C B M K
STM 2821 E D C K
S.omeliloii by, medicaginis / 8. laciniara  STM 2822 C B E Y
STM 2823 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 D B X
STM 2828 C B O X
STM 2829 C B 0 W
STM 2830 C B E z
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Somelitore by, meliloti / ML rruncaruda

S, mclilor by, medicagins / M. lucmiara

STM 283
STM 283
STM 2835
STM 2¥36
STM 2837
STM 2838
STM 2839
STM 2530
STM 2841

STM 2842
STM 2843
STM 2534
STM 2845
STM 2844
STM 2847
STM 2848
STM 2849
STM 2850
STM 2331
STM 2852
STM 2833
STM 2854
STM 2855
STM 2856
STM 2857
STM 2836
STM 28549
STM 2860
STM 286l
STM 2862
STM 2863
STM 2¥ed
STM 2865
STM 2360
STM 2867
STM Z856R
STM 2860
STM 2370
STM 2871
STM 2872
STM 2873
STM 2874
STM 2873
STM 2876
STM 2877
STM 287%
STM 2879
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STM 2889
STM 2890
STM 2891
STM 2892
STM 2893
STM 2894
STM 2895
STM 2896
STM 2897
STM 2898
STM 2899
STM 2900
STM 2901
STM 2902
STM 2903
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“ Alleles previously described are identificd by the same notation than in Bailly er «l tin press
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Table 3. Genetic diversity ol S, medicae and S, melitori by, meliloti and S. melilori by, medicaginis populations isolated from the thiee host plant

o

groups used in this study

Number of

Genetic diversity?

Sample equenKes aligned sogregating 1 R H
) sites” sitex ' Obs Nmin Ohs Nmin
S, wedicae
IGS gep 20 A21¢0) 1§ 1t 1 1.OU 0,000 O.000 10.000- 1L.000)Y
1GSyon 20 335¢h 3 00026 3 JRT N 0,595 11,563 10.426: .66
1GSan 20 3343 8 00042 é 486 13:6) 0779 0.739 (0.647: 0.816)
1GSev 20 1901 6 0.0087 7 SRS &3 0796 (.7 11:0.858)
S, melilori by, nwlilot
1GSmcp 66 n2eh 6 0.0u32 7 RIGREMEE] 3480 07502790647
1GSyp 6b REDERY 7 fro0ord R 1.31¢300) (.544 01.534910,353.0.71
1GS;as 66 27406) 15 (L0136 13 6.50 14:9) 0,799 (.78 10.700: 0,861
1GNeyo 6 RESE BRI Il 00147 3 Jd62 % 0,364 L3730 IR0 A
S.weliloni by, medivaginis

1GS gep 10 30240y 4 130041 3 2372 h 0,337 0,323 (0, 100: 0.51 1)
1GSvun 40 5 2 0,088 10 6945, 9) (1822 1,803 10,689 0.884)
IGS, 1 40 27415 1 (.0150) 6 186 (4. 6) 0.749 11732 (0.626: 0.81 11
1G5y H0 Mlieh 11 0.0078 3 22101, 3) 0,22 0.219 ()00 04161

YR, allelic richness: Ho Nei diversity indice: Obs, observed value: Ny, expected value for Ny, sample size, Timits of the 93¢0 contidence
inten al ane in brackets. Ny Values are set to 20: " Number of indel blocs within intraspecitic alignments is provided in brackets: ™ Computation

were not tractable,
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Table 4. Results of Shimodaira-Hasegawa tests among phylogenies presented in Figure 4, obtained {rom each MLST loei.

IC1

Sequence dataset Best lree -IntL) Alternative tree -IniL) Al-In(Ly)* p-value
I1GSrep IGS gp 613.65 IGS o 911.90 298,25 0.01 .
1GSGap 915.83 302.18 0.03
1GSvop 1012.60 398.95 0.02'
1GSgxo 1GSexvo 649.27 1GSwp 1257.67 608.39 0.007"
1GScap 154831 899.03 0.00""
IGSyon 1543.96 894,69 .00
IGSgay 1GS;ap 769.49 IGSgyp 2581.59 1812.09 n,m”:
1GSgvo 2609.34 1839.84 0.007
1GSvon 2171.24 1401.74 000"
IGSxop 1GSxop 112255 IGS pep 10786.54 9663.99 0.0 |
1G S0 11217.36 10094.81 0.00
1GSiap 9777.26 8654.70 0.00""

“Difference between —In(L) of the best and the altemative topologies: . ™", likelihoods of the two topologies differs significantly with «=5¢ or

