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2 Introduction

Les bactéries capables d’infecter et de former des nodosités fixa-
trices d’azote sur les racines ou les tiges des plantes appartenant a
la famille des Légumineuses sont communément appelées rhizo-
biums. Une des caractéristiques principales de cette association
symbiotique est sa spécificité. En effet, une souche donnée infecte
un nombre limité d’espéces végétales, appelé spectre d’hote de la
bactérie. De récents progrés dans la connaissance des mécanismes
aboutissant a I’infection et & la formation d’un nodule ont montré
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qu’un dialogue moléculaire était a I’origine de la reconnaissance
entre le symbionte bactérien et sa plante-hdte (fig. 1).

Les genes bactériens dits de nodulation (génes rod, nol, noe), qui
comprennent les génes de structure et les génes régulateurs, jouent un
role central dans ce dialogue. En présence d’inducteurs végétaux (fla-
vonoides, bétaines), les protéines régulatrices NodD sont activées et
induisent I’expression des génes de structure (Fellay er al., 1995).
L’expression des génes structuraux conduit a la production de signaux
bactériens extracellulaires ou facteurs Nod, qui jouent un réle essen-
tiel dans le processus d’infection et 1’organogenése des nodules
(Dénarié et al., 1996). Tous les facteurs Nod décrits sont constitués
d’un squelette de 3 a 6 résidus N-acétyl-D-glucosamine, substitué par
une chaine d’acyl au niveau de I’extrémité non réductrice et portant
divers motifs structuraux aux deux extrémités de la chaine oligosac-
charidique. La nature de I’acide gras et des autres décorations dépend
de la souche ou de I’espéce de rhizobium (Dénarié er al., 1996).

La reconnaissance entre une protéine régulatrice NodD donnée et un
ensemble particulier d’inducteurs végétaux détermine un premier
niveau de spécificité dans I’interaction symbiotique. La structure des
facteurs Nod, contr6lée par un ensemble de génes nod dits spéci-
fiques, détermine un deuxiéme niveau de spécificité. Chez de nom-
breuses especes de Rhizobium, les génes de nodulation sont portés par
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1 Figure 1
Echanges de signaux contrélant
les interactions symbiotiques précoces.
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des plasmides, dont le transfert entre rhizobiums pourrait étre respon-
sable de modifications du spectre d’hote.

Les rhizobiums ne forment pas un groupe taxonomique homogene. Ils
sont répartis en quatre genres différents : Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium et Azorhizobium. Certains d’entre eux sont phylogéné-
tiquement plus proches de bactéries non symbiotiques comme Agro-
bacterium ou Rhodopseudomonas que d’autres rhizobiums (Young,
1994 ; Martinez-Roméro, 1994). Leur classification, a I'image de la
taxonomie bactérienne, est basée sur une approche polyphasique qui
ne retient plus les propriétés symbiotiques comme critére taxono-
mique (Graham erf al., 1991). En effet, une méme légumineuse peut
étre nodulée par différentes especes de rhizobiums (le soja est nodulé
par S. fredii et B. japonicum) tandis qu’une méme espece peut regrou-
per des bactéries de spécificités d’hote différentes (R. leguminosarum
est divisé en trois biovars bv. viciae, bv. trifolii et bv. phaseoli).

L'intérét agronomique et écologique des rhizobiums repose essentiel-
lement sur leurs propriétés symbiotiques. I est donc capital de pouvoir
apprécier la diversité des souches sur la base de ce critére. Or, jusqu’a
présent, seuls les tests de nodulation réalisés en laboratoire, longs, fas-
tidieux et limités, permettent de classer les souches en fonction de leur
spectre d’hote. L’ objectif de ce travail est de proposer une nouvelle
approche, alternative aux tests de nodulation, permettant de classer les
souches en fonction de leur spécificité symbiotique. Pour cela, une
collection de souches isolées d’Acacia et de Sesbania a été utilisée
pour rechercher des marqueurs potentiels de la spécificité d’hote
parmi les différents déterminants moléculaires de la nodulation préa-
lablement identifiés (plasmides, inducteurs, génes nod, facteurs Nod).

Matériels et méthodes

jié

oy

%

Construction de souches surproductrices

Le plasmide pA28, portant le géne NodDI! de la souche Rhizo-
bium sp. NGR234 (Price et al., 1992) a été introduit dans des déri-
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vés résistants a la streptomycine des souches sauvages de rhizo-
bium par croisement triparental. Les tansconjugants ont été sélec-
tionnés a 37 °C sur milieu YM (de Lajudie et al., 1994) additionné
de tétracycline (10 pg. ml!) et streptomycine (100 pg. ml). La
présence du plasmide a été vérifiée par extraction plasmidique
rapide et digestion enzymatique (Sambrook et al., 1989).

