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Résumé : 

La symbiose qui s’établit entre les légumineuses et les bactéries appelées rhizobia est un 

processus complexe qui aboutit à la formation d’un nouvel organe végétal, le nodule, dans 

lequel les bactéries internalisées (bactéroïdes) fixent l’azote atmosphérique au profit de leur 

hôte. Les rhizobia ne constituent pas un groupe taxonomique homogène. Ils appartiennent à 

une quinzaine de genres dispersés au sein des α- and β-protéobactéries. Les rhizobia auraient 

évolué à partir du transfert horizontal de gènes essentiels à la symbiose, suivi d’une 

réorganisation du génome d’accueil sous pression de sélection de la plante permettant une 

activation et/ou optimisation du potentiel symbiotique acquis. Ce scénario évolutif a été 

reproduit en laboratoire par une approche d’évolution expérimentale. Le plasmide 

symbiotique du symbiote de Mimosa pudica, Cupriavidus taiwanensis LMG19424, a été 

introduit dans la bactérie pathogène de plante Ralstonia solanacearum GMI1000. A partir de 

cette bactérie chimère 18 lignées parallèles ont été évoluées par des cycles successifs 

d’inoculation à M. pudica et ré-isolation des bactéries des nodules. Après 16 cycles 

d’évolution, trois observations ont été faites : i) les bactéries évoluées ne fixent pas l’azote et 

l’évolution vers le mutualisme n’est donc pas achevée à ce stade, ii) un gène de fonction 

inconnue semble important pour l’infection intracellulaire, et iii) les mutations permettant 

l’acquisition et/ou l’amélioration de l’infection des cellules du nodule semblent également 

améliorer la nodulation.  

Afin d’identifier les conditions favorables à l’émergence du mutualisme dans l’expérience 

d’évolution et potentiellement dans la nature, nous avons analysé la dynamique spatio-

temporelle de deux sous-populations quasi isogéniques de C. taiwanensis, l’une fixatrice 

d’azote (Fix+) et l’autre non fixatrice (Fix-), au cours du processus symbiotique avec M. pudica. 

Nous avons observé une dégénérescence précoce et sélective des Fix-, y compris lorsqu’ils 

partagent un même nodule avec des Fix+, et établit la cinétique d’expansion des Fix+ au cours 

du temps. A partir d’un modèle mathématique et de validations expérimentales, nous avons 

prédit que de rares Fix+ envahiraient une population majoritairement Fix- au cours de cycles 

successifs de nodulation avec une probabilité fonction de la taille initiale de l’inoculum, du 

nombre de plantes inoculées et de la longueur des cycles. 

Par la suite nous avons étudié le rôle d’un gène du plasmide symbiotique de C. taiwanensis, 

dont la délétion dans l’une des lignées était responsable d’un défaut d’infection intracellulaire. 

Nous avons montré que ce gène, appelé noeM, est un gène de nodulation impliqué dans la 

biosynthèse de facteurs Nod atypiques où le sucre réducteur est ouvert et oxydé.  noeM est 

principalement détecté dans des isolats de plantes appartenant à la tribu des Mimoseae, et 

particulièrement chez les souches capables de noduler M. pudica. Les gènes noeM forment 

un clade phylogénétique à part et spécifique des rhizobia. Un mutant ∆noeM de C. taiwanensis 

s’est avéré affecté pour la nodulation de M. pudica, confirmant son rôle dans la symbiose avec 

cette légumineuse.  



  

Enfin, l’analyse cytologique détaillée de l’infection racinaire de M. pudica par C. taiwanensis 

et quelques souches de R. solanacearum portant une mutation adaptative de l’infection 

intracellulaire a été initiée, afin d’analyser l’impact de ces mutations sur les étapes 

symbiotiques précoces. 

 

Mots clefs : symbiose, évolution, fixation d’azote, R. solanacearum, C. taiwanensis, M. pudica, 

infection, sanctions, facteurs Nod 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Abstract : 

The symbiosis between legumes and bacteria, known as rhizobia, is a complex process 

resulting in the formation of a novel plant organ, the nodule, in which internalized bacteria 

(bacteroids) fix nitrogen to the benefit of the host plant. Rhizobia do not form a homogeneous 

taxonomic group. They belong to a dozen of genera scattered within α- and β-proteobacteria. 

Rhizobia may have evolved from horizontal transfer of key symbiotic genes, followed by 

genome remodeling under plant selection pressure, allowing the activation and/or 

optimization of the acquired symbiotic potential. This evolutionary scenario is being replayed 

in the laboratory using an experimental evolution approach. The symbiotic plasmid of the 

Mimosa pudica symbiont, Cupriavidus taiwanensis LMG19424, was introduced into the plant 

pathogen Ralstonia solanacearum GMI1000. 18 parallel lineages were derived from this 

chimeric ancestor using serial cycles of inoculation with M. pudica and re-isolation of bacteria 

from the nodules. After 16 cycles of evolution, three observations were done: i) the evolved 

bacteria do not fix nitrogen and evolution towards mutualism is not completed, ii) a gene of 

unknown function seems to be involved in intracellular infection and iii) the mutations that 

allow and/or improve intracellular infection also improve nodulation capacity.  

To determine conditions that favor the emergence of mutualism in the laboratory and possibly 

in nature, we analyzed the spatio-temporal dynamics of two quasi-isogenic sub-populations 

of C. taiwanensis, one nitrogen-fixing (Fix+) and the other not (Fix-), along their symbiotic 

process with M. pudica. We observed an early degenerescence of Fix- bacteroids, even when 

they share a nodule with Fix+, and established the kinetics of Fix+ expansion along time. Using 

mathematical modeling and experimental validations, we predicted that rare Fix+ will invade 

a population dominated by non-fixing bacteria during serial nodulation cycles with a 

probability that is function of initial inoculum, plant population size and nodulation cycle 

length. 

Then, we studied the role of a C. taiwanensis symbiotic plasmid gene, whose deletion in one 

lineage was responsible of intracellular infection defect. We showed that this gene, called 

noeM, is a novel nodulation gene involved in the biosynthesis of atypical Nod factors where 

the reducing sugar is open and oxidized. noeM was mostly found in isolates of the Mimoseae 

tribe, especially in all strains able to nodulate M. pudica. The noeM genes form a separate 

phylogenetic clade containing only rhizobial genes. A noeM deletion mutant of C. taiwanensis 

was affected for the nodulation of M. pudica confirming the role of noeM in the symbiosis 

with this legume. 

Last, we initiated the detailed cytological analysis of M. pudica root infection by C. taiwanensis 

and a few strains bearing adaptive mutations for intracellular infection, in order to analyze the 

effect of these mutations on early symbiotic stages. 

 

Key words : symbiosis, evolution, nitrogen fixation, R. solanacearum, C. taiwanensis, M. 

pudica, infection, sanctions, Nod factors 
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Chapitre I : Introduction 

I.1 La fixation biologique de l’azote 

L’azote est l’élément majoritaire de l’air atmosphérique (l’azote libre représente près de 80% 

de l’air sous forme de diazote (N2)) et est aussi l’un des constituant majeurs du vivant 

puisqu’on le retrouve dans les acides nucléiques et les acides aminés qui possèdent tous un 

groupe amine (-NH2 ou -NH-). Présent en quantité inépuisable, l’azote atmosphérique n’est 

assimilable que par certains procaryotes qui ont la capacité de transformer le N2 

atmosphérique en azote assimilable. Ce processus, s’appelle la fixation biologique de l’azote. 

Afin de répondre à leurs besoins, les eucaryotes doivent assimiler l’azote combiné (qui 

comprend l’azote organique et l’azote minéral). L’azote combiné représente 0,001% de l’azote 

total de la biosphère ce qui fait de cet élément un facteur de croissance limitant (Newton 

2000). 

Au début du XXème siècle Fritz Haber et Carl Bosh ont développé une méthode permettant de 

fixer l’azote industriellement, en faisant réagir l’azote atmosphérique avec des métaux à 

températures élevées et sous pression. Ce processus permettant ainsi la production d’engrais 

est cependant couteux et polluant (Erisman et al. 2008). L’azote peut aussi être fixé par des 

mécanismes naturels non biologiques, c’est le cas par exemple de la foudre qui va transformer 

l’azote et l’oxygène en oxyde d’azote (Dawson 1980). 

I.1.1 Le complexe nitrogénase  

La conversion de l’azote en ammoniac par les procaryotes représente la majorité de la fixation 

biologique annuelle (Figure I.1.1.1) (Orr et al. 2011) et est rendue possible par un complexe 

enzymatique appelé nitrogénase dont le bilan de réaction est le suivant :  

N2 + 8 H+ + 8 e− + 16 ATP → 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi. 

Trois sortes de nitrogénases ont été identifiées. Les différences qui caractérisent les 

complexes enzymatiques se situent au niveau de la nature des atomes composant leur hème 

métallique. On retrouve ainsi, la V-nitrogénase qui possède des atomes de vanadium (Rehder 

2000; Lee et al. 2010), la Fe-nitrogénase possédant du fer (Schneider et al. 1997) et enfin la 

Mo-nitrogénase. Cette dernière est la plus étudiée puisque c’est celle que l’on retrouve le plus 

communément chez les diazotrophes et chez tous les symbiotes de légumineuses. Elle se 

compose de deux métalloprotéines dont la première est une dinitrogénase réductase de type 

protéine-Fer. C’est un dimère de 60 KDa constitué de deux sous unités identiques. Chacune 

de ces deux sous-unités présentent un site de fixation aux molécules de Mg2+-ATP. La seconde 

métalloprotéine est une dinitrogénase de type protéine MoFe en forme de trétramère 

d’environ 220KDa constitué de deux sous unités a et de deux sous unités b. A cela s’ajoutent 



Figure I.1.1.2: Schéma du complexe Mo-nitrogénase. Le schéma représente la structure et l’opération de réduction de l’azote

par le complexe enzymatique. Les électrons sont transférés de la ferredoxin (ou flavodoxin) via l’azoferredoxin (protéine Fe)

vers la molybdoferredoxin (portéine MoFe). Chaque mol d’azote fixée nécessite 16 mol d’ATP hydrolysée par la portéine nifH.

Adapté de (Rascio et al. 2013).

Produit

Substrat

Protéine Fe Protéine MoFe
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deux atomes de molybdène présents dans deux cofacteurs polypeptidiques riches en atome 

de Fer (FeMo-CO) et impliqués dans le processus de réduction (Figure I.1.1.2) (Burgess and 

Lowe 1996; Seefeldt et al. 2009; Rees and Howard 2000). Ces complexes enzymatiques sont 

codés par un ensemble de gènes spécifiques appelés vnf pour la nitrogénase à vanadium, anf 

pour celle qui comporte uniquement du fer et gènes nif pour la nitrogénase à molybdène. 

Chez Klebsiella pneumoniae, 20 gènes nif sont nécessaires pour la synthèse du complexe 

enzymatique de la nitrogénase à molybdène, ainsi qu’à son bon fonctionnement. Chez les 

cyanobactéries, 16 gènes nif sont présents alors que le nombre de gènes nif impliqués dans la 

mise en place de la fixation est très variable chez les rhizobia (Latysheva et al. 2012). Ainsi, S. 

meliloti et R. leguminosarum bv. viciae possèdent le plus petit cluster de gènes nif avec, 

respectivement, 9 et 8 gènes nif dont les gènes nifABDEHKN qui sont commun à tous les 

microorganismes fixateurs. 

Les gènes nifHDK codent pour la structure du complexe nitrogénase où nifH code pour la 

dinitrogenase reductase et nifDK encodent les sous-unité a et b de la dinitrogénase (Kneip et 

al. 2007). La plupart des autres gènes, comme nifENUSVWXBQ, sont impliqués dans 

l’assemblage et l’incorporation des atomes de fer et du molybdène dans les sous unité de la 

nitrogénase. Les gènes nifF et nifJ encodent les protéines impliquées dans les transferts 

d’électrons qui prennent place dans le processus de réduction chez Klebsiella (Dixon and Kahn 

2004). NifF et NifJ étant absents chez les rhizobia, ce sont probablement les gènes fixABCX qui 

remplacent nifF et nifJ (Masson-Boivin et al. 2009). De nombreux autres gènes nif sont absents 

chez les rhizobia, comme nifSUX, qui sont probablement remplacés par les gènes paralogues 

et de ménage icsS et iscA (Masson-Boivin et al. 2009). Chez les fixateurs symbiotiques, la 

régulation des gènes nif se fait, entre autres, via le gène de régulation nifA dont la synthèse et 

l’activité sont régulés par l‘oxygène (Dixon and Kahn 2004; Masson-Boivin et al. 2009). 

La sensibilité de la nitrogénase à l’oxygène nécessite des stratégies d’adaptation 

physiologique afin d’en protéger l’enzyme. Ainsi, certains microorganismes vont augmenter 

excessivement leur respiration, produire des barrières empêchant la diffusion de l’oxygène ou 

encore compartimenter la nitrogénase (Dixon and Kahn 2004). La symbiose rhizobium-

légumineuse est un bon exemple de stratégie d’adaptation dans laquelle le cortex nodulaire 

fait office de barrière de diffusion à l’oxygène (Dixon and Kahn 2004). Dans les nodules, la 

plante hôte va synthétiser une protéine, appelée léghémoglobine, qui permet à la bactérie de 

respirer tout en protégeant le complexe enzymatique des effets de l’oxygène (Appleby 1984). 

Ainsi, d’importants changements de régulations sont observés chez les fixateurs symbiotiques 

dans leur transition de vie libre à vie symbiotique (Dixon and Kahn 2004). 

I.1.2 Les bactéries fixatrices d’azotes 

Parmi les organismes vivants, la fixation du N2 atmosphérique est une caractéristique 

exclusive des Archées et des Eubactéries. On dénombre chez les Archées deux ordres 

contenant des procaryotes fixateurs d’azote qui sont les Methanosarcinales et les 
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Methanobacteriales (Kneip et al. 2007). Parmi les Eubactéries fixatrices d’azote on retrouve 

des espèces faisant partie des embranchements des Cyanobactéries et Chlorobactéries, ainsi 

que des espèces de bactéries Gram positive du groupe des Actinobactéries et des Firmicutes, 

mais aussi des bactéries Gram-négatives du groupe des Protéobactéries et enfin des espèces 

des ordres des Chlorobiales et Spirochétales (Kneip et al. 2007) (Figure I.1.2.1). 

Les cyanobactéries sont un clade diversifié tant biochimiquement que morphologiquement 

jouant un rôle majeur dans l’environnement de par leur productivité primaire mais aussi au 

niveau économique avec leur rôle potentiel dans les biocarburants ou leur utilisation comme 

engrais vert (Latysheva et al. 2012). Elles existent probablement depuis plus de 2.9 milliards 

d’années et de nombreuses espèces ont été identifiées comme étant capables de fixer l’azote. 

Parmi les Actinobactéries, il a été démontré que de nombreuses espèces d’Arthrobacter, 

Agromyces, Corynebacterium, Mycobacterium, Micromonospora, Propionibacteria, 

Streptomyces mais aussi des Frankia sont capables de fixer le N2 (Sellstedt and Richau 2013). 

Les protéobactéries fixatrices comptent de multiples genres capables de fixer l’azote 

atmosphérique dont les plus étudiés sont Klebsiella pneumoniae ainsi que les a- et b-rhizobia. 