o=). 1% respectively.
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Figure 1. Location of the genetic markers used in this study on the genomie of Sinorhizobiwm
meliloti strain 1021, The lour loci used to perlormi the MLSA study are framed by dotted lines
and their location is indicated by dotted lines. Genes clusters located nearby cach genetic
marker are indicated by black boxes. It is noteworthy that JGSgxe marker is located nearby
ene clusters involved in surface polvsaccharide production (rkp. kps. exp and cexe genesy and
conjugation irra gene) and that 7GSyop marker is located nearby zenes involved in symbiotic
specificity inod  genest, symbiotic efficiency (nifffix genesy, scerction (virB - gene) and
conjugation ttra genes). The Tocations of the partial sequences of #odABC and nodEG genes
used to obtain a supertree are indicated above the schematic representation of the svmbiotic
SeNC area.
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Figure 2. Supertree obtained from nodABC-nodEG gene clusters. The numbering below each
node relers o bootstrap proportions. The topology indicates thal symbionts of the genus
Medicugo grouped tn a monophyletic group. Conversely. within Sinorhizobium. S. meliloti
was paraphyletic due (o the Tocation of S. medicae scquence. Sinorhizobiwn spp associated to
the genus Medicugo clustered in three main groups among which bacterial strains associated
o M. truncatula (i.e. S. meliloti bv. melilot and S. medicae), M. laciniata (i.e. S. meliloti bv.
medicaginis)yor M. rigiduloides (i.e. S. meliloti),
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Figure. 3. Full view (A1 and focus (By on Neighbor-Net analysis obtained from 126 complete
senotypes  of S melilor by, melilot. S, melilorr v, medicaginis  and S, medicue.
Sinorhizebium meliloti and 8. medicae clusters are connected by a single edge. suggesting
sexual isolation between the two species. Conversely. the clusters of the two S meliloti
biovurs are connected by several edges, suggesting a lack of sexual isolation between the two
biovars, Isolates did not cluster according to their geographical origin. The analvsis is based
on an averaged distanee matrix obtain from the four MLSA markers. Branch lengths are
drawn to scale. Dotted lines indicate the position of haplotypes on the network. Black. grey
and white symbol colours indicate the isolates asstened respectively o Somedicae and
S. meliloti by, meliloti and S, melilori by, medicaginis, Isolates sampled from Hadjeh and
Enfidha are indicated respectively by cireles and triungles. The numbering relers o the
number of isnlates sampled from the different groups.
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Figure. 4. Maximum likelihood trees obtained from ecach of the four markers used in the
MLSA scheme. Sinorhizebium medicae isolates. which are mdicated by black svmbols
colours, grouped in a clade on all phylogenies. This is consistent with the hypothesis of sexual
isolation between S. meliloti and S. medicue. Conversely. isolates belonging to either
S. melilori bv. meliloti or S. meliloti bv. medicaginis, which are indicated respectively by grey
and while symbol colours, do not cluster in monophyletic groups on all phylogenics but
IGSnop. The three taxa display different symbiotic abilities. The colours of the branches on
cach phvlogeny indicate the inlerence of ancestral symbiotic features. The incongruence
amony the four topologies and also the putative pattems of phenotypic evolution we inlerred
suggest that recombination occurred among S. meliloti biovars. Isolales sampled from Hadjeb
and Enfidha are indicated respectively by circles and triangles.
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Figure. 5. Distribulion of several measures illustrating the dissimilarity between populations
pairs belonging either S, meliloti by, meliloti. S. melilori bv. medicaginis or S. medicae. Data
are provided independently Tor cach of the Tour loci used for the multilocus sequence analysis.
A Percentage of allelic richness specitic to S. medicue, 5. meliloti bv. meliloti and S. meliloti
bv. medicaginis arc indicated respectively by black. grey and white area. Striped area
tlustrates the percentage ol allelic richness shared by pairs ol taxa. B: distribution ol pairwise
FST values between taxa. ™5, ## ## indicate respectively differentiation test p-values above
5% threshold, below 14 threshold and below 0,14 threshold. C: average and 93% conlidence
interval of the genetic distance among individuals belonging to two different taxa.
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Figure. 6. Profile illustrating recombination breakpoints along a concatenate datasel of MLSA
markers obtained from isolates belonging to both S. meliloti biovars. Mos! striking
recombination evidences are found at marker pairs boundaries. This suggests that our dataset
1s mainly affected by recombination events that occur among loci. This patlern is consistent
with those obtained with MAXCHi, CHIMAERA and GENECONY.
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S. meliloti (M. fmnmfu!ul !

5. meliloti by meliloti ' Lehanon !
Tunisin ! '
'
'
1
'
S.omediloni by medicaginis !
Tunisiz '
] Seomelilwii (VL ofgidudoidon) '
¥ 1.ehiton '
. melilod by modiloti
: u.) ' [

Fieure. 7. Population tree based on five populations o 5. melilon, i.e. S melilors by, melifou
populations solaled from France (Ballyv et al in press ay and Tunisia (Dhis studviy, S.omelilor
by, medicaginis isolated from Tunisia (this studv), and 33 S0 melilorn 1solales oblained Irom a
Lebanese soil sampled trom either M. frincanda or M. rigiduloides (Bailly el al..in press b
Bacterial populations cluster according o their geographical origin rather than on symbiotic
abilities. Al global dilferentiation ests performed  between population seject the null
hypothests (p<Shco), exeepting the lest between Lebanese Soomelilor populations isolated Trom
M. truncanda and M. rigidutordes, These Tast populations are surrounded by« dotted Tine. The
neighbour joining tree was based on a Cavalli-Storza distance matrix. This matrix  was
obtained from genotypes inferred at several polymorphic loci Tocated within /GSgxp. 1GSexo
and {GSeap (sce Bailly el al. in press by o obtain a description of polymomphism assaved),
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Abstract

Some bacterial species, like nitrogen-fismg Sinoruzubioen that interact with Medicago plants, are prone 1o frequent horizontal
gene transters. Investgation of their genetic structure requires to study polymorphism patterns at many loci. Although DNA
microarrays represent a method ot chotce tor high throughput anaby sis of polymorphisms, this technology vet remains an expensive
and heavy approach, thus depriving most of research groups from this powerful weol. In an attempt 1o overcome this limtanon, we
have developed a simple genotvping procedure by DN A mugroarravs, and have ey aluated 1s ability to charactarize a Suoruzobium
population. Thirty 13- to 24-mer oligonucleoude probes were designed to target the most frequent mutations in three polvmorphic
loct of Sinortuzabum mehlon and S medicue. Probe hybridizaton efliciency was compared on two spoting surfaces: nylon
membranes and eposy-coated glass shides. Epoxy-coated glass slides reveaied more sensitive than nyvlon membranes and allowed
discrimination of single mismatches. Using this procedure. an uncharacterized population consisting of 33 § woliloteS. medwuc

isolates was successfully genotyped.
12006 Published by Elsevier B\L

Nevwords Micreamy, Army surface, Genotypmyg, Sinorhizohnem

1. Introduction

In the past two degades, several DNA-based genctic
markers have been developed w explore bacterial
population diversity. Two types of genotyping methods
that differ according to the information they provide can
be distinguished. First, fingerprinting methods revealed
numcrous polymorphisms through the overall genome.
They include Random-Amplificd Polytorphic DNA
{(RAPDY (Widliams ct al.. 1990), Amplitiecd Fragment

* Comesponding suthor. Tel: —33 467893801 fax ~33 7503802,
E-mail address Jean chnstophe Avarreaimpl o dr 13 €. Avarre)

167-7012S  see front matter « 206 Publshed by Ebevier B Y
daiz1 01016 p oumet. 2006.03 D06