Détection des facteurs Nod
en chromatographie sur couche mince

A partir d’une culture de nuit, les cellules surproductrices ont été
diluées a une absorbance A = 0,02 a2 600 mm dans un volume final
de 2,5 ml et mises a incuber a 30° C pendant 24 h en milieu V (Lortet
et al., 1996) en présence de tétracycline 5 pg. ml"!, d’apigénine 1 uM
et d’acétate radioactif 10 pCi (**C, 56 mCi. mmol-!, Amersham)
ou de sulfate radioactif 10 pCi (*S, 1000 mCi. mmol-!, Amersham).
1 ml du surnageant bactérien des cultures radioactives a été extrait
au butanol et déposé sur plaque de chromatographie (100 % octadé-
cyl, Sigma) selon la méthode décrite par Spaink er al. (1992).
Les composés radioactifs ont été visualisés aprés une semaine
d’exposition en présence d’un film autoradiographique ( Kodak
X-OMAT K).

§ Résultats et discussion

Corrélation entre les profils
chromatographiques des facteurs Nod
et la spécificité d’héte des rhizobiums

La majorité des rhizobiums 2 croissance rapide isolés d’Acacia et de
Sesbania au Sénégal appartiennent aux espéces Sinorhizobium saheli
(souches de Sesbania), S. teranga (souches d’Acacia et de Sesbania)
ou au groupe U (souches d’Acacia) (de Lajudie ez al., 1994).
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Des tests de nodulation réalisés avec une collection de ces rhizo-
biums ont montré que les isolats d’'une méme plante présentent le
meéme spectre d’hdte, qui est différent pour les souches d’Acacia et
celles de Sesbania, quelle que soit leur position taxonomique
(Lortet et al., 1996). Toutes les souches d’Acacia nodulent A. sene-
gal, A. raddiana, A. nilotica, Prosopis juliflora et Leucaena leuco-
cephala, mais aucune des especes de Sesbania testée. Tous les
isolats de Sesbania induisent des nodules fixateurs d’azote sur
S. rostrata, S. grandiflora et S. pubescens, mais ne nodulent pas
A. senegal, A. nilotica, P. juliflora et L. leucocephala et, dans cer-
tains cas, nodulent trés pauvrement A. raddiana. Le fait que ’es-
pece S. teranga comprenne deux types de souches de spécificités
d’hote distinctes nous a conduits a la diviser en deux biovars, aca-
ciae et sesbaniae.

Des souches appartenant aux 4 groupes ainsi définis ont été rendues
surproductrices de facteurs Nod par I’introduction de genes régula-
teurs NodD hétérologues portés par des plasmides multicopie
(Lortet et al., 1996). Les surnageants des suspensions bactériennes
cultivées en présence d’acétate marqué ont ét€ exiraits au butanol et
analysés en chromatographie sur couche mince (CCM) selon la
méthode décrite par Spaink er al. (1992) (Lortet et al., 1996).
L’analyse chromatographique des facteurs Nod des souches surpro-
ductrices a montré que (fig. 2) : i) les souches isolées d’une méme
plante ont des profils similaires (présence de nombreuses bandes
communes); ii) les profils des souches d’Acacia sont facilement
distinguables de ceux des souches de Sesbania, seules les souches
d’Acacia produisant des molécules sulfatées (Lortet et al., 1996).
Par contre, aucune corrélation n’a pu étre établie entre le spectre
d’héte d’une souche, son contenu plasmidique, la nature des induc-
teurs et la présence de séquences homologues a des génes nod spé-
cifiques codant des substitutions particuliéres des facteurs Nod.
Nous proposons donc que I’analyse chromatographique des facteurs
Nod soit utilisée comme méthode de classification des rhizobiums
sur la base de leur spectre d’héte. Une des premiéres applications
pourrait étre de I’associer a la taxonomie pour la description des
biovars (des souches de la méme espéce mais de spécificités d’hote
différentes définissent différents biovars) ainsi que pour 1’analyse
de la diversité symbiotique des rhizobiums en vue de la conserva-
tion de leur biodiversité.
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ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS

1040 1001 929 1073 19 1013 604 611
Groupe U S. teranga S. teranga S. saheli
bv. acaciae bv. sesbaniae
I Figure 2

Séparation en chromatographie sur couche mince

des facteurs Nod de souches surproductrices d'Acacia

et de Sesbania; (+) induit par un flavonoide; (-) non induit.
La radioactivité est visualisée aprés 3 & 8 jours d’exposition
avec un film Kodak X-OMAT K.

Détermination de la structure chimique
des facteurs Nod

Les facteurs Nod de souches surproductrices appartenant aux
especes S. saheli, S. teranga bv sesbaniae, S. teranga bv. acaciae ou
au groupe U ont été purifiés par HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography) et leur structure déterminée par LSIMS (Liquid
Secondary Ton Mass Spectrometry) et |H-RMN (Proton Resonance
Magnetic Nuclear) (fig. 3).