Ces organismes  évoluent dans la plupart des écosystèmes terrestres et marins mais aussi dans 

des environnements aux conditions extrêmes (Masson-Boivin and Sachs 2018; Gaby et al. 

2018). La fixation biologique de l’azote se produit via deux modes de vie bien distincts : en vie 

libre, que l’on retrouve chez les diazotrophes, ou en symbiose. 

Parmi les fixateurs libres ont été identifiés des Cyanobactéries, des Protéobactéries, des 

Firmicutes et des Archées. Ils se caractérisent par leur mode de vie anaérobie, anaérobie 

facultative ou aérobie obligatoire (Zhan and Sun 2012; Kneip et al. 2007) : 

• Les fixateurs anaérobies, comme Clostridium ou Citrobacter, ne peuvent tolérer 

l’oxygène même lorsqu’il ne fixent pas l’azote. On les retrouve dans des habitats 

pauvres en oxygène comme le sol ou les matières végétales en décomposition. On 

peut retrouver certaines archées fixatrices, comme Methanococcus, dans les boues ou 

les intestins d’animaux (French et al. 1976; Minamisawa et al. 2004; Dixon and Kahn 

2004). 

• Il existe quelques espèces fixatrices connues capable de vivre de façon anaérobie ou 

aérobie, Klebsiella pneumoniae, Paenibacillus polymyxa ou encore Bacillus macerans. 

Néanmoins, afin de pouvoir fixer l’azote des conditions anaérobiques sont requises 

(Tilden and Hudson 1942; Lal and Tabacchioni 2009; Dixon and Kahn 2004). 

• Les aérobies obligatoires ne peuvent se développer sans oxygène. La bactérie Gram-

négative Azotobacter vinelandii est la plus étudiée des diazotrophes aérobies. Cette 

dernière augmente fortement sa respiration afin de réduire la quantité d’oxygène et 

empêcher tout dommage de sa nitrogénase (Kneip et al. 2007). La capacité 

photosynthétique des cyanobactéries complique leur habilité à fixer l’azote. Afin de 

contrebalancer ce problème, les cyanobactéries utilisent deux mécanismes spatio-

temporels afin de séparer ces activités. L’utilisation d’un cycle circadien biologique 





 4 

alternant photosynthèse et fixation d’azote sépare temporellement ces activités et 

une différenciation cellulaire en cellule spécialisée appelée hétérocyste, les dissocie 

spatialement (Kumar et al. 2010). 

Il existe trois catégories de microorganismes connus pour être capables de fixer le N2 en 

symbiose avec des organismes eucaryotes : les cyanobactéries, les Frankia et des 

protéobactéries de genres divers communément appelés rhizobia. 

Un certain nombre de cyanobactéries sont capables de symbioses mutualistes avec des 

protistes, des animaux ou des végétaux. Parmi les végétaux, on retrouve des champignons, 

des diatomées, des bryophytes mais aussi des ptéridophytes, des gymnospermes et des 

angiospermes (Rai et al. 2000; Kneip et al. 2007). Les interactions mutualistes impliquant les 

cyanobactéries hétérocystes avec les plantes sont des symbioses fixatrices d’azotes sont 

spécifique, une espèce d’hôte ne s’associant qu’avec un genre particulier de cyanobactérie 

(Rai et al. 2000). Les conditions naturelles requises à la mise en place de ce mutualisme sont 

encore inconnues. Les cyanobactéries peuvent être présentes dans la plante de façon 

extracellulaire ou intracellulaire, facilitant les échanges entre les partenaires (Rai et al. 2000). 

La localisation du symbiote est variable en fonction de son hôte, l’on peut ainsi retrouver des 

cyanobactéries symbiotiques, entre autres, dans des cavités foliaires, de simples cellules ou 

des cavités de thalles (Figure I.1.2.2). 

Les bactéries du genre Frankia et les rhizobia forment une symbiose dite « nodulaire ». Ces 

bactéries induisent la formation d’organes spécifiques, les nodules ou nodosités, sur la racine 

(et quelquefois la tige) de leurs hôtes. Ces hôtes sont restreints aux plantes appartenant à 

quelques ordres des Angiospermes Dicotylédones.  

Les Frankia sont des bactéries actinomycètes filamenteuses et telluriques capables 

d’interaction symbiotique avec les plantes appartenant aux Rosales, Fagales et Curcubitales 

communément appelées plantes actinorhiziennes (Masson-Boivin et al. 2009). Les souches de 

Frankia peuvent être divisée en 4 clusters, dont 3 d’entre eux ( les clusters I, II, III) contiennent 

des souches symbiotiques (Nguyen et al. 2016). Cette symbiose se met en place lorsque la 

plante produit un signal composé de flavonoïdes et d’isoflavonoïdes auquel les Frankia 

répondent en produisant un signal permettantt l’activation du processus symbiotique de la 

plante hôte en activant la voie de signalisation commune à la symbiose décrite chez les 

légumineuses. Le signal produit par les Frankia spp. n’a à ce jour pas encore été clairement 

identifié (Oldroyd 2013; Sellstedt and Richau 2013). 

Les rhizobia sont des bactéries du sol Gram négative appartenant au phylum des 

protéobactéries et capables d’entrer en symbiose avec les plantes de la famille des 

légumineuses (Fabales), à l’exception de Parasponia (Rosales). Cette interaction est décrite en 

détail dans les paragraphes suivants. 
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I.2 La symbiose rhizobium-légumineuse  

La symbiose qui s’établie entre les rhizobia et les légumineuses est l’interaction mutualiste la 

plus étudiée, et ce depuis plus de 100 ans. La possibilité de manipuler génétiquement ces 

bactéries ainsi que l’intérêt agronomique de nombreuses légumineuses (pois, sojas etc.), 

explique l’intérêt scientifique pour cette symbiose. La symbiose rhizobium-légumineuse est 

une interaction mutualiste très spécifique. 

I.2.1 Les acteurs de la symbiose fixatrice d’azote 

I.2.1.1 Les légumineuses 

Avec plus de 19500 espèces recensées, les légumineuses forment la troisième plus grande 

famille de plantes réparties en 765 genres différents (Wang et al. 2017; Azani et al. 2017). Les 

légumineuses sont présentes sur tous les continents et sont considérées comme étant, après 

les céréales, la seconde famille de plantes la plus importante économiquement. 

Anciennement divisée en trois sous-familles (Papilionaceae, Mimosaceae et Caesalpiniaceae), 

les Fabacées ont été reclassées et se subdivisent maintenant en 6 sous-familles comprenant 

les Cercidoideae, les Detarioideae, les Duparquetioideae, les Dialioideae et enfin les 

Caesalpinionideae et Faboideae chez qui l’on retrouve les espèces capables d’établir une 

association symbiotique fixatrice d’azote avec les rhizobia ou Frankia (Figure I.2.1.1.1) (Azani 

et al. 2017). 

La sous-famille des Caesalpinionideae est très hétérogène avec 148 genres (incluant ceux de 

l’ancienne sous-famille des Mimosoideae) qui se divisent en environ 4400 espèces, 

essentiellement des arbustes, des lianes évoluant dans des régions tropicales et sub-tropicales 

mais aussi quelques arbres de régions tempérées (Azani et al. 2017). 

70% des espèces de légumineuses (96% des Papilionaceae, 90% des Mimosaceae et 22% des 

Caesalpiniaceae) sont capables de nodulation avec les rhizobia (Sprent 2009). 

La sous-famille des Faboideae, aussi connue en tant que Papilionoideae, est la sous-famille la 

plus large des Fabacées avec plus de 14000 espèces réparties dans 503 genres différents. Elle 

est d’une grande importance économique puisqu’elle comprend de nombreuses espèces 

cultivées pour l’alimentation humaine, animale ou encore ornementale comme le soja, la 

luzerne, haricot ou encore le trèfle (Azani et al. 2017). 

De par leur intérêt agronomique les légumineuses ont fait rapidement partie des plantes les 

mieux caractérisées génétiquement. Ainsi, deux légumineuses ont été utilisées très tôt 

comme plantes modèles dans l’étude de la symbiose fixatrice d’azote : Medicago truncatula 

(M. truncatula) et Lotus japonicus (L. japonicus) (Cook 1999). Le petit génome (500 Mb) 

séquencé diploïde (2n=16) de M. truncatula, le nombre élevé de graines, son temps de 

génération court ainsi que ses nombreux écotypes auto-fertilisables ont fait de cette plante 
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un modèle très utilisé (Cook 1999; Young et al. 2011). Il en est de même pour L. japonicus qui 

possède un court cycle de vie (environ 3 mois), une capacité d’autofécondation et un petit 

génome (472 Mb) diploïde (2n=12) qui a été séquencé et assemblé ainsi que de nombreux 

mutants disponibles (Sato et al. 2008). Par la suite, d’autres travaux de génétique ont été 

réalisés sur différentes espèces de légumineuses afin de mieux comprendre les interactions 

rhizobium-légumineuse, c’est le cas par exemple de Pisum sativum ou Medicago sativa (Kaló 

et al. 2004; Blair et al. 2003). 

I.2.1.2 Les rhizobia 

Le terme rhizobia (singulier, rhizobium) est un terme fonctionnel désignant les bactéries 

capables de former des nodosités avec des légumineuses (Remigi et al. 2016). Il regroupe des 

bactéries aérobies du sol appartenant à une centaine d’espèces réparties dans 18 genres d’a- 

et b-protéobactéries (Figure I.2.1.2.1) (Tang & Capela, 2019). Ces bactéries sont 

phylogénétiquement mais également métaboliquement et génétiquement très diversifiées. 

La classification des rhizobia est en perpétuelle évolution avec de nouvelles espèces et de 

nouveaux genres découverts régulièrement. Pendant longtemps, les seules bactéries capables 

de fixer l’azote en symbiose avec des légumineuses appartenaient à quelques genres 

bactériens de la sous-classe des a-Protéobactéries. Ce n’est qu’en 2001, que de nouveaux 

genres appartenant aux b-Protéobactéries ont été découverts faisant évoluer 

considérablement la notion de rhizobium et le caractère fonctionnel de ce terme (Chen et al. 

2001; Moulin et al. 2001; Rivas et al. 2002). Toutes les espèces de rhizobia issues des genres 

d’a-protéobactéries, communément appelées a-rhizobia, appartiennent à l’ordre des 

Rhizobiales tandis que celles des genres b-protéobactéries (les b-rhizobia) appartiennent à 

l’ordre des Burkholderiales. Parmi les a-rhizobia les plus connus on retrouve les genres 

Rhizobium, Bradyrhizobium, Ensifer (anciennement appelé Sinorhizobium) mais aussi 

Azorhizobium, Methylobacterium ou encore Mesorhizobium. L’ordre des Burkholderiales 

contient les genres symbiotiques Burkholderia et Cupriavidus, symbiotes principaux des 

plantes du clade des Mimosae (Gyaneshwar et al. 2011). Il est à noter qu’un même genre ou 

une même espèce peut contenir à la fois des souches symbiotiques et des souches non 

symbiotiques (Masson-Boivin et al. 2009). Par exemple Cupriavidus taiwanensis contient des 

souches isolées de nodosité et des souches isolées de patients atteints de mucoviscidose  

(Chen et al. 2001). 

En accord avec leur diversité phylogénétique, les rhizobia possèdent de nombreuses 

propriétés métaboliques différentes (Masson-Boivin et al. 2009). Par exemple, Azorhizobium 

caulinodans, symbiote du genre Sesbania, est le seul rhizobium connu pour être un vrai 

diazotrophe, capable de fixer l’azote en vie libre (Dreyfus et al. 1988). Methylobacterium 

nodulans est une bactérie méthylotrophe, c'est-à-dire capable d’utiliser le méthanol (Sy et al. 

2001). Certains Bradyrhizobium symbiotes des légumineuses du genre Aeschynomene sont 

photosynthétiques (Giraud and Fleischman 2004). 
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I.2.1.3 La spécificité de la symbiose 

L’une des caractéristiques de la symbiose rhizobium-légumineuse est la spécificité qui existe 

entre les deux partenaires (Schultze et al. 1991; Debellé et al. 1992). Un rhizobium ne peut 

établir une symbiose qu’avec un certain nombre, plus ou moins important, d’espèces 

végétales, défini par son spectre d’hôte. Par exemple, certains rhizobia comme Sinorhizobium 

sp. NGR234 et Sinorhizobium fredii USDA257 sont des symbiotes à large spectre capables de 

noduler de nombreuses plantes (près de 120 genres, dont la non légumineuses Parasponia 

pour NGR234 et plus de 77 genres pour USDA257) (Pueppke and Broughton 1999). Au 

contraire, d’autres interactions sont très spécifiques, c’est le cas notamment d’Azorhizobium 

caulinodans qui ne peut s’associer qu’avec les plantes du genre Sesbania (Dreyfus et al. 1988). 

Il existe peu de rhizobia symbiotes d’une seule espèce/genre de légumineuse (Perret et al. 

2000). La majorité des souches rhizobiennes présentent un spectre d’hôte à spécificité 

modérée et peuvent noduler plusieurs plantes. C’est le cas de Sinorhizobium meliloti qui est 

capable de noduler les genres Medicago, Melilotus et Trigonella (Krishnan and Pueppke 1991). 

De la même façon, une espèce de légumineuse pourra mettre en place une association 

symbiotique avec une ou plusieurs espèces de rhizobia, d’un ou de plusieurs genres différents, 

comme par exemple Mimosa pudica qui est nodulée par des a- et des b-rhizobia (Melkonian 

et al. 2014). D’autres légumineuses comme Vigna unguiculata (Lewin et al. 1987), Phaseoulus 

vulgaris, mais aussi les plantes des genres Glycine (Martínez-Romero 1994), Acacia et Sesbania 

(De Lajudie et al. 1994; Nick et al. 1999) sont capables de s’associer avec de multiples espèces 

de rhizobia. Au contraire, certaines légumineuses ont des spectres d’hôtes très restreint, 

comme Galega qui ne peut noduler qu’avec Rhizobium galegae (Lindström 1989; Terefework 

et al. 1998). Certaines plantes, comme le pois afghan nécessitent des dispositions particulières 

pour pouvoir mettre en place l’association symbiotique. Cette plante présente une résistance 

à la nodulation et n’est nodulée que par certaines souches de rhizobia possédant un gène nod 

bien particulier (nodX) (Firmin et al. 1993). 

I.2.1.4 Le processus symbiotique 

La mise en place de la symbiose fixatrice d’azote entre le symbiote et sa plante hôte est un 

processus complexe qui inclut différentes étapes plus ou moins chevauchantes : l’infection 

des racines, la formation des nodules et l’infection des cellules du nodule suivi de la 

différentiation des bactéries intracellulaires en bactéroïdes et la fixation de l’azote. Il y a une 

grande variabilité dans la symbiose rhizobium-légumineuse. En particulier, la localisation des 

nodules, leur forme et leur anatomie ainsi que le mode d’infection et le niveau de 

différenciation en bactéroïdes varient selon les systèmes (Masson-Boivin et al. 2009). 

Le mode d’infection n’est pas le même pour tous les rhizobia et est classé en différentes 

catégories selon la façon dont les bactéries franchissent l’épiderme et progressent dans le 

cortex et si elles induisent la formation de cordons d’infection ou non. Le mode d’infection le 

plus connu et le plus étudié est celui dit « root hair » puisque c’est celui que l’on retrouve chez 
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les plantes modèles M. sativa/truncatula (Fournier et al. 2008) et L. japonicus (Madsen et al. 