Length Polymorphism (AFLP) (Vos ot al.. 1995), and
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) (Schwartz and
Cantor. 1984). The main limiation of these eechnigues
15 the difficulty o assess the events that caused the
observed polymorphisms (i.c. genomic rearrangements.,
inscriwnedeletion or punctual mutations). Moreover,
RAPD i5 usually considercd as a poor repeatable
techniyue, whereas PFGE is extremely time-consuming
and is difficult te wse in routine. Sccondly, locus-
focusing methods eaamined allelic varaton after PCR
amplificatton of a specific DNA  sequence. These
technigues provide information on punctual vanations
such as Smyle Nucleoude Polvmorphism (SNP). which
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are b great anterest an ceology, evolutionary  or
biogeography studics (Brumticld ctal. 2003, Monn o
al.. 200y The sunvey ol nucleoude variations from
several loci is usually needed o eaplore and analyze the
shuape of the diversity from a bacierial  population.
Although Muli Lovi Sequence Typing (MESTH(Maid-
en el T99%)Y s the mostaccarate approach w achieve
this goal {Gevers ot al, 2005) 11 requires high
seguencing  throughput and as such. s oa relatinvely
expensive approach. Several altermative methods have
been developed. such as Multilocus Restriction Typing
(MLRTHCuenye and LiPumma. 2612101 Single Stranded
Contormanon Polymominsm (SSCPY (Sunnucks ez al.
2kt HOWCYeT, SCnOLVpe d4sSessinent Is rospectively
conditioned by restriction cieyme availlallin or further
sequencing. and any new allele may oo be dentilied
due to method discomimaton limitativas.

There s therelore a need for an alweative method
which would provide reliable and sensitive DNA
scquence intormation at a larper scale. To overcome
these hnnations. ybndization-based methods using
nucleie acids immobilized on sohd state surtaces have
recenily been developed. DNA microarmay wechnology
caables parallel aucleie acid hybridization for a large
number ol DNA - fragments immobihzed on g small
surtace ared. It provides a high throughput micans of
analysts for a wide panel ol applications { Dimanac et al..
20602: Lockhart ¢s al, 1996: Pease et al, 1994 Wang ot
al.. 199%) The use of DNA muicroarray technology for
single mismutch diserimination has already been
desenbed through resequencing approuches (Hacda.
19w Zwich o al. 2005 Yel. DNA microarray
weehnology alse remaims an eapensive and heavy
approach. thus deprving most of research groups from
this powertul wol. Besides, swudies that use tns
technology  comcern 4 fimited vumber of model
OTZANIMIS.

The two sister spegies Sranrhizobao melidotr and
Sinarrhizotium medicae (Romwe et al. 1998 perlorm
ctticient sviubiosis with Medrcago plant species. and
represcit an mieresting model to study the impact of
toriconial gene tmanster on the diversity ol bacterul
populavong. Their venome includes three replication
umis. te. 2 chromosome and a0 megaplasmids called
pSyvinA and pSymB which display dilterent functional
leatures. While the chromosome harbors most ol the
houscheeping penes, genes nnolved moaceessory
Tunctions are mamly located on megaplasmids (CGalibert
et oal. 200y Recently. the population stucwre of
Smorhizobin meldot and 5. medicae specics has been
studied at a local scale in South o France and in Tunisia
(Bully ot al.. m press) In these studies, isulates were
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charactenized oo several locr locaied on the three
replication units by Multt Loot Sequence Tyvping
(MLSTr The vhtamed resubs showed that plasmidae
murhers evolve independently due o recombinaton
within both Sinorfuzebun species. allowing differem
selecon e pressure woues on cach unlinhed Jocus. Thus,
several loer shoald be senotyped o obtgin an accurate
picture ol the genctie structure of S0 wredifonr and S
medicae populations.

In this paper, we deseribe o simple procedure.
aceessible to every laboratory equipped lor moleculur
biolozy, for genotvping bacterial strains by DNA
microarravs. The amms of this study were: (13 10 show
tha! o lab-made prowscol with o manaal aucroarrayer
enables single mismaich discriminution: (1) o ws: and
cumpan: pertormances of <wa oliyonucleotide spoting
surfuces. in varous labeling and hvbrodization condi-
tons: (1) o assess fie abilin of this method w
wenois po uncharacieniaed Smorkizoboan 1solates sani-
pled 1rom o given soil.

2. Materials and nethods
24 Awrsarree's oluronucleonde design

For the development ot the amay, only three disunet
DNA regons. or joct. were investigaied. These three
loci. called “IGS ey TGS, and “GS g corre
spond to intergeme sequences of Sinorluzobum wmeliton
and 8§ medrae penomes, and are located on pSymA
plismid, pSymB plusmid and the chromosoie. respec-
tively. A set ol sequences that were proeviously obtamed
troun Tundsian and Feench Simowhizobivn melilon and 8,
medivae sympatric bactersal populations, revealed the
prescuce of 26 alleles tor JGS,, 5 13 tor JGS, g and Y
for JG Sy (Bailly et a1 presst. Oligonucleotides
were designed to cover most of the polymorphisims that
were tound in nmieral populations on these  three
chiromosomal and plasoudic Joey 10 the o specics.
Svquences were aligned with CluswIN 1LY {Thompson
1 all, 1997 and ahgnments were edited with GeneDoc
{Micholas eral, 19970 Oligonucleotides were ruanually
designed wsing Gene Runner 305 (Hastngs softaare.
lncoy by sceehing the best compromnse between the
mismatch positon along the oligonucleotide and the
ohgonueleotide sre. melung wmperature (T, and
probabidiny ot secondary structures (Tor referenee. sce
Bouth ot al.. 2003y, Oligonueleotides were synthesized
by Opcron Biotechoologies GmbH  (Cologne. G-
muny). Olisonucleotides were individually tested for
their Iy bridizauon perfornmnces. and those that did not
vield u sensitive enough sipnal were redestgned i order
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to mncrease therr length, synthesized and tested again. At
the eond. thiry oligonucleoudes were accordingly
obtained. with a length ranging from 18 to 24
nucleotides. and which main features are listed m
Table 1.