Toutes les souches produisent des molécules dont I’extrémité non
réductrice porte un groupement O-carbamoyl, un groupement
N-méthyl et une chaine d’acyl en C18 : 0, C18 : 1 ou C16 : 0. Par
contre, les extrémités réductrices des facteurs Nod des souches
d’Acacia et de Sesbania sont tres différentes : elles sont partielle-
ment sulfatées pour les souches d’Acacia, et généralement double-
ment glycosylées (un groupement arabinose et un groupement
fucose) pour les souches de Sesbania. L'espece A. caulinodans iso-
1ée de S. rostrata produit des facteurs Nod de structure identique a
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I Figure 3
Représentation schématique de la structure chimique des facteurs
Nod des rhizobiums d’Acacia et de Sesbania (voir tabl. 1).

celle des facteurs Nod des Sinorhizobium de Sesbania (Mergaert
et al., 1997). Par ailleurs, R. tropici, qui peut noduler A. senegal,
synthétise des facteurs Nod de structure trés proche de celle de nos
souches d’Acacia (Poupot et al., 1993). Ces résultats montrent que
les similitudes ou les différences observées entre les profils chro-
matographiques refletent des homologies ou des variations dans la
structure des facteurs Nod et confirment donc la relation étroite
existant entre la spécificité d’hdte et 1a structure des facteurs Nod,
indépendamment de la taxonomie. Par ailleurs, les caractéristiques
structurales uniques des souches de Sesbania (S. saheli, S. teranga
bv. sesbaniae, A. caulinodans) témoignent d’une trés forte pression
de sélection de la part de la plante-héte.

Plante-héte Souche ou espece Substitutions

R1 R2

R3

Acacia S. teranga bv. acaciae C18:1,C18:0 So;H
Acacia Rhizobium sp. ORS1001 C18:1,C18:0 S0;H
Sesbania S. saheli C18:1,C16:0 Fuc
Sesbania S. teranga bv. sesbaniae C18:1,C16:0 Fuc

D-Ara
D-Ara

I Tableau 1
Structure chimique des facteurs Nod des rhizobium isolés
d'Acacia et de Sesbania au Sénégal. Seule la structure
des facteurs Nod prépondérants est donnée dans ce tableau.
La position du groupement carbamoy! n’est pas précisément
déterminée (C-3, C-4 ou C-6 de I'extrémité non réductrice).
Fuc = fucose ; Ara = arabinose ; Substitutions R1, R2, R3 :
voir figure 3.
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Homogéneéité des profils
chromatographiques des facteurs Nod
d’isolats d’Acacia raddiana de positions
taxonomiques variées

Pour confirmer I'intérét de I’analyse chromatographique des fac-
teurs Nod dans la caractérisation symbiotique des rhizobiums, une
collection de souches récemment isolées d’une méme espece végé-
tale, A. raddiana, a été étudiée. L analyse électrophorétique des pro-
téines cellulaires totales (SDS-Page) a montré que toutes les souches
isolées d’A. raddiana au Sénégal se répartissent en 11 groupes taxo-
nomiques différents (de Lajudie, résultats non publiés). Une quin-
zaine de souches réparties dans les différents groupes ont été
modifiées par introduction du géne NodDI de Sinorhizobium sp.
NGR234 cloné sur un plasmide multicopie (¢f matériels et mé-
thodes). A une exception pres, toutes les souches surproductrices
présentent des profils extrémement proches (fig. 4). L’homogénéité
obtenue est supérieure a celle des profils de souches isolées de
diverses espéces d’Acacia ou maintenues en laboratoire depuis de
nombreuses années. Ces résultats suggerent que, dans des conditions
oll les bactéries sont en compétition, la plante exerce une pression de
sélection en faveur des souches, produisant une population de fac-

8 o | SBessosvs
I T S A T S S S S |

ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS
1237 1231 1254 1233 1080 1081 1083 1425 1427 1423 1244

R.tropici 528 56 53 S. teranga

I Figure 4
Séparation en chromatographie sur couche mince des facteurs
Nod de souches surproductrices d'Acacia raddiana. (+) : induit par
un flavonoide (-) : non induit. La radioactivité est visualisée aprés
3 a 8 jours d’exposition avec un film Kodak X-OMAT K.
52B, 53 et 56 représentent des numéros de groupe taxonomique.
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teurs Nod présentant des particularités structurales bien définies.
Une telle technique de caractérisation globale des facteurs Nod
pourrait donc étre intéressante pour le suivi du pouvoir de nodulation
des inoculums.

. Conclusion

Le développement d’une méthode de caractérisation symbiotique des
rhizobiums basée sur I’analyse des facteurs Nod, simple, standardi-
sable et permettant une analyse globale du potentiel de nodulation
d’une souche donnée présenterait un grand intérét a la fois dans le
domaine fondamental et dans le domaine appliqué. Elle permettrait :

i) d’introduire un parametre « nodulation » dans la classification
taxonomique actuelle des rhizobiums.

i) de pouvoir apprécier la diversité symbiotique des rhizobiums et
donc de conserver des souches présentant des potentiels de nodula-
tion différents.

iii) de disposer d’outils permettant d’évaluer la stabilité de carac-
teres symbiotiques dans le sol.
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