2010). Deux autres modes d’infection intercellulaires ont été identifiés, celui du « crack-

entry » que l’on retrouve chez Arachis hypogaea (Chandler 1978) ou Aeschynomene (Bonaldi 

et al. 2011) et enfin le mode d’infection « intercellular » identifié chez Mimosa scabrella (De 

Faria et al. 1988) ou Lupinus albus (Gonzalez-Sama et al. 2004) (Figure I.2.1.4.1). Ces deux 

modes d’infections se différencient principalement par leur mode d’entrée dans la racine et 

dans la libération des bactéries dans le cortex.  

Dans le cas de l’infection via « root hair », après attachement et multiplication des bactéries 

sur la racine, c’est au niveau du poil absorbant que l’infection va se produire. Le poil se 

recourbe sur lui-même à plus de 360° formant une structure dite en « crosse de berger » 

créant un site d’infection (Oldroyd and Downie 2008). La prolifération des bactéries au niveau 

du site d’infection conduit à un espace confiné où les bactéries sont enfermées dans ce qu’on 

appelle une chambre d’infection (Fournier et al. 2015). Les bactéries prolifèrent dans la 

chambre d’infection jusqu’à entraîner une lésion de la paroi végétale par hydrolyse. Ensuite, 

une invagination de la membrane plasmique va se former au sein du poil absorbant 

permettant aux bactéries d’avancer dans le poil absorbant (Gage 2004). Au fur et à mesure de 

l’avancée de l’invagination, et donc des bactéries, la plante dépose du matériel pariétal autour 

de l’invagination, appelé cordon d’infection (Gage 2002,  2004). Le cordon d’infection 

continue de progresser dans la cellule du poil où les bactéries continuent de se multiplier. Des 

dégradations localisées des parois végétales ainsi que l’apparition de ponts cytoplasmiques 

permettent la progression du cordon vers la racine. En parallèle, les cellules du cortex racinaire 

se divisent pour former ce qui est appelé, le primordium nodulaire. Une fois le primordium 

nodulaire atteint, le cordon d’infection se ramifie et pénètre les cellules de ce dernier. Les 

rhizobia sont alors relâchées, par un processus d’endocytose dans les cellules du primordium 

nodulaire, enrobées d’une membrane d’origine végétale qui les isole du cytoplasme (Gage 

2004). Les bactéries endocytées forment alors le symbiosome, où elles arrêtent de se diviser 

pour se différencier en bactéroïdes et fixer l’azote. C’est au niveau de la paroi du symbiosome, 

où de nouveaux transporteurs sont exprimés et que les échanges entre la plante et les rhizobia 

vont avoir lieu dans le nodule nouvellement formé (Figure I.2.1.4.2). 

Dans le cas de l’infection par « crack entry », les bactéries colonisent massivement la surface 

de la racine et pénètrent dans cette dernière via les espaces intercellulaires entre les poils 

racinaires et les cellules de l’épiderme dont la paroi est altérée (Chandler 1978; Bonaldi et al. 

2011). Le processus d’infection cellulaire se fait alors par invagination de la paroi végétale 

similaire à une endocytose (Bonaldi et al. 2011). Après l’internalisation des bactéries, les 

cellules végétales infectées montrent des signes de mort cellulaire semblables à celles 

observées lors de réponses hypersensibles (HR) en cas d’infection par un pathogène. N’ayant 

plus d’intégrité structurelle, ces cellules collapsent et sont comprimées par la pression de 

turgescence des cellules corticales voisines et forment de diverticules qui permettent le 

transport des bactéries plus profondément dans le cortex (Bonaldi et al. 2011). Ensuite, les 

bactéries infectent les cellules corticales en contact direct avec les cellules collapsées. 
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Néanmoins, les nouvelles cellules infectées conservent leur intégrité et se divise pour donner 

naissance au nodule. 

Dans le mode d’infection « intercellular », les bactéries pénètrent dans la racine végétale 

directement entre des cellules qui n’ont pas été altérées via des structures similaires aux 

cordons d’infections (De Faria et al. 1988; Gonzalez-Sama et al. 2004). Ici, les bactéries 

colonisent préférentiellement la racine principale au niveau des jonctions entre les poils 

absorbants et les cellules de l’épiderme adjacent. C’est entre ces deux cellules que les 

bactéries pénètrent dans la racine où elles vont se multiplier et infecter la cellule située sous 

le poil absorbant. L’invasion rhizobienne est concomitante avec l’induction des divisions 

cellulaires du cortex externe de la racine. L’accumulation des bactéries se fait ensuite dans la 

paroi des cellules du cortex située sous le poil absorbant. Ensuite, les bactéries sont libérées 

dans le cytoplasme des cellules du cortex via une altération de la paroi cellulaire qui permet 

l’endocytose des bactéries. Ensuite, la cellule infectée se divise rapidement et chacune des 

cellules fraîchement divisées contient un petit nombre de bactéries (Gonzalez-Sama et al. 

2004). Après, la division des cellules du cortex externe s’accompagne de la division des cellules 

du cortex racinaire des couches plus profondes sous le site d’infection déterminant le 

primordium nodulaire. Le développement du primordium en nodule résulte de la division des 

cellules infectées et non infectées. Les rhizobia intracellulaires se divisent activement à 

l’intérieur des cellules hôtes. Dans ces cellules hôtes, les bactéries se situent à proximité de la 

paroi et sont réparties équitablement entre les cellules filles durant les étapes de division 

(Gonzalez-Sama et al. 2004). 

Si généralement, les nodules sont retrouvés sur les racines, leur localisation peut varier et il 

existe quelques exemples de légumineuses capables de former des nodules caulinaires sur 

des racines adventices présentes sur la tige. C’est le cas par exemple de Sesbania rostrata et 

de certaines Aeschynomene (Masson-Boivin et al. 2009; Giraud and Fleischman 2004; Capoen 

et al. 2010). Deux types de structures nodulaires sont connues : indéterminés issus de la 

division de cellules corticales internes et déterminés issus du cortex externe (Vasse et al. 1990; 

Ndoye et al. 1994). Dans le cas des nodosités de type indéterminé on retrouve un méristème 

apical persistant qui entraine la multiplication continue des cellules végétales à l’extrémité 

distale du nodule, ce qui lui donne une forme allongée. Au cours du développement nodulaire, 

les cellules végétales ne seront donc pas au même stade de développement au même moment 

résultant en différentes zones du nodule (Jones et al. 2007). 

La région centrale du nodule indéterminé est différenciée en quatre ou cinq zones, selon 

l’âge du nodule (Figure I.2.1.4.3): 

- La zone méristématique (zone I) est composée de petites cellules riches en

cytoplasme.

- La zone d’infection (zone II) est constituée d’une quinzaine d’assises cellulaires

(Vasse et al. 1990). C’est dans cette zone que les bactéries sont relâchées depuis

les cordons d’infection, et sont internalisées dans le cytoplasme des cellules
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végétales par un processus d’endocytose. Dans la partie distale, les cellules 

végétales envahies subissent une différentiation morphologique, passant par des 

cycles d’endoréduplication et un élargissement des cellules, pour devenir quasi 

sphériques dans la partie proximale (Timmers et al. 1998).  

- L’interzone II-III s’étend sur une à trois assises cellulaires (Vasse et al. 1990). Dans

cette zone, les cellules envahies sont remplies d’amyloplastes. Avec le cortex

nodulaire, cette zone constitue une barrière étanche qui empêche la diffusion

d’oxygène vers la zone de fixation.

- La zone de fixation (zone III) est composée de cellules géantes polyploïdes en phase

terminale de différenciation, et qui possèdent une grande vacuole centrale. Chez

Medicago, ces cellules sont remplies de bactéroïdes disposés perpendiculairement

à la membrane des cellules végétales (disposition en rayons de bicyclette)

(Timmers et al. 1998). C’est dans cette zone qu’a lieu la conversion du diazote (N2)

en ammonium (Timmers et al. 1998).

- La zone de sénescence (zone IV) comprend les cellules de l’hôte et les cellules

bactériennes en fin de cycle qui dégénèrent (Timmers et al. 1998).

- La zone saprophytique (zone V) contient des bactéries non-différenciées libérées

des cordons d’infection restants, qui envahissent les cellules sénescentes du

nodule. Cette zone constituerait une niche écologique où les bactéries vivraient

comme des organismes saprophytes.

Dans le cas des nodosités de type déterminé, le développement se fait à partir d’un méristème 

central, elles ont donc une forme sphérique. La croissance du nodule résulte d’une 

augmentation de la taille des cellules. Le cortex nodulaire est un tissu homogène composé de 

cellules végétales saines et de cellules infectées qui sont toutes au même stade de 

développement. La fixation se fait dans toutes les cellules infectées de la nodosité sans 

localisation particulière à un stade donné du développement (Figure I.2.1.4.3) (Patriarca et 

al. 2002). 

I.2.2 Déterminants génétiques de la symbiose rhizobium-légumineuse

Les modes d’infections précédemment décrits peuvent être induit par différentes stratégies 

d’infection. La stratégie d’infection la plus connue et la plus étudié est celle impliquant les 

facteurs Nod mais de récentes études ont déterminés deux autres stratégies d’infection, celle 

utilisant le système de sécrétion de type 3 (SST3) et un mécanisme qui ne requiert pas le SST3 

et nod indépendant qui n’est pas encore été élucidé (Giraud et al. 2007). Il est à noter qu’il 

n’existe aucun lien entre les différents modes d’infections et les stratégies de nodulation. 
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I.2.2.1 Les stratégies de nodulation et d’infection 

Pendant longtemps, la stratégie Nod a été considérée essentielle à la mise en place de la 

symbiose entre un rhizobium et une légumineuse et comme la clef de la spécificité 

symbiotique. Cette stratégie repose sur la production de lipochitooligosaccharides (appelés 

facteur Nods (FNs)) par les rhizobia et qui sont spécifiques à chaque souche. Ces FNs sont 

ensuite perçus par des récepteurs de plantes (LysM-receptor like kinases) qui activent la voie 

de signalisation symbiotique commune (common symbiosis signaling pathway ou CSSP). Les 

mécanismes génétiques et moléculaires impliqués dans la stratégie nod seront détaillés plus 

spécifiquement dans les parties I.2.2.2 et I.2.2.3. 

La stratégie d’infection impliquant le SST3 a été mise en avant en laboratoire dans le système 

Bradyrhizobium elkanii USDA61 et Glycine max (Okazaki et al. 2013). Dans leur système, un 

mutant de USDA61 avec un SST3 défectueux qui produit des FNs est incapable d’induire des 

nodules (Okazaki et al. 2013). De plus, Okazaki et ses collaborateurs ont montrés qu’un mutant 

de USDA61 ne produisant pas de FNs mais qui possède un SST3 fonctionnel induit la formation 

de nodules non fonctionnels (Okazaki et al. 2013). Les effecteurs de type 3 (T3E) de nature et 

fonction symbiotique inconnues, mais en cours d’identification, permettent d’activer la CSSP 

en outrepassant les voies de reconnaissance des FNs (Okazaki et al. 2013,  2016; Songwattana 

et al. 2017). Le fait que les SST3 soient largement représentés chez les rhizobia, généralement 

sous le contrôle du régulateur NodD, et que le SST3 seul résulte en la formation de nodules 

non fonctionnels suggère que les stratégies nod et SST3 dépendante ont coopté au cours de 

l’évolution des rhizobia (Masson-Boivin and Sachs 2018).  

Enfin, l’étude entre des légumineuses tropicales du genre Aeschynomene et des 

Bradyrhizbium photosynthétiques, a montré que cette interaction symbiotique n’implique pas 

la synthèse de facteurs nod par la bactérie. En effet le séquençage de deux souches de 

Bradyrhizobium, ORS278 et BTAi1, en 2007, a révélé l’absence de gènes codant pour le 

squelette de base des FNs (nodABC) dans leurs génomes (Giraud et al. 2007) (Figure I.2.2.1.1). 

I.2.2.2 Le dialogue moléculaire de la symbiose FNs dépendante 

La symbiose qui s’établit entre la plante hôte et son symbiote rhizobien est le résultat 

d’interactions complexes entre les deux organismes que l’on qualifie de dialogue moléculaire. 

Le dialogue moléculaire commence lorsque la plante exsude, via ses racines, des composés 

phénoliques , les flavonoïdes, mais aussi des bétaïnes ou encore des acides aldoniques (Perret 

et al. 2000). Les exsudats racinaires sont reconnus par des protéines régulatrices bactériennes 

à motif lysR (majoritairement NodD) qui déclenchent l’activation des gènes de nodulation 

bactérien (nod, noe et nol) (Spaink 2000; Perret et al. 2000). Cette reconnaissance représente 

un premier niveau de spécificité de la symbiose, les flavonoïdes étant spécifiquement 

reconnus par la protéine NodD. 

L’activation des gènes de nodulation conduit à la biosynthèse des FNs, véritables molécules-

signal, qui induisent le programme de développement végétales qui résulte en la formation 
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des nodules. La reconnaissance des FNs par la plante représente un deuxième niveau de 

spécificité. Ces deux niveaux de spécificité ne permettent pas à eux seuls d’expliquer la 

spécificité d’hôte qui existe entre les deux organismes symbiotiques. 

I.2.2.2.1	Les	flavonoïdes	

A ce jour, plus de 5000 flavonoïdes naturels ont été identifiés chez les plantes vasculaires, 

néanmoins, seul un groupe particulier de flavonoïdes est connu pour être impliqué dans la 

symbiose fixatrice d’azote (Liu and Murray 2016; Ververidis et al. 2007). Ces composés 

phénoliques sont identifiés comme des métabolites secondaires de la famille des polyphénols 

et sont distribués en 7 sous-classes en fonction de leur structure et de leur degré d’oxydation : 

les aurones, les chalcones, les flavones, les flavonols, les flavandiols, les anthocyanines et enfin 

les proanthocyanidines (Figure I.2.2.2.1.1) (Falcone Ferreyra et al. 2012). Lors de la symbiose 

rhizobium-légumineuse, les flavonoïdes jouent des rôles multiples, notamment celui de 

chemioattractant sur les bactéries de la rhizosphère, puis ils vont permettre l’induction des 

gènes nod des rhizobia après avoir été reconnu par les protéines NodD compatibles. Enfin, ils 

interviennent aussi dans la régulation du développement nodulaire (Subramanian et al. 2007). 

I.2.2.2.2	Reconnaissance	des	flavonoïdes	et	induction	des	gènes	nod	

Suite à la reconnaissance des flavonoïdes par NodD, le complexe flavonoïde/NodD provoque 

un changement de conformation de NodD qui peut alors se fixer sur des motifs de l’ADN 

bactérien de 47bp, appelées nod-boxes, situés en amont des clusters de gènes nod et activer 

leur transcription (Schlaman et al. 1989). Le nombre de copies de nodD ainsi que l’affinité qui 

existe entre NodD et les flavonoïdes est variable d’une souche à l’autre. Par exemple, 

Sinorhizobium meliloti possède 3 copies de nodD dont les produits reconnaissent peu de 

flavonoïdes différents (Broughton and Perret 1999). Au contraire, la souche Sinorhizobium sp. 