2.2 Ohgonucleotide spotting

Two distinct types of arrays were tested: positively
charged nvlon membranes and cpoxy-coated glass
shdes. Fur nylon membranes. lyophiliced oligonucleo-
tides were resuspended in TE buller (100 mM Tris HUI
pH 7. 10 mM EDTA) at a final concentration of 00 pM.
They were manually spotted onto supercharged nylon
membrancs (Nviran N7 Schieicher and Sehucll Biosei-
ciee, Dassel, (Germany) with an 8-pin hand-held
microarrayer (Microcaster. Schlewcher and  Schuell
Bioscience. Dassel. Gemmnany). Each oligonucleotide
was spotted a1 triplicate. After arraying. oligonucleo-
tides were covalently fixed to the membranes with an

XIV. Article 4
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automated cross-linker (Stratagene) at an cnergy ol
120 m). Membranes were then rinsed with sterile water
for 5 min. air dried and stored at RT til] use. For glass
slides. Ivophilized oligonucleotides were resuspended in
1> Nextenon Spot bulter solution (Schou. Jena,
Germany ) at a final concentration of 20 pM. They
were manually spotted onto Nexterion Shdes I {Schou,
Jena, Germany) with the same hand-held microarrayer
(Microcaster, Schleicher and Schuell Boscience. Das-
sel, Germany). For this armay, cach ohigonucleotide was
spotied 1 duplicate. Slides were subsequenty teated
acronrding 1o the manufacturer’s instractions. In both
cases, positiy ¢ controls consisied of an equimolar mix of
all the oligonucleotides, and negative controls consisted
of oligonuelentide resuspension bufler.

2.3 Twget labeling and Ivbrdization

PCR amphfications of cach loct were cammed out for
each strain following Bailly ctal. (in press) proecedure.

Tabie 1

Ohigonuclentsde seguences and characteristios {sequence mutations are highlighted)

Probe # Ol name Sequence 8w 3 Length (ot GC Tm* *Cy
1 exomed-93 getegoctgaag glagecy 19 ok d 757
2 exnmed-93bisy gricgectgagpgagecg 19 737 Y
3 evomed-123 gerigpgtctposracatee 24 S04 742
4 evomed-123bis getigpepetectoacactaatee 24 842 T o
5 exomed-123p2 ttgp gictghcacactaaty R 458 f9.3
1] exwomed-123n2biv ngggictgrteacacatee 22 500 1K
7 exvomel-¥6 gectttregeccticpee 19 632 79.0
8 exomel-96bis afttgletpeg oot I S50 T4
9 exomel-113 HCPCERUAQEOTII EN oll 755
14 vwamel-113bis BCRTeEeagaeceye 18 n6.? 7500
1 ¢xomed-132 tecteacactagtcctecaacca 2z 52 ThT
12 exomed-132bis gowacactagiocteccacca 23 s b
13 gabmed <65 grarcgaastccgetpaagp 20 60.0 b
14 pabmed -6Shis ERaccaaatogl gaagy 0 R 74.4
15 submed -184 cagepcpgeactataatmagy 2l 824 T
16 wabmed -184bis OCALCECUE Clalaatrangy 21 XN BN |
17 gabmel-106 golgpacagpategrapsa 20 (VY] T23
I8 galiol-166bis PCIgEacagrgleca g 2u 650 747
19 gahawl-192 gragpettalgagpgang oy n M5 ThK
24 gabmel=192bis geagpriama-peaaggpeg Ry 571 T84
21 gabmel-192ter geaggetaiga-geaapgpoey 2 6l 9 Th.3
22 gubmel-42K coaagaceCrrIgg eaccrtagt hal 345 T4
13 gabmel-42¥bis coaagacctogg paccetgt 22 . BN
24 gubmel-428cer caagacectegagaccrtagn 21 bl 9 T4
28 rkpmel-58 attectgetatgeggmalee R 524 732
26 rkpmel-58bis attectgetetsegpgtatce it R | T4
27 rkpmel-164 ctectge paceeatoaat i 21 ATy 743
I8 rkpmel-t6lbis ctectge gafecatceastac 2 824 20
29 rhpmel-193 acpette ptasfcaatatepaeg n 414 g
n rkpmel-193bis acggrcgtmocamaegage 22 47K T

*Tm wis calcutated ustng the nearcst-neighbor thermodynamie vatues method (Bresluuer ctal . 19863, with the Joltowmg conditims obigonuclconde
concentrmion of 123 oM iconcentration of membrane-bound ofyonuclcondes durmg bybndpation) and salt concenration of 393 mM (Na’
concentratxon in hybradizaton buffery
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23 L Iiviridization on avlon membrances

Specificity of the designed ohgonuclentudes was
assessed on avlon membranes. Approaamately 30 ng o
cuch PCR product were mdependemids labeled with iu-’xPi
ACTP by random prinemg with the Bioprime DNA ubeling
Lit tIovirogen) according W the panutaciurer's instruc-
tons. The priming reaction miztwre contuned as fina
concentrations. |- Randam Prmers Sodution, 160 oM
dATP. dGTP and dTTP 1233 pM of ia-*PldCTP (5 pl.
Amershami and 40 U Klenow fragnent. Labeling was
carrivd vut at 37 “C tor 2 b and reaction was stopped wish
S oyl sop bufter. Labeled DNA was cleaned from
unmcorporatad nucleoudes through Probe Quant G350
columins { Amersham ). Membranes were prehyvbndized for
two howrs at 42 "Cina hybridwaton oven (Appheoe)
under rotation n 2 ml of 23" tormannde. 2.5 Sahine
Sodium Citrate (SSC. 375 mM NaCL 375 mM Naciraley.
7" Sodium Dodeeyl Sultawe (8SDs) 1+ Denhard:'s
solution and 200 e ml™ denawred salmon sperm DNA
{lnvitrogens. Labeled target was beat-denatured and added
to tie hyvbndizaton buffer. and mwembranes were hvbrid-
tred tor 16 b the same condiuons Atter ivbndiaton.
mnembranes were washied two gmes lor 15 mun at room
wemperawre in S mlof 20 SS5C, 5% 5DS and two tmes
tor 15 mun at42 °C m 3 mmlof’cack of the [ollowing butlers:
0.5« S8C. (L5 8DS und 020 NSO UA% SDS.
Membranes were air dnied and eaposcd w2 phosphor
sereen Jor several hours, and the phosphor sereen was
scanned with a phosphommager { Tvphoorn. Amershamy).

2.3 2 Hebrddizativn on epoxyv-voated glass slides

To comparc the hybridization performanges on
another subsirate. hybrideations were algo camed ow
on epox v-coated glass shides. Five nanosrams vl cach of
the 3 PCR products were mived and wsed as temnplate tor
labehny, which was carricd out with the Bioprmme DN A
Liwlmyg Kt {lvitrogen) as desernbed abos e Labeled
DNA was punfied with the Qiaguich PUR punitication
Kt (Uragen . cluted in S0 pl HaO, evaporated by speed-
vacuum. resuspended 1 30 pl of nvbadiation buller
and heat-denawred. Hybridization bufter was the same
as deseribed above for hybridizstions on nyvlon men-
brances. Spotwd shides wene hyvbridized tor 16 hat 42°C
with thus prepaaton under coverslip. Afters hyvbridiza-
tion, slides were washed exactly as deseribed above. with
5 ml ot washmyg solution per shde, Slides were then air
dried and exposed o a phosphor sereen for 2 o b h,

2 Hvhridization signal unavsis

Hybrdizavion signals were gquantified with Tmage
Quant TL +2003.02 software (Amershamy Since the

arrayer allows 0 spot up w0 768 probes on a single
membnme, doerid consistimy of 32 - 24 sarlie areas tas
circles) was placed on cach scanned slide and sipnal
mtensities were measured tor cach ol these 7638 circles.
Background nose was subtracted by the spot edge
average method. Ruw resalis were exprossed as piaels:
eny” and analyzed us tollow. Intensity distribuvon ot all
the “aireles” comresponding w the pose. iie. arcus that
were not spotted with an ohgonueleotde. was caleula-
cd. and u detecwon threshold fur postine sienal was
arbiranly sct for all the values exceeding 99 5, of the
bachground nowse values. Only signal spois which
ntensity wis higher than this threshold were considered
as signtheant.

In owder o compare signal anfensaty between
membranes und shdes, 2 relatve signal nensity was
caleuluted as toflows relatve signal mtensiy  signal
mtensity - ’flde averase mensity. where shide average
miensiy consisted of the meun mtensity of the 768
circles. A signalback sround ratio was also caleulated as
signal mtensity, background  intensity. where back-
ground intensity consisied of e mean inensity ol all
the non-spotted surface arcas (crrelesi ot the membrunes
or stides.

2.5 Mot temperatune analvsiy

I order o verity the accuracy of T predicuon, the
meling temperture was calculated {or cach oligonu-
cleotide. For this pumpose, tomplemenian sequences to
the 30 oligonueleoudes were syntheswzed by Operon
Bioteehnologies GmbH (Cologne. Gennanyy, Oligonu-
cleoudes were diluted 1o 25 gM i HaO. Tw o microliters
ol cach vhgonuclenude was mived with s comple-
mentary (final concentration of 2.5 pMy wogether wnh
2 ploof a soluuon comaimage SybrGreen (Molecular
Probesy diduted 130000 m DAMSO=-BSA at 3001z ml
i a fimal volume o 20 ul Samples were ranstored o a
Ya-well plare (Statayence) and subjected o the follow -
ing melung profile inoa Ma300OP thernocveler
tStrttagene). DNA was denatured tor 5 min al W8 ~C,
renatured for 13 mon at 30 YC and DNA melung was
measured by sncreasing wmperature 0 935 °C ata rate of
27Connne Resulting T are the av erage of S separate
rcasurernents.

2.4 Bucterwl popndation sampling and DNV extraction
Bactenal sampfing was done by trapping svinboie
nitrogen fining bactena with the Fabaceae Medicago

truncatde and Aedicago rgdidoides species. from a
<01l collected near Terbol (Bekaa vallev. Lebanon.
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Trapping was performed in Gibson tubes, tollowing the
procedure previously described (Brunel ot al. 19960,
Seventeen M. rigidulowles and 16 M. truncatulu were
grown individually in tbc. and about 2 months atter.
nodules were harvesied and stored in 25" glveerol at
=30 °C until use. For bactenal solaton, nodules were
thawed, surface sterilized by immersion m 3%, CaClO
for 2 min. finsed 3 tunes for 1 min w stenle disulled
water and crushed ina drop of sterile disulled water. The
resulting suspension was streaked on Yeast Mannitol
{(YM) agar plates (Vincent. 1970). Colonics were
cheeked tor purity by repeated streaking of single-
colony 1solates on YM plawes. Pure bacterial isolates
were grown m 10 ml of YM medium for 2 days at 28 °C
under shaking. Bacteria were pelleted and washed twice
with sterile water. Total genomic DNA was eatracted
according to the procedure previoush described (Chen
and kuo. 1993). Any trace of RNA was removed by
treating the extracted DNA with 50 pg ml™! RNase A
{(Sigma) for 30 min at 37 "C. and DNA integrity was
verified by OD measurements and agarose gel
cleetrophoresis.

I, Results and discussion
3 1. Hvbridization optimization

Thirty oligonucleotide probes were designed to target
most of the polymorphisms previously reporied at three
loci {1GSg . IGSEwp and [GSgyp) comresponding to
inwergenic sequences of Sinorhizobium melitoti and S,
medicae yenomes. PCR products of these regions were
obtined and hybridized on arrays contaming these 30
oligonucleotides.

The length of the oliguonucleotide probes varied
between 18 and 24 nucleotides. Ideatly. all oligonucleo-
tides should display nearly the same size and very close
Tm and GC content, in order 1o vield an optimal
hybadization signal under simglar by bridization condr-
tions. However. such “idcal™ conditions were impossible
to fulfill in most cases, which is the reason why the
oligonucleotide length fluctuated around 2 1 nucleotides.
their Tim vatied between 692 and 79.0 °C and their GC
conicnt was comprised between 43.5% and 73.7% (see
Table 13 For point mutation detection, {Hacia et al.,
1906) proposed that mismatches should be located in the
center of the oligonucleotide. In our case, mismatches
were not always located in the center of the probes
because of the aforementioned conswraints. Yet, a
dissociation temperature (Td) analysis previously per-
formed ( Urakawa et al.. 2003) indicated that the largest
Td difterences between perfect match and mismateh
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probes were not neeessarily observed for probes with
mismatches Jocated in the middle but rather tor probes
with mismatches located shghtly  oft center (for
Mlustration, sce mismatch-harboring probes s, 87 and
s13 of Table 1 of this swdy).