NRG234, qui possède un large spectre d’hôte, ne possède que 2 copies de nodD capables 

d’interagir avec de nombreux composés phénoliques (Perret et al. 1999). Le nombre de copies 

de nodD le plus élevé a été trouvé chez Rhizobium tropici CIAT899, qui sont au nombre de 5 

(van Rhijn et al. 1993). Il s’avère que certaines copies de nodD codent pour des répresseurs 

de transcription des gènes nod. C’est le cas notamment de nodD2 chez NGR234 (Fellay et al. 

1998). D’autres régulateurs de transcription ont été identifiés, comme le gène syrM, un 

homologue de nodD que l’on retrouve chez Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium sp. 

NGR234. La protéine SyrM est impliquée dans la régulation nod mais permet aussi l’induction 

de la synthèse des exopolysaccharides (Maillet et al. 1990). Enfin, l’induction de l’expression 

des gènes nod chez Bradyrhizobium japonicum se fait par un système régulateur à deux 

composants, NodV-NodW (Sanjuan et al. 1994; Loh et al. 1997). La répression quant à elle se 

fait par des régulateurs transcriptionnels comme NolA qui permettent de réguler la mise en 

place de la symbiose en fonction des facteurs environnementaux (Gillette and Elkan 1996) ou 

par quorum sensing avec NwsA-NwsB (Loh et al. 2002). Certains facteurs environnementaux 

comme le pH ou la concentration en calcium peuvent influencer l’expression des gènes nod. 
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I.2.2.2.3	Les	facteurs	Nod	

La plupart des FNs décrits actuellement présente un squelette composé de 3 à 6 résidus de N-

acétyl-D-glucosamine (Figure I.2.2.2.3.1), substituée par une chaîne d’acyl au niveau de la 

glucosamine terminale et non réductrice (D’Haeze and Holsters 2002). Ce squelette est 

assemblé par les protéines NodABC. Les N-acétyl-D-glucosamine (GlcNaC) sont liés entre eux 

en b-1-4 par NodC qui est une N-actétylglucosamyl-transférase. Ensuite, la N-deacétylase 

NodB clive le résidu N-actétyl de la glucosamine terminale qui permettra ensuite d’y greffer 

une chaîne d’acide de 16 à 20 carbones. C’est NodA, une acyltransférase, qui permet le 

transfert de la chaîne d’acyl qui peut être commune (acides gras mono ou polyinsaturée 

provenant du métabolisme général des lipides), ou bien de type ab-mono/polyinsaturés (sous 

le contrôle de NodFE). 

Selon le rhizobium, le squelette de base est décoré par des groupements chimiques variés, 

généralement présents sur les glucosamines situées aux deux extrémités grâce à la présence 

de set de gènes nod spécifiques (Figure I.2.2.2.3.2) (Perret et al. 2000; D’Haeze and Holsters 

2002). Les modifications les plus fréquentes rencontrées sur les FNs sont des carbamoylations 

(nodU, nolO), glycosylations (noeK, nolM, noeE) sulfatations (nodH, noeE), acétylations (nodL, 

nodX, nolL), arabinosylations (noeC), méthylations (nodS, noeI), fucosylations (nodZ, nolK) sur 

les glucosamines terminales avant d’être sécrété par NodI et NodJ, puis reconnus par la plante 

hôte adaptée (Perret et al. 2000).(Poinsot et al. 2016).  

Il existe des FNs atypiques ou portant des substitutions rares. C’est le cas notamment de 

Rhizobium gallicum bv. gallicum R602 et d’Ensifer sp. BR816 qui synthétise des N-

acétylglucosaminitol, c’est-à-dire des FNs dont le sucre réducteur a été réduit et forme un 

cycle ouvert (Snoeck et al. 2001; Soria-Díaz et al. 2006). Certains FNs de Bradyrhizobium elkanii 

portent un glycérol en position R7 qui représenterait un intermédiaire dans la chaîne de 

biosynthèse (Carlson et al. 1994). D’autres substitutions rares ont été retrouvés, notamment 

chez CIAT899 où un mannose est retrouvé en position R7 ou encore chez USDA191 dont 

certains FNs possèdent un glucose additionnel dans la chaîne glucosamine, alors que M. loti 

NZP2213 produit des composés qui portent un fucose en position R5. 

I.2.2.3 Autres facteurs d’infection 

D’autres facteurs sont requis pour le bon déroulement des étapes précoces et tardives du 

processus d’infection depuis le développement du cordon d’infection jusqu’à l’entrée des 

rhizobia dans les cellules du nodule. 

I.2.2.3.1	Les	polysaccharides	de	surface	

Chez les rhizobia, quatre types de polysaccharides de surface principaux ont pu être 

identifiés : les exopolysaccharides (EPS), les lipopolysaccharides (LPS), les polysaccharides 

capsulaires (KPS) et enfin les b-glucanes cycliques (GC) (Cooper 2007). Ces différents 

polysaccharides ont été démontrés pour être impliqués dans la colonisation de la rhizosphère, 
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la reconnaissance du symbiote par l’hôte mais aussi dans la persistance des cordons 

d’infection et l’invasion de la nodosité. Même si la synthèse des polysaccharides n’est pas 

dépendante des flavonoïdes, ces derniers peuvent influencer leur structure (Cooper 2007).  

Les EPS sont des polysaccharides homo- ou hétérométrique qui sont sécrétés à la surfaces des 

bactéries. La composition des EPS dépend de leur degré de polymérisation ainsi que de la 

nature des monomère qui les composent, D-glucose, D-galactose ou bien D-mannose 

(Skorupska et al. 2006). Les EPS peuvent aussi contenir d’autres composés tel que de l’acétate, 

du pyruvate ou encore du succinate (Skorupska et al. 2006). Le rôle des EPS lors de la symbiose 

fixatrice d’azote rhizobium-légumineuse a été principalement étudié chez Sinorhizobium 

meliloti et Rhizobium leguminosarum qui nodulent la luzerne et le poids, respectivement. Il a 

été démontré que des mutants affectés pour la synthèse des EPS chez ces deux rhizobia 

auraient une capacité d’infection altérée (Breedveld et al. 1993; Cheng and Walker 1998). 

Les LPS sont des composants majeurs de la membrane externe des bactéries Gram négatives 

(Alexander and Rietschel 2001). Ces molécules se composent de trois régions structurales 

distinctes: une région composée de polysaccharides, dont la structure est très variable, 

appelée antigène-O qui est dirigée vers l’extérieur de la cellule, une région composée 

d’oligosaccharides et appelée core oligosaccharidique permettant le lien entre la région 

antigène-O et la partie lipidique des LPS appelée lipide A qui, elle-même, permet l’encrage de 

cette molécule dans la membrane externe des bactéries (Alexander and Rietschel 2001). Les 

LPS produits par les rhizobia permettent la supression des réponses immunitaires de la plante 

(Jones et al. 2007). Certains mutants, dont la structure des LPS est altérée, présentent un 

retard pour la nodulation (Brown et al. 2011), une senescence précoce des nodules ou encore 

un processus de différenciation en bactéroïdes altérées (Haag et al. 2009). 

On retrouve les KPS, aussi appelés antigène-K, chez de nombreux rhizobia. Ces 

polysaccharides capsulaires qui peuvent varier d’une souche à une autre au sein d’une même 

espèce (Forsberg and Reuhs 1997), seraient impliqués dans les étapes précoces de l’infection 

(Becquart-de Kozak et al. 1997). En effet, il semblerait que l’ajout exogène de KPS de S. meliloti 

provoque l’exsudation de flavonoïdes chez la luzerne (Becquart-de Kozak et al. 1997). Les 

voies de biosynthèse des KPL, EPS et LPS étant partiellement communes, il difficile de 

déterminer le rôle précis des KPL dans la symbiose. 

Les GC sont des homopolymères de glucose de faible poids moléculaire que l’on retrouve chez 

les rhizobia dans leur espace périplasmique ou sécrétés dans le milieu extracellulaire 

(Breedveld and Miller 1994). Différentes études faites sur des mutants affectés dans la 

synthèse des GC ont montrés leur incapacité à infecter leur hôte. Ces résultats suggèrent que 

les GC sont impliqués dans les étapes précoces de la nodulation (Bhagwat et al. n.d.; Crespo-

Rivas et al. 2009; Breedveld and Miller 1994). 
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I.2.2.3.2	Les	systèmes	de	sécrétion	

Chez les rhizobia, plusieurs protéines de sécrétion sont connues pour jouer un rôle dans la 

symbiose. En effet, elles vont permettre de supprimer les réactions de défense de la plante 

ou influencer le spectre d’hôte (Cooper 2007; Vlassak et al. 1998). Ces protéines de sécrétion 

sont transportées via des systèmes de sécrétion d’utilisation générale comme le système de 

sécrétion de type 1 (T1SS) mais aussi par des systèmes de sécrétion plus spécialisés comme 

les systèmes de sécrétion de type III, IV, et VI (SST3, SST4 et SST6) (Cooper 2007; Fauvart and 

Michiels 2008). 

Le T1SS est notamment connu pour sécréter la protéine NodO qui est encodée par le gène 

nodO, inductible par les flavonoïdes et sous contrôle de NodD. NodO est une protéine de type 

calcium-binding qui permet le développement des cordons d’infection dans les poils 

absorbants (Walker and Downie 2000). Le transfert de nodO chez d’autres rhizobia permet 

d’augmenter son spectre d’hôte (Vlassak et al. 1998). 

Le rôle du SST3 dans la symbiose est celui qui a été le plus étudié. On le retrouve chez la 

plupart des rhizobia et est responsable de la sécrétion de Nops (nodulation outer proteins) 

(Krishnan et al. 2003). Contrairement au SST1, il est fréquent que l’expression des gènes 

codants pour le SST3 et les protéines sécrétées par ce dernier soit dépendante des flavonoïdes 

et de NodD (Cooper 2007). La plupart des clusters de gènes codant pour le SST3 ne possèdent 

pas de nod-box (Cooper 2007). L’expression de ces gènes est dépendante d’autres motifs de 

régulations dans leur région promotrice que l’on appelle les tts-box qui sont régulées par TtsI 

(Cooper 2007). TtsI est un facteur de transcription encodé par le gène ttsI, qui est lui-même 

sous contrôle d’une nod-box et régulé par les flavonoïdes et NodD (Cooper 2007). De façon 

générale le SST3 et les protéines Nops en particulier peuvent avoir une influence positive, 

négative ou nulle sur la nodulation en fonction de la plante hôte impliquée (Cooper 2007). On 

sait par exemple que l’inactivation du SST3 chez C. taiwanensis d’augmente son spectre d’hôte 

(Saad et al. 2012). De nombreux Nops putatifs ont été identifiés chez les rhizobia, notamment 

NopL, qui semblerait être impliqué dans la suppression des réactions de défenses de la plante 

comme c’est le cas pour le SST3 des bactéries pathogènes (Bartsev et al. 2004). 

I.2.2.4 Voies de signalisation végétales conduisant à l’infection et à 

l’organogénèse du nodule  

L’étude des plantes modèles Medicago truncatula et Lotus japonicus et de leurs différents 

mutants ont permis d’identifier les acteurs moléculaires impliqués dans la voie de signalisation 

en réponse aux FNs rhizobiens. Ainsi, de nombreux gènes et protéines impliqués dans la 

perception des FNS et dans la transduction du signal en réponse à ces derniers ont pu être 

identifiés. 
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I.2.2.4.1	Perception	des	NFs

Des récepteurs sérine/thréonine kinase à domaine LysM extracellulaire, les LysM-RLKs, ont 

été identifiés comme récepteurs putatifs aux FNs chez Medicago truncatula (NFP/LYK3) et 

Lotus japonicus (NFR1/NFR5) (Amor et al. 2003; Madsen et al. 2003; Oldroyd and Long 2003). 

Les LysM-RLKs se présentent sous forme d’hétérodimères où NFR1 est couplé à NFR5 et LYK3 

avec NFP. Les domaines kinases de NFR1 et LYK3 sont fonctionnels et permettent la 

transduction du signal des FNs. Les domaines kinase de NFR5 et NFP sont quant à eux 

incomplets et donc dépourvus d’activité de phosphorylation. Néanmoins, l’inactivation de 

NFR5 et LYK3 ne permet pas la nodulation ce qui indique que l’hétérodimérisation est 

indispensable pour fonctionner (Nakagawa et al. 2011; Madsen et al. 2011). Cette première 

étape induit des influx calciques au sein de la membrane plasmique et la déformation des poils 

absorbants. La voie de signalisation FNs peut être divisée en deux parties synchronisées. La 

première conduit à l’infection et se déroule au sein de l’épiderme et la seconde induit 

l’organogenèse du primordium nodulaire dans le cortex. 

I.2.2.4.2	Transduction	du	signal	FNs

Après que les FNs soient reconnus par les récepteurs LysM-RLKs plusieurs protéines 

interviennent dans la production d’oscillations calciques nucléiques. La Figure I.2.2.4.2.1 

représente ces différentes protéines ainsi que l’ordre de la voie de signalisation. 

La première protéine de cette voie de signalisation, SYMRK chez Lotus et DMI2 chez Medicago, 

est une récepteur kinase à domaine Leucine-Rich-Repeat (LRR-RLK) qui se situe dans la 

membrane plasmique impliqué dans la transduction du signal des FNs en aval des LysM-RLKs 

(Endre et al. 2002; Miwa et al. 2006).  

 Les protéines CASTOR et POLLUX (DMI1 chez M. truncatula), MCA8 et CNGC15 sont 

directement impliquées dans la production des oscillations calciques. CASTOR et 

POLLUX/DMI1 sont des canaux ioniques localisés dans l’enveloppe nucléaire (Riely et al. 2007) 

qui permettent des transferts d’ions potassium (K+) entre le cytosol et l’intérieur du noyau 

(Charpentier et al. 2016). Les flux de potassium permettent de conserver un équilibre des 

charges au sein du noyau lors des oscillations calciques induites par MCA8, une calcium-

ATPase, et les protéines CNGC15 qui forment un canal calcique (Capoen et al. 2011; 

Charpentier et al. 2016). 

Ces oscillations calciques ont un rôle de messager secondaire perçu par DMI3 (M. truncatula) 

et CCaMK (L. japonicus), des protéines kinase calcium et calmoduline-dépendante qui se 

trouvent dans le noyau des poils absorbants (Capoen et al. 2011). DMI3/CCaMK est maintenu 

sous forme inactive par autophosphorylation de la protéine lorsque du calcium est 

directement fixé à cette dernière (Lévy et al. 2004; Takeda et al. 2012). Lors des oscillations 

calciques, le calcium se lie à la calmoduline qui entraîne l’inhibition de l’autophosphorylation 

de la protéine permettant la phosphorylation du facteur transcriptionnel CYCLOPS (L. 

japonicus) ou IPD3 chez M. truncatula (Messinese et al. 2007; Yano et al. 2008). CYCLOPS/IPD3 





17 

fait partie d’un complexe protéique qui comprends d’autres facteurs de transcription à 

domaine GRAS (NSP1, NSP2 et DELLA) qui, après phosphorylation par CCaMK ou DMI3, induit 

l’expression des gènes de nodulation précoce de la plante nécessaire à la formation et à la 

progression du cordon d’infection mais aussi à l’organogénèse nodulaire. 