Scveral hybridization (emperatures as well as
hybridizaton buffers with varving SDS and formamide
contents were tested (data not shown), and best results
were obtained with the conditions deseribed in the MM
scetion. Although the ¢ltect of many chemicul com-
pounds on nucleie acd interactions have heen well
studicd (Chang ctal., 1974, Hution, 1977 Wetmur and
Davudson. 1968). the clect of SDS concentration 15 not
documented. except for the recent studyv of Rose ot al.
{2002). The wse of a high concentration preatly
improved hybridization signalke in our case. This
suggests that SDS may play an important role in
DNA/DNA duplex formation and stability, in addition
to reducing background (Rose ot al., 2002).

We also tested several probe and target concentra-
tons. On membrane arruys, oligonucleotides were
spotted at goncentrations varying between 50 and
200 uM and hybridised with 30, 50 or 100 ng of PCR
producl. Best results. in wrms of signal intensity and
back ground noise, were obtained for 500 pM of probe
and 30 ng of labeled target. On slide arrays, oligonu-
cleotides were spotted at 10, 20 and 40 pM and were
hybridized with 5. 25 and 50 ng of PCR products. Best
results were obtained with 10 and 20 pM of probes and
5 ng of target. No difference was observed between 10
and 20 uM of probes. and the concentration of 20 uM
was hept.

3.2, Assessment of oligonucleotide hy Iridization
efficiency

Several authurs have demonstrated  that mvlon
mucroarrays are @ reliable wol for expression profiling
studies (Bertueed et all, 1999, 2003: Rachmond et al..
1999). Compared to glass shides, membrane microarrays
are expected o vield a higher sensitive hybridization
stgnal duc to their higher DNA binding capacity coupled
o the use of radioactively labeled targets. In addition,
they also present the great advantage over slide
microarrays to be cheaper. For all these reasons. we
first decided to carry out hybrdizations on nylon
membranes.

Hybridization efficiency of cach oligonueleotide was
wsted by hybridizing spotted nylon membrancs with a
single PCR product corresponding to one locus
amplificd from a S medilon or 4 S, medicae strain
which sequence was already known, and which
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resulting hybndizaton paitern was henee predictable.
Each oligonucleotide was tested moat least two separate
hybadization esperiments, Fre. T oshows the resulung
relative Inbndizavon intensiy for cach oligonuclcotde
with ifs pertect match target. Except for oligornuclcotide
200 all ot the oligonuclevtides vielded detectable
hybrdizaton siymals under the same condiiens. Stgnal
intensitics were comparable between the three replicates
of a mormbrane. and also bemeen the replicates ol
distinet membranes. us revealed by relatnely Jow
standard  deviatons, Culeulaton of relative sanal
inmensity eniabled W oy ereome the possible disc repancres
that could origtaate frum labkeling cfticieney and thus w
compare signal mieasty between distmet membranes.
Labeling cfticicney was controlled by measuring the
number of counts of labeled turgess and proved o be
rather constant over samples (daia not shownk

Frg. 1 also lnghlights tha: signal imensitics muy be
highly varwbie tor ohigonucleoudes displaving nearly
similar length and.or GC content indicaiing that signal
mmensity  does not emly depend on oligonucleotide
length and base composition, but also depends on the
vligonucleotide sequence eselt (eompare Table T with
Fiw. 1), [tis commonly udmitted that the oligonucteotide
hy bridization yields greatly depend on their Tme There
cants avariets of methods to caleulae the Tim ot shon
oligonucleotide sequences, which most ot the time fead
W large and sgmficant dilterences m the Tmovalues
tPanjhovich and Melu, 2005 iy therefore important
to choose the moest accurate Tin determination method.
In our case. we used the nearest-neighbor thermody -
namic model (Breslauer ¢ al, 1986), which enables o
predict the incliing behavior of @ DNA duplex from is

base seguence. Yer veny receatly, (Papjhoael and

ey

40 4

relative signal i

20 -

ol

123 4 5 s 7 8 v i

1212

4 15

Meloo 2005y compared the most frequentdy used models
tor T caleulation und proposed a consensas moded lor
short oligonucleoudes. We therefore submitied our
oligonucieoude seguences o their algonthin fhoyy

dua.bio.pue.clun b, (Panhovich o al, 2005 o
obtain the resultng consensus T values. We also
measunad the Tmovalues of the oligonucleotides
Ivbrdizing them m solunon wih their complementary
seqgucerices (see MM seetiond), We then compared the
3 Tm values obtained tor cach oligonucleotide with
therr correspondimg relative signal inensives. i onder
W cevideniee a possible comrelation between relative
sigmal intensity and Tm (Frg. 2} None ol these Tin
values, cither caleulated or mcasured, did allow @ good
predicton of hvbndization vields. Veny recenth. the
hybrdizution kineues of short DNA scquences 1m
sulunion and on microsphieres was compared (sehar o1
al. ZtH5), The authors wepored importam difterences
in the kinctivs for a given sequence i solid versus
solution phase aud found that seguences Jo not mpac:
reaction ratwes in the same way on surface than they do
in solution. Analvsis of data from commereal nuero-
arravs also suggested that solid-phase hybrdiation 1s
less thermody namically favored than hvbrdeaton ol
the same scquences 1 soluuon (Held o all, 2003
These rosules therelore confirmy that hvbridizagon
signals with tethered probes ane difficull w0 pradict a
prioni. and thal Tm values measured or mierred fron:
solutions are not an accurate wol

3.3 Membrane arravs versus slide arrays

Although nylon memnbranes vichded detectable und
eproducible hybridiaation signals tor most probes,

Teo 17 I 19 20 20 22 23 24 25 26 27 3 MW

U2 IS pon2inea 2L nG 9 Go @ Lo ISna i sy b 18 a2 v Ao ) 2030 [ 20 26 b Se 18060
probe

Tie | Rebeve sigral miemsatees of eack probeto s perfectmanck target Srgrat was auantificd as aoserbad 0 VMM seetior. Numbers ir parentheses

below the probe fnbels mosate the rumber g spols that kave baer quartdeed for cac

deviatons

I okronwehonge Kesubs corresponee to the means » ~Landary
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Frg 2 Comparpon of the relatve hvbridwation sigral intensity of cach oligonuckeotide with thar measurcd and calculated Tm tacconding w

Brestaser wbles {Bresdaver ot ab. 1980 md consensi« tahles | Pamgkavick and Melo, 21003y For clatity, and smee standard des vations of measured
Tmicomespondmg to the averaye of 3 ndependent measaranants ywere very low, they are not prewenged. Relatiy ¢ siernal intensitses ane the same asn