I.2.2.4.3	Libération	des	rhizobia	et	différenciation	en	bactéroïdes

La progression du cordon d’infection permet de conduire les bactéries au primordium 

nodulaire situé dans le cortex. Lorsque le cordon d’infection atteint le primordium nodulaire, 

les bactéries sont libérées dans les cellules du primordium par endocytose via une vésicule 

appelée « infection droplet » (Perret et al. 2000). Cette nouvelle structure, appelée 

symbiosome, comprend des bactéries qui se différencient en bactéroïdes la membrane 

végétale dans laquelle ils sont enfermés (Huisman et al. 2012). En fonction de l’hôte, les 

changements métaboliques qui s’opèrent chez la bactérie lors de sa différenciation en 

bactéroïde peuvent s’accompagner de changements en terme de taille et de forme (Haag et 

al. 2013). Par ailleurs, dans les nodules déterminés, les symbiosomes individuels fusionnent 

et/ou les bactéroïdes se divisent au sein même du symbiosome résultant en des symbiosomes 

qui peuvent contenir plus plusieurs bactéroïdes. Au contraire, dans les nodules de type 

indéterminés les symbiosomes contiennent généralement un unique bactéroïde (Prell and 

Poole 2006), à l’exception de M. pudica dont les symbiosomes contiennent jusqu’à 4 

bactéroïdes (Marchetti et al. 2011). 

Chez les plantes du genre Aeschynomene et celles appartenant au clade des Inverted Repeat-

Lacking Clade (IRLC), comme Medicago, les bactéroïdes différenciés sont incapables de 

reprendre leur forme d’origine et de se diviser (Mergaert et al. 2006; Kereszt et al. 2011; 

Czernic et al. 2015). Cette différenciation est appelée « différenciation terminale des 

bactéroïdes » (ou TBD pour terminal bacteroid differenciation) et est contrôlée par la plante 

via des peptides antimicrobiens cationiques riches en cystéines nommées NCRs (Nodules 

cysteine-riche peptides) mais aussi par la présence de BacA chez les bactéries (Mergaert et al. 

2003). 

I.2.3 Évolution de la symbiose fixatrice d’azote

La plupart des plantes, incluant mousses, fougères, gymnospermes et angiospermes sont 

capables de former des associations lâches avec des bactéries fixatrices d’azote. Cependant 

seul un petit nombre d’angiospermes ont évolué la capacité d’héberger des fixateurs d’azote 

de manière intracellulaire, permettant un contrôle de leur prolifération et des échanges 

métaboliques. Parallèlement, seuls quelques genres bactériens ont évolué la capacité à fixer 

l’azote en symbiose. Comment ces symbiotes et ces interactions ont évolué est une question 

fascinante qui suscite un regain d’intérêt ces dernières années. 
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I.2.3.1 Les plantes 

La réorganisation de l’arbre phylogénétique des angiospermes en 1995 a révélé que les 

plantes capables de former des nodules appartenaient aux ordres des Fabales, Fagales, 

Curbitales et Rosales (FaFaCuRo) (Soltis et al. 1995). Au sein des FaFaCuRo, seulement 10 des 

28 familles contiennent des espèces capables de former des nodules. Ces familles ne forment 

pas un groupe monophylétique (Doyle 2011). Huit familles de l’ordre des Fagales, Rosales et 

Curcubitales contiennent des espèces nodulées par des Frankia (Pawlowski and Demchenko 

2012). Les légumineuses (Fabales) et Parasponia (Rosales) sont capables de former des 

nodules avec des rhizobia (Akkermans et al. 1978) . Chez les légumineuses, la capacité à 

noduler est variable : 90% des Mimosoideae et Papilionoideae sont nodulés contre 30% des 

Caesalpinioideae. 

La distribution phylogénétique des plantes nodulées au sein des FaFaCuRo a conduit dans un 

premier temps à l’hypothèse que la symbiose nodulaire avait évolué en deux étapes : un 

premier évènement de prédisposition chez un ancêtre commun, suivi par de multiples 

évènements indépendants d’évolution de la nodulation (théorie de l’origine multiple) (Figure 

I.2.3.1.1) (Soltis et al. 1995; Swensen 1996; Doyle 2011; Werner et al. 2014). 

Deux études récentes de génétique et génomique comparative d’espèces nodulées et non 

nodulées proposent aujourd’hui un autre schéma : la nodulation serait apparue il y a environ 

100 millions d’années chez un ancêtre des FaFaCuRo et aurait été perdue dans de nombreuses 

lignées descendantes (van Velzen et al. 2018; Griesmann et al. 2018). 

I.2.3.2 Les bactéries  

A l’exception des Bradyrhizobium photosynthétiques, dont les mécanismes de nodulation 

sont inconnus à ce jour (Giraud et al. 2007; Tang and Capela 2020), tous les rhizobia utilisent 

la stratégie nod pour initier la nodulation. Cette stratégie quasi-universelle est bien connue 

même si certains rhizobia possèdent un SST3 qui peut partiellement se substituer aux gènes 

nod (Okazaki et al. 2013). 

I.2.3.2.1	Origine	par	transfert	horizontal	de	gènes	

Les rhizobia dont la symbiose dépend de la stratégie nod auraient évolué à partir du transfert 

horizontal (HGT) d’un set de gènes symbiotiques (gènes nod et gènes nif) dans différents 

taxons (Figure I.2.3.2.1). Cette hypothèse repose sur les arguments suivants : 

1) les gènes nod sont situés sur des éléments génétiques mobiles (plasmide, îlots 

symbiotiques) ce qui facilite leur transfert.  

2) les rhizobia forment un groupe polyphylétique (Remigi et al. 2016) alors que les gènes nod 

canoniques (nodABC) ont une origine monophylétique chez les rhizobia (Persson et al. 2015).  

3) Les différents genres de rhizobia existaient déjà avant l’apparition des légumineuses il y a 

70-100 millions d’années (Turner and Young 2000).  
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Cette hypothèse a été confirmée par les travaux de Sullivan et al. qui ont montré en 

laboratoire et au champ que la transmission d’îlots symbiotiques par transfert horizontal était 

possible (Sullivan et al. 1995; Sullivan and Ronson 1998). Dans une expérience célèbre, la 

légumineuse Lotus corniculatus et son inoculum Mesorhizobium loti ICMP3153 ont été 

introduits dans un environnement naturel dépourvu de symbiotes de Lotus. Sept ans plus tard, 

une étude de la diversité génétique des symbiotes de L. corniculatus dans cet environnement 

a montré une grande diversité génétique des bactéries isolées des nodules de L. corniculatus. 

De façon intéressante, tous les isolats possédaient le même îlot symbiotique que ICMP3153 

(Sullivan et al. 1995). Il a par la suite été démontré que le transfert de l’îlot symbiotique de 

ICMP3153 vers les autres bactéries du sol est à l’origine de cette diversité génétique (Sullivan 

and Ronson 1998). 

A ce jour, on suppose que les gènes nod présents chez les rhizobia ont été à l’origine acquis 

de Frankia (Persson et al. 2015; Nguyen et al. 2016; Ktari et al. 2017). L’analyse du génome 

Candidatus Frankia datiscae Dg1 (Dg1), a révélé l’existence des gènes canoniques nodABC. Ces 

gènes s’organisent en deux opérons différents et sont exprimés dans les nodules de la plante 

hôte, Dastica glomerata (Persson et al. 2015). Le gène nodC de Dg1 complémente 

partiellement un mutant de Rhizobium leguminosarum A34 nodC ::Tn5 et l’analyse 

phylogénétique des protéines NodABC de Dg1 a montré que ces dernière se situent à la racine 

des protéines NodABC des a- et b-rhizobia (Persson et al. 2015). Les analyses de génome 

d’autres souches de Frankia ont permis de déterminer l’existence des gènes nodABC dans les 

cluster II et III (Persson et al. 2015; Nguyen et al. 2016; Ktari et al. 2017). De façon intéressante, 

chez les protéobactéries, on ne retrouve nodA que chez les rhizobia alors que ce gène est 

fréquent chez les actinobactéries, y compris les non symbiotiques comme Streptomyces 

bottropensis (Persson et al. 2015).  

La spécialisation des gènes nod dans la symbiose pourrait être issue d’une 

néofonctionnalisation de gènes paralogues impliqués dans d’autres fonctions. Par exemple, il 

semblerait que nodB et nodC aient évolués à partir de gènes codant pour des protéines de 

fonctions similaires présents chez d’autres organismes. On retrouve des homologues de la N-

deacétylase NodB chez des bactéries qui ne sont pas des fixateurs symbiotiques, comme 

Streptomyces lividans et Clostridium thermocellum (Taylor et al. 2006). De la même manière, 

NodC appartient à une classe importante de b-glucosyl transférases qui sont connues pour 

incorporer des résidus N-acétyl-glucosamine dans les parois bactériennes. D’autres protéines 

de cette famille sont impliquées dans la production de peptidoglycanes en assemblant les 

résidus d’acétyl-glucosamines et certains de ses dérivés, notamment les N-acétyl-acide 

muramique (Hirsch et al. 2001). Il n’est pas impossible que nodC soit le résultat d’un processus 

de divergence fonctionnelle d’une de ces enzymes.  

L’origine des premiers rhizobia fait encore débat puisque pour certains, les premiers rhizobia 

appartiendraient au genre Bradyrhizobium (Martínez-Romero et al. 2010; Ormeño-Orrillo et 

al. 2013) pour d’autres, les premiers rhizobia viendraient plutôt des b-protéobactéries (Aoki 

et al. 2013). 
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I.2.3.2.2	Étape	d’optimisation	post-HGT	

Le fait que la symbiose fixatrice d’azote soit restreinte à une quinzaine de genres bactériens 

est surprenant étant donné la grande diversité taxonomique des populations bactériennes de 

la rhizosphère et la présence de bactéries non symbiotiques au sein des nodules (Remigi et al. 

2016). Dans la mesure où les transferts de gènes sont extrêmement fréquents dans la nature, 

ces éléments suggèrent que l’acquisition des gènes symbiotiques par HGT n’est pas suffisant 

pour transformer une bactérie du sol en symbiote de légumineuse (Remigi et al. 2016). Ceci a 

été démontré au champ par une étude faite sur la légumineuse Biserrula pelecinus L.. Cette 

légumineuse de la région méditerranéenne a été implantée en Australie où les bactéries 

indigènes n’étaient pas capables de noduler cette plante (Nandasena et al. 2006). Six ans après 

l’introduction de Biserrula pelecinus L. et de son inoculum Mesorhizobium ciceri bv. biserrulae 

WSM1271 en Australie, une étude a révélé la présence d’au moins sept isolats différents dans 

les 88 nodules étudiés issus du transfert horizontal de l’îlot symbiotique de M. ciceri bv. 

biserrulae WSM1271 (Nandasena et al. 2006). Cinq de ces nouveaux rhizobia était peu 

fixateurs et les deux autres ne fixaient pas du tout montrant que le mutualisme n’était pas 

achevé (Nandasena et al. 2007). La conséquence de ces évènements de transferts multiples 

et indépendants est donc l’évolution de bactéries métaboliquement et génétiquement 

variées. La comparaison de 7 génomes d’a- et b-protéobactéries a montré l’existence d’un set 

de gènes communs mais dont aucun n’est commun et spécifique au rhizobia (Amadou et al. 

2008). Il est donc difficile de savoir aujourd’hui si les genres qui ne contiennent pas de rhizobia 

sont capables de le devenir ou si il s’agit d’une question de chance ou de hasard (Amadou et 

al. 2008; Remigi et al. 2016). 

Il a par la suite été démontré en laboratoire que le HGT n’est que la première étape pour 

qu’une simple bactérie du sol devienne un rhizobium fixateur d’azote (Marchetti et al. 2010). 

L’optimisation post HGT du potentiel symbiotique par le remodelage du génome d’accueil 

sous pression de sélection de la plante a été démontré par évolution expérimentale (Marchetti 

et al. 2010; Guan et al. 2013; Capela et al. 2017). Ces travaux sont détaillés dans la partie I.3.3.  

Les données phylogénétiques, génétiques et expérimentales indiquent que l’apparition d’un 

nouveau genre de rhizobium est rare et que plus le donneur et le receveur sont 

phylogénétiquement éloignés plus l’étape d’optimisation est requise (Remigi et al. 2016). Il 

est probable que lorsque les gènes sont transférés chez une espèce proche, le receveur a des 

antécédents de symbiose dus à la perte/acquisition fréquente des traits symbiotiques (Remigi 

et al. 2016). C’est ce qu’on retrouve par exemple chez les espèces possédant plusieurs 

symbiovars (Rogel et al. 2011). Ceci a notamment été démontré avec la conversion de la 

souche de R. leguminosarum symbiovar phaseoli en un symbiovar viciae complétement 

fonctionnel simplement en remplaçant le plasmide symbiotique de phaseoli par celui du 

symbiovar viciae, sans réarrangement du génome d’accueil (Johnston et al. 1978). 
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I.2.3.3 Évolution du mutualisme 

La fixation de l’azote atmosphérique par les bactéroïdes est l’étape ultime de la symbiose. 

Beaucoup de rhizobia ne réalisent pas cette étape avec certains hôtes compatibles pour la 

nodulation. Ils peuvent noduler et infecter sans être capable de fixer l’azote de l’air dans les 

cellules végétales. La capacité à noduler et infecter les nodules sans fixer l’azote ouvre la 

possibilité d’évoluer des « cheaters », c’est-à-dire des bactéries ayant perdu la capacité à fixer. 

Ces cheaters peuvent bénéficier de la niche écologique privilégiée que constitue le nodule, 

dans laquelle ils peuvent proliférer sans (ou avec très peu de) compétiteurs et sans produire 

de bien en échange. A noter que les rhizobia qui développent une différenciation non 

terminale bénéficient encore davantage de cette possibilité. 

Une théorie veut que pour contrer ce risque de rupture du mutualisme, les plantes aient mis 

en place des sanctions (co-évolution antagoniste) visant à limiter la prolifération des bactéries 

Fix-. Les premiers exemples concrets d’existence de sanctions ont été démontrés en mesurant 

le nombre de rhizobia sur des plantes entières, en split root et sur des nodules individuels 

dans lesquels les rhizobia ne pouvaient pas fixer puisque l’azote atmosphérique était remplacé 

par de l’argon (Kiers et al. 2003; Oono et al. 2011). Ces travaux ont montré qu’avec le 

traitement à l’argon, les nodules étaient plus petits et contenaient moins de bactéries 

comparés aux nodules contrôles qui avaient accès à l’azote et ce, dans des nodules déterminés 

ou des nodules indéterminés avec des bactéroïdes différenciés de façon terminale (Kiers et al. 

2003; Oono et al. 2011). Le mécanisme mis en place serait une privation de 02, mais il n’a pas 

été démontré (Kiers et al. 2003). 

Une autre théorie propose que les plantes favorisent les Fix+ en leur allouant des ressources 

(co-évolution mutualiste) (Frederickson 2013). L’allocation des composés carbonés issus de la 

photosynthèse aux racines qui apportent le plus d’azote est un trait ancien probablement 

présent avant l’apparition du mutualisme (Frederickson 2013). Ainsi, la capacité d’allocation 

des ressources carbonées aurait été sélectionnée chez les légumineuses pour le maintien du 

mutualisme avec les rhizobia. Cette hypothèse est confortée par certaines études qui ont 

montrées que la plante récompense ses symbiotes les plus efficaces (Laguerre et al. 2012). 

C’est pourquoi il n’est pas clair si les réponses observées par les travaux de Kiers et al. sont 

réellement dues à des sanctions ou plutôt le résultat d’une réallocation sélective du carbone 

en réponse à l’acquisition de l’azote (Frederickson 2013). 

I.3. Évolution expérimentale de symbiotes de légumineuses 

Les études phylogénétiques, génomiques et génétiques ont conduit à proposer que les 

rhizobia aient évolué en deux étapes : acquisition des gènes symbiotiques par transfert latéral 

et optimisation du potentiel symbiotique acquis par remodelage du génome d’accueil sous 

pression de sélection des légumineuses hôtes. Dans l’objectif de comprendre les mécanismes 

moléculaires et évolutifs permettant à une bactérie du sol de devenir un symbiote de 
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légumineuse, l’équipe de Catherine Masson a initié il y a une dizaine d’années une expérience 

visant à reproduire en laboratoire l’évolution d’un nouveau genre de rhizobium. Pour cela le 

b-rhizobium C. taiwanensis a été choisi comme donneur des gènes nod et la bactérie 

phytopathogène Ralstonia solanacearum comme receveur des gènes symbiotiques. La 

bactérie résultante a été évoluée sous pression de sélection de Mimosa pudica, l’hôte de C. 

taiwanensis en utilisant une approche d’évolution expérimentale. La distance phylogénétique 

existant entre ces deux bactéries était idéale pour une expérience d’évolution, suffisamment 

grande pour laisser de la place à l’évolution, suffisamment petite pour que l’évolution se fasse 

à l’échelle du laboratoire. De plus le choix d’un pathogène permettait d’étudier les transitions 

pathogénie-symbiose. 

I.3.1. L’évolution expérimentale  

L’évolution expérimentale est définie comme la propagation d’un organisme vivant dans un 

environnement contrôlé, tel que le laboratoire ou le champ, sur des centaines voire des 

milliers de génération (Elena and Lenski 2003). Suivre et analyser l’évolution en action permet 

de tester des hypothèses quant à l’évolution des organismes (Buckling et al. 2009). L’évolution 

expérimentale couplée à du re-séquençage (appelé ‘Evolved and resequence’ ou E&R) permet 

d’analyser comment les génomes évoluent en réponse aux changements de l’environnement 

(Brockhurst et al. 2011; Schlötterer et al. 2015). L’E&R est devenu un outil fondamental de la 

biologie évolutive contemporaine (Schlötterer et al. 2015). 

L’évolution expérimentale a été appliquée à de nombreux organismes comme les nématodes 

(Teotónio et al. 2017), la drosophile (Zhou et al. 2011) ou même la souris (Kelly et al. 2006) 

mais aussi des virus (Deardorff et al. 2011; Elena et al. 2008). Néanmoins, les bactéries restent 

les organismes les plus appropriées pour l’évolution expérimentale grâce à la plasticité de leur 

génome et à leur taux de génération élevé, et également parce qu’elles sont génétiquement 

manipulables et peuvent être congelées, ce qui permet de conserver les ancêtres et 

intermédiaires comme « fossiles vivants » (Buckling et al. 2009). 

La première évolution expérimentale date de la fin du 19ème siècle, où William Gallinger a été 

le premier à soumettre des organismes à une augmentation progressive de température 

(passant de 15°C à 70°C) pendant sept ans. Dallinger a montré que les populations évoluées 

pouvaient survivre à 70°C mais ne pouvaient plus croître à 15°C, température de croissance 

au départ de l’expérience (Dallinger 1878). L’expérience d’évolution la plus célèbre, menée 

par Richard Lenski, suit le développement évolutif de douze populations de E. coli depuis plus 

de 30 ans. Au cours du temps, une grande diversité de changements phénotypiques et 

génotypiques ont été rapportés sur les populations évoluées, tels que la diminution du fitness, 

la modification de la taille des cellules ou plus surprenant, l’acquisition de croissance aérobie 

sur citrate (Lenski et al. 1991; Elena and Lenski 2003; Barrick et al. 2009). L’évolution 

expérimentale a contribué à la connaissance de la biologie des organismes, en permettant une 

meilleure compréhension de la régulation des gènes, de la résistance aux antibiotiques et 
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interactions hôte/microbiome (Remigi et al. 2019). Lorsque les conditions d’évolution 

expérimentale se rapprochent des conditions naturelles, elles présentent des similitudes avec 

les processus naturels (Clerissi et al. 2018). 

I.3.2. Le modèle Ralstonia solanacearum/Cupriavidus taiwanensis 

/Mimosa pudica 

I.3.2.1 Cupriavidus taiwanensis 

C. taiwanensis est un rhizobium appartenant aux b-protéobactérie et est, avec Cupriavidus 

necator et pinatubonensis (Florentino et al. 2012), une des espèces du genre Cupriavidus 

décrite comme  symbiote de légumineuse. Les bactéries du genre Cupriavidus, précédemment 

connu comme Wausteria ou même Ralstonia (Vandamme and Coenye 2004), sont des 

bactéries gram négatives, mobiles, en forme de bâtonnet, non sporulées et ayant un 

métabolisme oxydatif (Chen et al. 2003,  2001). Ce genre contient des espèces provenant 

d’environnements divers, tels que sols, plantes, animaux (Goris et al. 2001; Karafin et al. 2010; 

Estrada-de los Santos et al. 2012). C. taiwanensis regroupe à la fois des isolats de nodules de 

légumineuses (Mimosa) et  des souches cliniques isolées de patients atteints de 

mucoviscidose (Chen et al. 2001). 

C. taiwanensis est présente sur plusieurs continents, l’Amérique (Mishra et al. 2012), l’Océanie 

avec des souches isolées en Nouvelle-Calédonie (Klonowska et al. 2012), et l’ Asie (Verma et 

al. 2004; Liu et al. 2011). C. taiwanensis a été isolé pour la première fois à Taiwan où elle est 

l’espèce symbiotique dominante des Mimosa (Chen et al. 2001,  2003). C’est une espèce 

symbiotique qui possède un spectre d’hôte étroit puisqu’il semble être confiné aux espèces 

M. diplotricha, M. pigra et M. pudica (Chen et al. 2001,  2003,  2005) et plus précisément à M. 

pudica var. unijuga avec laquelle C. taiwanensis est le rhizobium le plus compétitif pour la 

nodulation (Melkonian et al. 2014). Ce spectre d’hôte restreint peut être élargi à Leucaena 

leucocephala lorsque le SST3 de C. taiwanensis est désactivé (Saad et al. 2012). Le SST3 de C. 

taiwanensis est retrouvé chez toutes les souches symbiotiques (Clerissi et al. 2018), et a rôle 

dans la symbiose bien qu’il semble être indépendant de la régulation nod (Saad et al. 2012). 

Le génome de C. taiwanensis LMG19424 a été séquencé et annoté de façon experte (Amadou 

et al. 2008). Cette souche se compose de deux chromosomes de 3,42 Mb et 2,50 Mb ainsi que 

d’un grand plasmide symbiotique de 0,56 Mb (Amadou et al. 2008). Plus récemment, 40 autres 

souches ont eu leurs génomes séquencés. Ces études ont révélé que C. taiwanensis est un 

rhizobium relativement récent puisque l’acquisition du plasmide symbiotique, pRalta, se 

serait faite il y a environ 16 millions d’années (Clerissi et al. 2018). C’est également un 

rhizobium minimal qui possède un cluster de gènes symbiotiques de seulement 35kb, ce qui 

en fait le plus petit décrit (Amadou et al. 2008). Cet îlot symbiotique comprend 9 gènes nod, 

nodBCIJHASUQ, un gène de régulation nodD et 19 gènes impliqués dans la fixation de l’azote. 

Sur le pRalta deux nod boxes ont été prédites, la première dans la région intergénique nodB-
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nodD et la seconde localisée en amont d’un gène annoté comme une putative stérol 

désaturase, pRalta_0471, (Amadou et al. 2008) (Figure I.3.2.1.1). C’est pour ces 

caractéristiques, symbiote minimal et récemment évolué que C. taiwanensis a été choisi 

comme donneur des gènes nod dans l’expérience d’évolution. 

Les FNs synthétisés par la souche type, LMG19424, ont été décrits comme des pentamères de 

N-acetylglucosamine, sulfatés (nodH) sur le sucre réducteur et substitués par un groupement 

acyle (acide palmitique (C16:0) ou un acide vaccénique (C18:1)) au niveau de la glucosamine 

terminale non réductrice. La plupart des résidus portent des substitutions N-méthyl (nodS) et 

un groupe carbamyl (nodU) sur le sucre terminal non-réducteur, ce qui correspond à la 

prédiction in silico (Figure I.3.2.1.2). Les gènes de nodulation nodM et nodP n’ont pas été 

détectés sur le pSym, suggérant que leurs homologues chromosomique glmS et cysD 

participent à la biosynthèse des NFs (Amadou et al. 2008). 

L’interaction entre C. taiwanensis LMG19424 et M. pudica a été décrite : les bactéries 

pénètrent dans la plante via les poils racinaires de cette dernière dans lesquels les cordons 

d’infections se développent jusqu’à formation de nodules de type indéterminé avec un 

méristème persistant, une zone d’invasion et une zone de fixation contenant les symbiosomes 

(Chen et al. 2003; Marchetti et al. 2011). Les symbiosomes des nodules contiennent jusqu’à 4 

bactéroïdes qui sont décrit comme non différenciés de façon terminale puisque 20% de ces 

bactéroïdes peuvent pousser sur boîte (Marchetti et al. 2011). Cette caractéristique est une 

différence majeure comparée aux nodules indéterminés formés par les Aeschynomene et les 

plantes du IRLC (Mergaert et al. 2006; Kereszt et al. 2011; Czernic et al. 2015). 

I.3.2.2 Ralstonia solanacearum  

R. solanacearum a été choisi comme receveur des gènes nod-nif car le genre Ralstonia, voisin 

du  genre Cupriavidus dans la classe des b-protéobactéries, ne contient pas de rhizobia. R. 

solanacearum est un pathogène facultatif qui présente deux modes de vie : le mode 

saprophytique dans le sol, dans lequel la bactérie peut survivre de nombreuses années et le 

mode infectieux dans la plante (van Elsas et al. 2000). Il est responsable du flétrissement 

bactérien sur plus de 200 espèces végétales dont de nombreuses avec un intérêt agronomique 

et économique telles que la tomate, la pomme de terre ou encore le tabac (Hayward 1991). 

La répartition mondiale de R. solanacearum (présent sur tous les continents), son large 

spectre d’hôte, son impact agronomique et économique néfaste, ainsi que sa capacité de 

transformation naturelle ont fait de cette bactérie un modèle très étudié.  

Le séquençage et l’annotation du génome de R. solanacearum GMI1000 en 2002 a permis 

d’établir le répertoire complet des effecteurs de type 3 et donc d’en faciliter l’étude 

(Salanoubat et al. 2002). Le génome de GMI1000 se compose d’un chromosome d’environ 3,5 

Mb et d’un mégaplasmide de 2 Mb sur lequel sont présent tous les gènes hrp (pour 

‘hypersensitive response and pathogenecity’) qui sont requis pour provoquer la maladie chez 

les plantes en régulant le SST3, entre autres (Salanoubat et al, 2002).  
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Figure I.3.2.2.1: Cycle infectieux de Ralstonia solanacearum. le mode saprophytique dans le sol R. solanacearum

pénétre dans ses plantes hôtes via des blessures naturelles ou non des racines de la plante. La bactérie se multiplie

dans les espaces interstitielles du cortex racinaire et du parenchyme vasculaire puis envahit les vaisseaux du xylème,

permettant ainsi la colonisation systémique de l’hôte. La multiplication bactérienne dans le xylème s’accompagne de

production massive d’EPS dont l’accumulation bloque la circulation de la sève brute, provoquant la maladie. A la mort

de la plante, les bactéries retourne à une vie saprophyte dans le sol.
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R. solanacearum infecte ses plantes hôtes par les racines, au niveau de la coiffe racinaire, des 

zones d’émergence des nouvelles racines secondaires ou encore par les blessures. La bactérie 

se multiplie dans les espaces interstitielles du cortex racinaire et du parenchyme vasculaire 

dont les parois cellulaires sont dégradées puis envahit les vaisseaux du xylème, permettant 

ainsi la colonisation systémique de l’hôte (Vasse 1995). La multiplication bactérienne dans le 

xylème atteint jusqu’à 1010 CFU/mg de tissu de tige de tomate (Grimault et al. 1994) et 

s’accompagne de la production massive d’EPS dont l’accumulation bloque la circulation de la 

sève brute, provoquant la maladie (Grimault et al. 1994; Genin and Denny 2012) (Figure 

I.3.2.2.1). Chez R. solanacearum la virulence, ou capacité de la bactérie à se développer dans 

la plante, et la pathogénicité, ou capacité à provoquer la maladie, sont régulées de façon 

sophistiquée par des réseaux interconnectés. A chaque stade de l’infection, ces caractères 

sont régulés en réponse à des conditions environnementales spécifiques, telles que la densité 

bactérienne ou des facteurs végétaux (Genin and Denny 2012). 

De nombreux facteurs de virulence/pathogénicité ont été décrits : flagelles, enzymes de 

dégradation des parois végétales et systèmes de sécrétion. Les flagelles sont impliqués dans 

les étapes précoces de l’infection, en permettant à la bactérie de se déplacer jusqu’à l’entrée 

de la racine hôte puis en rendant possible la colonisation des vaisseaux du xylème où la 

bactérie deviendra alors essentiellement non mobile (Tans-Kersten et al. 2004). Le passage de 

la bactérie dans le xylème est rendu possible par la dégradation des parois cellulaires du 

parenchyme par des exoenzymes, appelées aussi enzymes extracellulaires. Ces enzymes sont 

excrétées par l’un des systèmes de sécrétion de R. solanacearum, qui en compte plusieurs. 

Les SST2 et SST3 sont les deux systèmes de sécrétion les plus impliqués dans la virulence. Le 

SST2 permet la sécrétion des exoenzymes impliquées dans la dégradation des tissus racinaires. 

Le SST3 est quant à lui l’un des déterminants majeurs au pouvoir pathogène de la bactérie 

puisque c’est l’acteur essentiel de l’infection des plantes par la bactérie (Arlat et al. 1992; 

Boucher et al. 1985). Véritable seringue moléculaire encodée par les clusters de gènes hrp et 

hrc (hrp conserved), elle permet d’injecter des effecteurs de types III (T3Es) dans la cellule 

cible de l’hôte (Valls et al. 2006; Genin et al. 2005). Chaque pathogène possède un jeu 

d’effecteurs qui lui est propre. Chez la souche GMI1000 74 effecteurs de types III ont été 

recensés (Poueymiro and Genin 2009). La sécrétion dans le milieu extracellulaire ainsi que la 

translocation dans la cellule végétale  a été démontré pour 28 d’entre eux (Poueymiro and 

Genin 2009). La sécrétion des T3Es dans la plante par la bactérie permet la suppression de 

l’immunité chez l’hôte et est responsable de la réponse hypersensible chez les plantes non 

hôtes (Coll and Valls 2013; Arlat et al. 1992; Boucher et al. 1985). Les EPS sont aussi des 

facteurs de virulence importants de R. solanacearum puisque des mutants déficients pour la 

production d’EPS sont quasiment avirulents (Denny and Bayek, 1991; Kao et al, 1992). C’est 

l’accumulation des EPS dans les vaisseaux du xylème qui conduit à leur occlusion durant les 

stades tardifs de l’infection. 
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Plusieurs régulateurs centraux, tels que PhcA, VsrA, HrpG ou encore EfpR ont été identifiés 

pour être  impliqués dans le contrôle de l’expression des facteurs de virulence. Ces régulateurs 

sont interconnectés et contrôlés de façons différentes (Genin and Denny 2012). 