Fig 1. and for chintv standard deviations are not presented

intensities were rather weak. and background noise
rather high. We therefore decided to test another surface
to try W improve the hybridization vields. In an atempt
of optimizing protocols for glass slide-based DNA
microareays, it was reported that over all the surfaces
tested. cpoxy—coated glass slides appeared as the best
compromise in terms of signal intensity and sensitivity

(Wrobel et al.. 2003y, Accordingly, we tested hybridiza-
tions on cpoxy-coated glass slides. and compared
hybridization profiles with those obtained on nvion
membranes. Fige. 3 presents the hybridization results of
an cquimolar mix of the three PCR products
corresponding to the three loci of a S melilon strain
which genotvpe was known. Nylon membranes were

, > e
a) . -l 202725 n =
* - . *
' @ . m
&
snm 1 3 (|383 Tl s
e -1 - » 26 810 018
33-{ iz slesa -t * :msn 1024 2
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—— [ stides
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Fig. 2 Two nylon membranes and 2 epoxy-coated glass shides were hybridized with an eqummolar mx of three PCR products corresponding to the
thrie studied focs of one S melilon sttain Ja) Resulting bvbndzauon profile of one replicste on nvion membrane tictt), on cpoxy -coated glass shde
tcenter), and corresponding spotting pattere w th probe numbers inght ). (by Resuhing signal ‘backyround matios. expressed as means in=6)~ standard

devianons
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capuscd for 24 h whereas cposy vouted plass shdes
were only exposed tor 2 h Figo Ra shows tha
hvbndizaton profiles betaeen the o surfaces were
not eaacthy identical. According we the genoty pe ot the
tested S merdedond <tratn, probes 18,240 1008, 26, 28 and
30 were eapected 1o gnve wosignal. These probes were
detected und guantiticd on both surtaces. However
cross-hvbrdizations were also wbserved. Probe 13,
which s specitic to S mredewe sarns bae diflers trom
S, melilon scgquences by one nucicotide located au
positon ¥ from the 3 end, was detected on nylon
membranes, On glass slides. several anspecitic probes,
1 addition w oligunuddeotide 13, wene also detected.
vhgonucleotides 23, 2527 ynd 28, which all dilter trom
oligonucleondes 24 2600 28 und 30 respectively, by one
sigde nuedeotide (see Table 1% m some cases and at a
lower eatent. oligonucleonde 20, which ditters frons the
tested sequence by two nucleotides and one gap.
Furthermwore, relatne e sigmal intensiies of cach vheonu-
cleotide were also ditfering between v lon and epoay
(Fag. 3by tor example. probe 26 yvielded the highew
stgnal ou nvlon membranes. swhereas the highes
1ensity was obtamed wih probe 30 on cposy shides,
Lastlyv, stienal intensity was far stronger on plass shdes.
leading v a much lower signalbackground rano (Fige.
3br Al oligonucleotide 200 which was nes er deteeted
on nylon membrancs. yickled a detectable signal on
epony-eoated pliss slides.

Ahogether. these results indicate that cpozy-coated
glass shides are tar more sensitive than nylon mem-
brancs. and yield a higher signal background ratio. They
also indicate that a given ohigonucleotide affiaed 0 two
diftferent surtiaees belias es n a preity ditferemt manner.
This obsenvauon suggests that a speafic atienuon
should be brought to the choiee of the surface o use
m nicromray experncnts, which might greathy mer-
fere with the final result. Informazion on the perlor-
mance ob the large varety of substrates available tor
mucroarfiy  eaperiments s crueially  lacking. Such
comparative studies. yer. should reveal eatrenmicly
valuable tur cepenmentalists dealing with complea
sarnple mistures.

Though mgnal intensities on nylon membranes were
weahet, they showed less vanation witin wid amoug
membranes than signal intensides on eposy slides, as
revedled by lower sundard deviations (Fig 3b
Measurement of the spot damcier on both sarfaces
showed much lasger varabnons on shdes than on
membranes, sinee the average diameter was indead
3852 104 pmon shidesand 445 =13 pm on membrances
(N 74 and 64, respectivelvi. The manual arrayer used

1 this swdy delisers oligonucleotdes by contac of

slotted pms o the surface arca. When the surbace 18 soti
s more likely that iquid depossion widl be facilitated
and miore accurate than on o hard surtace. This may
probably explain why spot shupe and mtensity was more
homogencous on oy lon membranes than on glass shdes.
This 1s probably one of the himits ofusing such i roanual
arraver un hard sartaces such gs cposy-coated glass
slides.

1.4 Prohe concoenbration

For membrane arrays. we tound that the optimal
probe coneenmtrabion was S04 pM, whercas the optimal
conceatiation wis 30 uM for slide armaas. [ we
approsunate that the average molecular wetin of a
nucleotide 18 330 g mol ™! that the average prindeliven
volume ot the hand microarrayer 1s 50 al {commumeceat-
ed from Schleicher and Schuelhy, and that all the DNA
spotted binds 1o its substrate and 1 available tor
Iivbadration. then the amwume of DNA per spot tor a
2.mer is ~ 165 ng wath a 500 solution. and
~b.6 g witht g 20-pM solunon. which corresponds o
1.5 10" moleculesspot Tor membrane arrays and
6+ 107" molccules.spot for shide amays. [ we consider
that alier random priming. the average target lengih s
200 buses (daty not shown), the wreet amount for
hybAdwaton was 28 - 107 und 4o 10" molecules
tor membranes and tor slides. respeetively. In both
cases, oligonucleotides were henee in eacess as
compared w thelr targets. As recently pomned out
thevichy und Horgan, 20039, although end-attachment
of probes 1s often imended. some surface chemistoes
might lead o cross-linking at internal sites. which can
hinder association with target molecules. According
the manutacturers, obgonucleotides are likely w be
cov alently hinhed w the surtiice of superchareed nyvlon
membrunes along most ot their length (covalent boads
form between the nucleotide phosphate groaps und the
amnuwsnwm sroaps of supercharged ny lonp whilst they
are lihely w be covalently linked to cpoay-voated glass
shides at one or o sites only (covalent bonds torm
between the amine groups of the bases and the eposs ).
Conscguently. probe aceessibility [or ils target seems
play a greaier role 11 DNA DNA hybndizauon than
probe amoun: iself

35 Twreet length
It iy wenerwlly belicved that deally., targets and
probes should have the same length for best hybrd-

ization yields (Souther of al. 1Y99). In our case, target
length varied from 2500 to 658 bp. Apparently. such
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Fig 4 Distnbution ot ssgnal bybndzanon ratios for cach et of obigonwlontides for 8. melilpts and 8. medicae For S melilori gabmel 428 only
probes 22 and 24 were comederad sinee probe 22 way never detected, Adso, the probe setcomresponding to S, mdfilon pabmel- 192 wacnotmeluded as

a new alicke was evidenced m the majonty of sokutes.

long targets did not hamper the probe<targer duplex
formation vield, demonstating that under stringent
conditions. good hybridization yields can be obtained
with targets up to 30 times longer than their probes.
This can probably be explamed by the lubceling
procedure that was used. since random priming reduces
the target size w0 ~200-bp fragments. Therefore, the
usv of random priming labeling on long PCR product
presents two main advantages: (1) it simplifies the
target preparation procedure since there 15 no need for
nested PCR or DNA fragmientation, and (2) it allows
screenmyg of a larger DNA region, and conscquently
increases the cost-cffectiveness of such genotyping
microarrays, as it multiplics the mumber of polymorphic
sites that can be sunultancously screened during onc
single hvbridization.

3.6. Genotvpe anahxis of a population of S melido
and §. medicae

Since hybridization intensities were higher on cpoxy-
coated glass slides, the analysis was performed on this
subsirate. Furthermore, signal intensity ratios were
calculated to discriminate between perfect-mateh and
mismatch products. The bactenal content of 33 nodules
isolated lrom Medicago truncarula (16 nodules) and A
rigiduloides (17 nodules) was analvzed. The three
studied loci (JGSGap. TGSy and IGSgxe) were
amplified by PCR for these 33 bacterial isolates. After
purification. PCR products corresponding to the 3 loci
were pooled for each 1solate and hyvbridized to spotied
cpoxy-coated glass shdes. Over 32 bactenal 1solates. 28

belonged to S. meliton and 5 belonged 0 § medicae.
Except for probe scts 2324 (gabmel-428) and 2930
{tkpmed-193), signal intensity ratio between perfect-
match and mismatch targets was above 70:30 in most
cascs. Ower the 229 genotypes that were determined.
only six hybridization patterns were ambiguous with a
rate ~ 0.5, Since the distribution of intensity ratios was
almost bimodal for all the Joci. genotypes could be
confidently assigned (Fig. 4. Sequencing of 1GS¢, 4 for
7 isolates. of IGSpy ., for 3 isolates and of JGS ey tor 5
isolates taken randomly. always confinned the genotype
revealed by the array (data not shown). Furthermore.
except for three isolates, hybndization sienals with
probes 19, 20 and 21 (gabmel-192) were always null or
close w the background level. We suspected that this
lack of signal could result from a scguence difterence
between (he analyzed strainsy and the oligonucleotides
spotied on the arrays. The sequencing of this region on
cight isolates indeed revealed the presence of a new
genotype that was unknown so far. Therefore, our
approach not only permitted o reveal the [ull genoty pe
at 8 and 5 sites for S0 melifon and S medicae strains
respectively. but also to detect new variants. for which
we plan to design new speeific oligonucleotides and
spot them on the array together with the others.

4. Conclusions
We have deseribed a simple procedure of DNA
microarrays for genotyping analvsis, and have com-

pared two different substrales Tor oligonucleotde
tethering. From our results, we can conclude that,
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though botl surfiaces enable single nusniwch disenne
naton. cpoxy-coated glass shde amays are more
sensivve than nylon membrane arravs, For s reason.
we illusirted the rehabvilisy of this procedure by the
eenovivping analyvss o o population of symbioue
bacieria with cpoay—coated gliass slides. Thi siimple
sastens proved very sensinve. speeific and reproducible.
thus avoiding to design severad probes tor the sanwe
puly momphism. or probes on botll DNA sirunds (Hucia,
U9y Over all the protocols deseribed in the iterature.
this protocol constitutes a low-cost alernative  tor
“medium-seale™ proecs of population gencties. which
15 accessible w any laboratory equipped or molecular
biology. The use of a non-uutofluorescent subsiraie like
epoxy elass shdes, will allow o labe] the angews with
Huorescence mstead of radioactivity, which will render
this procedure cven more accessible.

In the near Nuture. we mitend W enlarge the number of

polvmorplie loet represented on the arays 1 order w
increase both the cost-ctfectiveness and tme-ctiective-
ness of this procedure. Indeed. the ability io simulm-
neously invesiigale poly morphisi of many regions on
the genome will be a clear ads untage over sequencing
teehnigues. We will also st other substrates  for
vligoaueleotide spotting o evaluate if it is possible ©
mmprove the results reganding mismawch diseriminuton.
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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 hypothéses évolutives

RESUME

Les rhizobium sont des bactéries du sol capables d’établir une symbiose fixatrice d’azote avec les
Fabaceae. Le couple Sinorhizobium/Medicago est un modele intéressant pour étudier I’évolution de ce
mutualisme. Les Medicago interagissent avec les «especes-seeur » 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 a 1’aide d’especes du genre Medicago présentant
des spécificités symbiotiques vari€es. Si I’étude de leur diversité génétique a confirmé I’isolement sexuel entre
S. meliloti et S. medicae, les transferts horizontaux de matériel génétique semblent jouer un réle 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 génes chez ces bactéries. En effet,
les populations de S. meliloti isolées A partir des mémes plantes hétes en différents sites sont significativement
différenciées.

L’interaction avec des plantes hétes 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
genes impliqués dans la spécificité d’hdte (i.e. les génes nod). Au contraire, le niveau de différenciation observé
3 d’autres locus s’est révélé faible ou non significatif.

Du fait d’événements de recombinaisons, les processus de spécialisation et de spéciation ne semblent
donc pas indissociables chez ces bactéries. De plus, différentes hypotheéses peuvent expliquer 1’évolution de la
spécificité symbiotique chez S. meliloti ou I’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.
Sinorhizobium/Medicago 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 plasmidic loci of S. meliloti.

Geographic isolation seems to be an efficient barrier to gene flow for these bacteria. Populations of
S. meliloti sampled from the same host-plants at several locations 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 symbiotic 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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