PhcA est un régulateur central de type LysR qui régule de façon directe ou indirecte 

l’expression de nombreux facteurs de virulence tels que la production d’EPS et d’ exoenzymes, 

la motilité bactérienne et le SST3 (Genin and Denny 2012; Genin et al. 2005). Il permet par 

exemple, avec vsrA, d’activer l’expression du gène xpsR et ainsi permettre la sécrétion d’EPS. 

C’est aussi PhcA qui active l’expression des gènes egl, pme et cbha codant pour les 

exoenzymes sécrétées par le SST2. PhcA est impliqué dans la répression de plusieurs gènes 

dont hrpG et pehSR régulant ainsi indirectement l’expression des gènes du SST3 et de mobilité, 

respectivement (Genin et al. 2005; Genin and Denny 2012). Il a été démontré que le régulateur 

PhcA est aussi impliqué dans la répression de voies métaboliques puisque qu’un mutant phcA 

est capable de métaboliser 17 substrats supplémentaires comparé à la souche sauvage 

(Peyraud et al. 2016). L’activité de PhcA est auto-induite via un système de quorum sensing 

codé par l’opéron phcBSRQ. Cette régulation repose sur l’accumulation de 3-OH MAME 

(Methyl 3-hydroxymyristate) produit par une méthyltransferase, phcB, et reconnu par un 

système à deux composants PhcS-PhcR, permettant l’augmentation de PhcA fonctionnelle 

(Clough et al. 1997). Le système Phc (pour phenotypic conversion) est donc au cœur du réseau 

de régulation du pouvoir pathogène de R. solanacearum et est interconnecté aux autres voies 

de régulation, notamment avec VsrA et HrpG (Figure I.3.2.2.2). 

La protéine transmembranaire VsrA forme avec VsrD un système de régulation à deux 

composants qui contrôle de nombreux traits de virulence tels que l’habilité à coloniser et à se 

multiplier dans l’hôte ou encore la motilité. Le complexe VsrA-VsrD est aussi impliqué dans la 

production de métabolites secondaires tels que la ralfuranone, dont le rôle dans la 

pathogénicité n’a pas été démontrée (Genin and Denny 2012). VsrA-VsrD sont principalement 

connus pour leur rôle dans la régulation positive du gène xpsR (production des EPS) en relation 

avec PhcA. En réprimant flhDC, VsrA-VsrD réprime de façon indirecte les gènes fli et empêche 

donc la motilité de la bactérie (Figure I.3.2.2.2). 

HrpG est une protéine de régulation appartenant à la famille des OmpR (Brito et al. 1999) 

impliquée dans la régulation positive de nombreux gènes dont le régulateur hrpB, de la famille 

des AraC (Brito et al. 1999). HrpG contrôle l’expression des fonctions qui permettent à la 

bactérie de s’adapter à la vie dans l’hôte (Genin 2010). HrpG permet aussi l’expression de 

gènes codants pour certains facteurs de virulence, tel que le SST3 (seringue et effecteurs) dont 

la régulation se fait via le régulateur HrpB (Genin and Denny 2012). La régulation par HrpG 

inclut aussi des phytohormones, des enzymes métaboliques, probablement des régulateurs 

intermédiaires et de nombreux autres gènes de fonctions inconnues (Genin and Denny 2012). 

HrpB et HrpG sont des composants résultant de la cascade de régulation qui inclut le récepteur 

transmembranaire PrhA et les protéines PrhIJ. Aux premières étapes de l’infection PrhA 

reconnaît la présence de composés (de nature encore inconnue) de la paroi végétale et active 

la cascade de régulation Prh qui aboutit à l’activation de HrpG et HrpB, et donc la mise en 



Figure I.3.2.2.2.1: Photo d’un plant deMimosa pudica.
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place du SST3 (Aldon et al. 2000). HrpB est aussi responsable de la production d’un auto-

inducteur, l’HDF (‘HrpB Dependant diffusible Factor’), identifié comme une 3-hydroxy-

oxindole (Delaspre et al. 2007). Cette HDF est impliqué dans la perception de la densité 

cellulaire dans les étapes précoces de l’infection (Figure I.3.2.2.2). 

EfpR a récemment été démontré pour être un répresseur catabolique clef dans la virulence 

de R. solanacearum (Perrier et al. 2016; Capela et al. 2017). Environ 200 gènes sont régulés 

par EfpR, dont 124 sont activés et 76 sont réprimés (Capela et al. 2017). La plupart des gènes 

régulés par EfpR sont également contrôlés par PhcA tel que xpsR qui est fortement réprimé 

mais aussi les gènes hrp qui, a contrario, sont régulés positivement par EfpR. Un cluster de 

gènes, RSc3146-RSc3148, a été identifié pour être réprimé par EfpR (Capela et al. 2017). Ces 

gènes de fonctions inconnues sont des acteurs intermédiaires majeurs de la voie de régulation 

de EfpR et influent, entre autres, sur la production d’EPS, la motilité et le SST3 (Capela et al. 

2017). EfpR semble être fortement impliqué dans les voies métaboliques de la bactérie étant 

donné que chez un mutant efpR 62 activités métaboliques sont activées comparés à la souche 

sauvage. Peu de choses sont connues quant à la régulation de efpR si ce n’est qu’une mutation 

SNP 115 nucléotides en amont du gène RSc0965 réduit l’expression de efpR, suggérant une 

régulation en amont de ce dernier par un acteur non identifié (Capela et al. 2017) (Figure 

I.3.2.2.2). 

I.3.2.3 Mimosa pudica 

Mimosa pudica (M. pudica), communément appelé sensitive, est une plante épineuse à fleurs 

du clade des Eudicotylédone et appartenant à la famille des Fabaceae (Figure I.3.2.2.2.1) la 

sous famille des Caesalpinioideae et la tribu des Mimoseae (Magallon et al. 1999; Simon et al. 

2011a). C’est une plante tétraploïde (2n=52) dont le génome d’environ 500 Mb a été séquencé 

mais non assemblé (Griesmann et al. 2018). L’analyse du génome de M. pudica a permis la 

détection des gènes essentiels à la symbiose, à l’exception de NAP1 et RPG qui seraient 

fragmentés (Griesmann et al. 2018). M. pudica, originaire d’Amérique du Sud, est une espèce  

invasive en Asie et en Océanie (Simon et al. 2011b; Chen et al. 2001; Gehlot et al. 2013). C’est 

une légumineuse avec une forte affinité pour les β-rhizobia, Burkholderia et Cupriavidus, qui 

est capable de s’adapter à des milieux extrêmes, comme les sols ultramafiques de Nouvelle-

Calédonie (Chen et al. 2003; Bontemps et al. 2010; Melkonian et al. 2014; Klonowska et al. 

2012). Une méthode de transformation de M. pudica par Agrobacterium tumefaciens a été 

développée par une équipe japonaise afin d’étudier les gènes de la plante impliqués dans le 

mouvement de ses feuilles (Mano et al. 2014). La transformation par A. rhizogenes a été testée 

et optimisée dans l’équipe. Bien que M. pudica ne soit pas une plante modèle, la disponibilité 

de sa séquence ainsi que les outils de transformation permettent d’envisager d’analyser les 

réponses de la plante à l’infection par ses partenaires symbiotiques et des bactéries 

symbiotiquement évoluées. 
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I.3.3. L’expérience d’évolution 

I.3.3.1. Design de l’expérience 

L’expérience initiée dans le groupe visait à reproduire l’évolution d’un nouveau genre de 

rhizobium en laboratoire, via le transfert des gènes symbiotiques dans une bactérie du sol 

suivi de l’optimisation du potentiel symbiotique acquis sous pression de sélection d’une 

légumineuse. L’étape d’optimisation a été réalisée en reproduisant l’alternance de vie 

saprophyte (en dehors du nodule) et symbiotique (dans le nodule) qui a façonnée l’évolution 

naturelle des rhizobia (Figure I.3.3.1.1). 

Ainsi, le plasmide symbiotique de C. taiwanensis LMG19424, pRalta, portant les gènes 

essentiels à la nodulation et à la fixation de l’azote, a été transféré chez R. solanacearum 

GMI1000 générant une bactérie chimère toujours pathogène et non nodulante. Après 

inoculation massive de M. pudica, trois nodules sont apparus à partir desquels trois mutants 

ont été isolés, CBM212, CBM349 et CBM356. Ces 3 bactéries présentaient des capacités 

d’infection différentes, CBM212 et CBM349 étant capable d’infecter quelques cellules du 

nodule tandis que CBM356 était exclusivement intercellulaire. Ces ancêtres nodulants ont 

ensuite été évolués par des cycles d’inoculation/ré-isolation des nodules (populations isolées 

des nodules stérilisés en surface et directement ré-inoculées à un nouveau set de plantes) 

(Figure I.3.3.1.2). Deux régimes de sélections ont été utilisés : 21 et 42 jours sur 18 lignées 

évoluées en parallèle, le premier régime ayant pour objectif d’optimiser la nodulation et le 

second la persistance dans les nodules (Figure I.3.3.1.3). A chaque cycle, les populations issues 

des nodules ainsi qu’un clone isolé par population ont été conservées à -80°C pour des 

analyses phénotypiques et génotypiques ultérieures. 

I.3.3.2. Analyse des mécanismes moléculaires et évolutifs de l’adaptation 

L’analyse de l’évolution phénotypique de clones isolés tout au long de l’expérience a permis 

de valider partiellement l’hypothèse de départ, à savoir celle d’un scénario évolutif en deux 

étapes (Marchetti et al. 2010,  2014). 

Le phénotypage des clones finaux issus des lignées dérivant des ancêtres CBM212 et CBM349 

a permis de mettre en évidence une forte évolution parallèle des traits symbiotiques tels que 

la compétition pour la nodulation, l’infection intracellulaire ou encore la persistance des 

bactéroïdes (Marchetti et al. 2014). De façon simultanée, une diminution des zones nécrosées 

des nodules ont été observées indiquant que les réactions de défense de la plante ont diminué 

(Marchetti et al. 2014). Par contre, pour les lignées dérivant de l’ancêtre intercellulaire 

CBM356, seuls les cycles courts ont permis l’acquisition stable de l’infection intracellulaire. 

Les lignées évoluées avec des cycles de 42 jours ont amélioré leur capacité à infecter les 

nodules de façon intercellulaire (Marchetti et al. 2016).  

L’analyse des génotypes des bactéries évoluées a révélé que la reconfiguration des circuits  de 

régulation du génome d’accueil a été le principal moteur d’évolution. Le re-séquençage des 
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clones ancestraux CBM212, CBM249 et CBM356 et de leurs clones évolués a permis de 

détecter les mutations acquises (indels, SNPs (polymorphisme d’un seul nucléotide) et 

délétions) et d’identifier parmi celles-ci, les mutations adaptatives pour l’acquisition et/ou 

l’amélioration des traits symbiotiques (Marchetti et al, 2010, 2014, 2016; Guan et al, 2013; 

Tang et al, en préparation).  

La nodulation a été acquise chez les ancêtres par inactivation du SST3. Chez CBM356 grâce à 

une mutation stop dans le gène hrcV, mais cette mutation adaptative pour la nodulation ne 

permet pas l’acquisition de l’infection intracellulaire (Marchetti et al. 2010). Chez les clones 

CBM212 et CBM249, des mutations stop dans le gène hrpG permettent la nodulation et 

induisent un premier niveau d’infection intracellulaire (Marchetti et al. 2010). Dans les lignées 

de cycles courts M, N and S dérivant de CBM356, des mutations dans les gènes vsrA et prhI 

permettent un premier niveau d’infection intracellulaire (Guan et al. 2013). 

L’infection intracellulaire a été améliorée dans les lignées de CBM212 et CBM249. Des 

mutations dans les gènes efpR et phcB ont été identifiées comme responsables de cette 

amélioration de l’infection intracellulaire (Capela et al. 2017). 

Cette expérience a également permis la découverte d’une cassette de mutagenèse imuABC 

présente sur le plasmide symbiotique de C. taiwanensis. Cette cassette déclenche une 

hypermutabilité transitoire chez les clones évolués de R. solanacearum dans le milieu de 

culture ou dans la rhizosphère qui induit l’accélération de l’évolution symbiotique de GMI1000 

en symbiote de M. pudica sous pression de sélection de cette dernière (Remigi et al. 2014). 

De façon intéressante, 50% des plasmides symbiotiques possèdent une cassette imuABC 

suggérant que ce mécanisme opère dans la nature (Remigi et al. 2014). 

De plus, des parallèles entre l’évolution expérimentale et naturelle de symbiotes de M. pudica 

ont été identifiés, ce que ne laissait pas obligatoirement présager les différences entre les 

deux processus en termes d’ancêtres, de timing, issue et conditions de l’évolution (Clerissi et 

al. 2018). 

I.3.4. Projet de thèse 

A ce stade de l’expérience trois observations ont été à l’origine de mon projet de thèse : i) les 

bactéries évoluées ne fixent pas l’azote après 16 cycles et l’évolution vers le mutualisme n’est 

donc pas achevée à ce stade, ii) un gène de fonction inconnue semble important pour 

l’infection intracellulaire et iii) les mutations permettant l’acquisition et/ou l’amélioration de 

l’infection des cellules du nodule semblent également améliorer la nodulation. 

L’absence de fixation à la fin des 16 cycles de l’expérience d’évolution pourrait être dû à un 

régime de sélection ne permettant pas à un mutant Fix+ d’être sélectionné dans l’expérience. 

Le premier objectif de ma thèse a donc été d’évaluer les conditions (en particulier longueur 

des cycles) qui permettraient l’augmentation en fréquence et la fixation d’une sous-

population fixatrice (Fix+) au sein d’une population non fixatrice (Fix-) au cours de cycles 
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répétés d‘inoculation sur Mimosa pudica. Cela m’a amené à analyser la dynamique de 

populations quasi-isogéniques de C. taiwanensis Fix+ et Fix- au cours du processus infectieux 

ou d’infections répétées. 

Dans la lignée extracellulaire R, la présence d’une mutation adaptative conférant 

l’intracellularité a été identifiée. Les travaux sur cette lignée ont montrés que des mutations 

sur le pRalta contrebalanceraient l’effet de cette mutation. La délétion du gène pRalta_0471 

est apparue comme responsable du maintien de l’infection extracellulaire des nodules dans 

cette lignée. Mon deuxième objectif a donc été de déterminer le rôle de ce gène dans le 

rhizobium de référence, C. taiwanensis.  

Les mutations adaptatives clefs pour l’infection, ciblant les gènes hrpG, efpR, Rsc0965, phcQB, 

avaient également un impact positif sur la nodulation, suggérant un lien entre infection et 

nodulation. Le troisième objectif de ma thèse a donc été de réaliser, une étude cytologique 

détaillée de l’impact symbiotique de ces mutations au cours des étapes précoces de 

l’infection. 
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Chapitre II : Le contrôle spatio-temporel du mutualisme chez les 

légumineuses favorise la dissémination de la symbiose fixatrice 

d’azote 

II.1. Introduction 

L’expérience d’évolution de R. solanacearum en symbiotes de M. pudica a rapidement permis 

d’acquérir la nodulation et l’amélioration des capacités infectieuses dans de nombreuses 

lignées. Cependant, au terme des 16 premiers cycles, aucune lignée n’était capable de fixer 

l’azote au bénéfice de la plante, en symbiose.  

Plusieurs hypothèses ont été faites pour expliquer l’absence de fixation : 

i) Il est vraisemblable que l’évolution d’un pathogène en symbiote efficace soit un 

processus nécessitant de nombreuses mutations et donc soit suffisamment lent pour 

ne pas être achevé en 16 cycles et 400 générations seulement.  

ii) L’absence de fixation pourrait être due à des mutations délétères dans les gènes 

nif/fix. Cependant cette seule raison semble invalidée par le fait que le remplacement 

du pRalta évolué par l’original dans plusieurs clones finaux n’ait pas modifié le 

caractère fixateur.  

iii) La fixation pourrait être impossible du fait de gènes manquants dans le génome de R. 

solanacearum.  

iv) Enfin il est possible que les régimes de sélection utilisés ne soient pas favorables. Dans 

le cas où des mutations permettant un certain niveau de fixation d’azote 

apparaitraient, la principale interrogation était de savoir si les conditions de 

l’expérience d’évolution permettraient leur augmentation en fréquence au sein d’une 

population majoritairement non fixatrice.  

Le régime de sélection étant un facteur sur lequel nous pouvions facilement jouer, nous avons 

évalué les conditions favorables à la montée en fréquence d’un allèle Fix+. Pour cela, nous 

sommes revenu au système de référence C. taiwanensis/M. pudica pour lequel nous avions 

une souche Fix+ et une souche Fix-. Dans un premier temps nous avons analysé la dynamique 

de populations mixtes de Fix+ / Fix- au cours du processus infectieux, ce qui nous a permis de 

mettre en évidence un contrôle spatio-temporel des Fix- par la plante, y compris au sein d’un 

même nodule. Dans un second temps, un modèle permettant de simuler la dynamique des 

populations bactériennes au cours des cycles de l’évolution a été développé. Le modèle a pu 

être paramétré à partir des données expérimentales et a permis de faire des simulations 

permettant d’explorer l’effet de différents paramètres écologiques sur la montée en 

fréquence d’une sous population Fix+ dans une population majoritairement Fix-. Nous avons 

ensuite pu valider ce modèle expérimentalement dans deux conditions. Ces travaux sont 
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décrits dans l’article Daubech et al., 2017, Spatio-temporal control of mutualism in legumes 

helps spread symbiotic nitrogen fixation, publié dans le revue eLife. 

II.2. Article 

Ma contribution dans ce travail a été d’étudier le devenir des bactéries Fix+ et Fix- au cours 

du processus infectieux ou après plusieurs cycles de nodulation. J’ai également préparé les 

échantillons pour la microscopie électronique et réalisé les observations cytologiques. Enfin, 

j’ai contribué à la relecture de la publication ainsi qu’à la production des figures. 
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Castanet-Tolosan, France; 2New Zealand Institute for Advanced Study, Massey
University, Auckland, New Zealand; 3Fédération de Recherches Agrobiosciences,
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Abstract Mutualism is of fundamental importance in ecosystems. Which factors help to keep the

relationship mutually beneficial and evolutionarily successful is a central question. We addressed

this issue for one of the most significant mutualistic interactions on Earth, which associates plants

of the leguminosae family and hundreds of nitrogen (N2)-fixing bacterial species. Here we analyze

the spatio-temporal dynamics of fixers and non-fixers along the symbiotic process in the

Cupriavidus taiwanensis–Mimosa pudica system. N2-fixing symbionts progressively outcompete

isogenic non-fixers within root nodules, where N2-fixation occurs, even when they share the same

nodule. Numerical simulations, supported by experimental validation, predict that rare fixers will

invade a population dominated by non-fixing bacteria during serial nodulation cycles with a

probability that is function of initial inoculum, plant population size and nodulation cycle length.

Our findings provide insights into the selective forces and ecological factors that may have driven

the spread of the N2-fixation mutualistic trait.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.001

Introduction
The evolutionary dynamics of mutualistic interactions between higher organisms and microbes

depends to a large extent on the transmission mode of microbial symbionts. Vertical transmission is

expected to promote fitness alignment of obligate symbionts and their partners (Herre et al.,

1999). In contrast, horizontal transmission generates more complex ecological cycles for facultative

symbionts. When going through these cycles, microbes are subjected to several trade-offs regarding

host range (specialist vs. generalist) and investment in the mutualism (good or bad cooperator, life

in the host vs. outside the host). The large number of possible strategies to maximize fitness, and

the ability to segregate in a population of genetically variable partners, often entails conflicts of

interests between symbionts and their hosts (Bever et al., 2009; Sachs et al., 2010; Porter and

Simms, 2014; Jones et al., 2015) that may result in the classic Tragedy of the Commons (Har-

din, 1968). The emergence and stability of mutualism thus requires that proliferation of symbionts is

allowed but restricted to appropriate spaces and times and that beneficial partners are ultimately

favored over uncooperative ones (Vigneron et al., 2014; Visick and McFall-Ngai, 2000;

Koch et al., 2014). The theoretical aspects of the evolution and maintenance of mutualistic
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interactions have been extensively discussed (Archetti et al., 2011; Akcay, 2015). Yet experimental

assessment is scarce and the impact of ecological factors, such as population size of hosts and sym-

bionts or the duration of the interaction, has been under-explored, although they are an essential

component of the evolutionary potential of symbiotic systems.

Rhizobia, the N2-fixing symbionts of legumes, induce the formation of and massively colonize

nodules, where intracellular bacteria fix atmospheric nitrogen for the benefit of the plant in

exchange for photosynthates. When the nodule senesces, nodule bacteria are released to the soil

where they can return to free-living lifestyle and/or colonize a new host (Thies et al., 1995). During

evolution, symbiosis modules carrying genes essential for the symbiotic process have spread to

many different taxa so that extant rhizobia are distributed in hundreds of species in 14 genera of a-

and b-proteobacteria (Remigi et al., 2016). Acquisition of symbiotic genes may not be sufficient to

create an effective symbiont and may lead to bacteria exhibiting various levels of symbiotic capaci-

ties (Nandasena et al., 2006; Nandasena et al., 2007; Marchetti et al., 2010) that can be further

optimized and maintained under legume selection pressure (Marchetti et al., 2017;

Marchetti et al., 2014). It has been established that bacteria better able to form and infect nodules

are selected by a partner choice mechanism involving the specific recognition of bacterial molecular

signals by plant receptors (Kawaharada et al., 2015; Radutoiu et al., 2003). Bacterial features that

are recognized by the plant include Nod factors that initiate rhizobial entry and nodule formation

(Perret et al., 2000; Broghammer et al., 2012), and lipo/exopolysaccharides critical for root infec-

tion and bacterial release inside the plant cell (Kawaharada et al., 2015), as well as an array of bac-

terial effectors that refine host specificity (Deakin and Broughton, 2009). Nitrogen fixation however

is uncoupled from nodulation and infection, and legumes can be nodulated and infected by

eLife digest Rhizobia are soil bacteria that are able to form a symbiotic relationship with

legumes – plants that include peas, beans and lentils. The bacteria move into cells in the roots of the

plant and cause new organs called nodules to form. Inside the nodules the bacteria multiply before

being released to the soil again. Also while in the nodules, the bacteria receive carbon-containing

compounds from the plant. In return many of the bacteria convert (or “fix”) nitrogen from the air

into compounds that the plant can use to build molecules such as DNA and proteins. Yet, some of

the bacteria are “non-fixers” that provide little or no benefit to the host plant.

Evidence suggests that legumes select against non-fixer bacteria, though it was not clear when or

how this selection process occurs. Daubech, Remigi et al. have now followed the number and

viability of two variants of a bacteria species called Cupriavidus taiwanensis as they form a symbiotic

interaction with Mimosa pudica, a member of the pea family. The two types of bacteria differed only

by whether or not they were able to fix nitrogen. At first fixers and non-fixers entered nodules and

multiplied at equal rates. Later, the fixers progressively outcompeted the non-fixers. Then, around

20 days after the bacteria entered the plant, nodule cells that contained non-fixers degenerated.

This indicates that the nodule cells help to control bacterial proliferation based on the benefits they

receive in return.

Further experiments and mathematical modeling also showed that over repeated cycles of root

nodule formation, nitrogen fixers can invade a bacterial population dominated by non-fixer bacteria.

The likelihood that this invasion will be successful increases as three other factors increase: the

proportion of fixer bacteria in the initial population, the number of available plants, and the length

of time the bacteria spend in the nodules. This mechanism ensures the maintenance and spread of

nitrogen-fixing traits in the bacterial population.

Improving the processes of biological nitrogen fixation could help to reduce the amount of

fertilizers required to grow crops. This in the future could help make agricultural ecosystems more

sustainable. The results presented by Daubech, Remigi et al. provide guidelines that could be used

to select nitrogen-fixing bacteria on legume crops or on nitrogen-fixing cereals that may be

engineered in the future. Further work is now needed to understand in more detail the molecular

mechanisms that lead to the death of non-fixer bacteria.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.002
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ineffective symbiotic partners (Gehlot et al., 2013; Gourion et al., 2015). The emergence of mutual-

ism in populations resulting from the transfer of symbiosis modules, and its maintenance over evolu-

tionary timescales (Werner et al., 2014) indicates that the cooperative behaviour of the bacterial

symbionts is controlled at the infection and/or post-infection levels by one or a combination of

mechanisms. Partner choice is the selection of appropriate symbionts at the (pre-) infection stage

based on signal recognition while post-infection sanctions rely on the ability to discriminate between

low- and high-quality cooperators during an established interaction and to punish or reward them

accordingly (Kiers and Denison, 2008; Frederickson, 2013). Partner-fidelity feedback (PFF) ensures

positive assortment of symbionts during long lasting or repeated interactions in spatially structured

environments independently from any recognition process or conditional response (Sachs et al.,

2004). These different control mechanisms have been proposed to affect the dynamics of mutualistic

traits, particularly in the context of the nitrogen-fixing symbiosis (Kiers et al., 2003; Oono et al.,

2009). Here we evaluate how selective forces and ecological factors act on the dissemination of the

nitrogen fixation mutualistic trait on the Cupriavidus taiwanensis-Mimosa pudica mutualistic interac-

tion. Specifically we evaluated the spatio-temporal dynamics of N2-fixing and non-fixing bacterial

subpopulations to model the spread of the N2-fixation trait across plant generations.

Results

Evidence for a spatial and temporal control of mutualism in Mimosa
nodules
During the symbiotic process, most rhizobia enter the legume root via infection threads that ensure

colonization of the forming nodule and ultimately release bacteria into nodule cells where differenti-

ated forms called bacteroids fix nitrogen (Batut et al., 2004). Although they induce the formation of

indeterminate nodules, it is noteworthy that Cupriavidus taiwanensis symbionts of Mimosa spp. are

not terminally differentiated and ca. 20% of bacteroids recovered from nodules, together with bacte-

ria present in infection threads, can resume growth (Marchetti et al., 2011). To evaluate the specific

fates of mutualists and non mutualists in plants infected by a mixed population, we monitored the

fitness of total nodule bacteria over time following co-inoculation of Mimosa pudica seedlings with a

mixture (1/1 ratio, 106 total bacteria/plant) of isogenic N2-fixing and non-fixing strains of C. taiwa-

nensis. Fix+ and Fix- strains only differed by the presence of the nifH gene, encoding the nitrogenase

reductase subunit of the nitrogenase enzyme, and of constitutively expressed GFP or mCherry fluo-

rescent genes. For technical reasons (see Materials and methods), nodules were only collected from

14 dpi. Importantly, each nodule was individually analyzed for bacterial fitness by plating, allowing

analysis at the nodule and plant individual levels. In these experimental conditions 97% of the nod-

ules were infected by either Fix+ or Fix- bacteria.

We observed a marked difference in the reproductive fitness of Fix+ and Fix- bacteria from the

same plant over time, which significantly differed from 21 days post-infection (dpi) and up to 28 fold

on average (Figure 1A and Figure 1—figure supplement 1), perhaps because of plant control

mechanisms, including sanctions (Kiers et al., 2003) and possibly PFF. A significant difference was

also obtained from 28 dpi when analyzing control plants singly-infected with either Fix+ or Fix-

strains (Figure 2A). Non-fixers did not proliferate better than fixers even at 14 dpi (Figure 1A) possi-

bly because the metabolic cost paid by bacteria to fix nitrogen in terms of ATP and reducing power

is too low to be detected in our experimental conditions, or because plant sanctions/PFF and the

metabolic cost of nitrogen fixation equilibrate until sanctions become prominent. The resulting net

fitness cost of cooperation, which is the weighted metabolic cost of nitrogen fixation by any form of

plant control, thus appeared to be zero or negative, enabling mutualism to spread.

The differential fitness was not due to a better nodulation competitveness of Fix+ bacteria. The

number of nodules formed by each strain was indeed proportional to the inoculum ratio (1/1)

throughout the time course (Figure 3), confirming that bacterial nitrogen-fixing ability is not selected

at the root entry level (Hahn and Studer, 1986; Westhoek et al., 2017). Yet the number of nodules

in nitrogen-starved non-fixing plants (infected with 99% or 100% Fix-) constantly increased over a 42

day period, while this number reached a plateau at ca. 20 dpi in healthy N2-fixing plants (infected

with 50% or 100% Fix+) (Figure 4), indicative of a mechanism of autoregulation of nodulation acting

at the whole-plant level (Ferguson et al., 2010) and depending on the nitrogen status of the plant
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(Malik et al., 1987; van Noorden et al., 2016). This difference in time course increases the chance

that a rare Fix+ among a Fix- population will form a nodule .

To identify the spatial level at which selection applies we first analyzed double occupancy nod-

ules, which were obtained in significant proportion by modifying the plant culture system and

increasing the inoculum density by four logs (see Materials and methods). Co-infected nodules con-

tained a similar number of Fix+ and Fix- bacteria at 14 dpi, but on average ca. 80 times more N2-fix-

ing bacteria than non-fixing bacteria at 35 dpi (Figure 1B), indicating that the control occurs at the

nodule scale. Previous studies established that bacteroids do not persist in nodule cells of nitrogen-

starved plants infected only by non-fixers, leading to premature nodule senescence (Berrabah et al.,

2015; Hirsch and Smith, 1987), while they persist in healthy plants singly-infected with fixers. We

therefore then analyzed the viability of bacteroids on sections of singly-occupied or double-occupied

nodules collected from co-inoculation experiments using propidium iodide (PI), which stains dead
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Figure 1. Kinetics of reproductive fitness of Fix+ and Fix- bacteria in nodules following co-inoculation of

M. pudica. M. pudica plants were co-inoculated with a mixture of Fix+ and Fix- strains at a 1/1 ratio, using 106 (A)

or 1010 bacteria/plant (B). Nodules were individually analyzed by plating their bacterial population (see Figure 1—

figure supplement 1). Co-infected nodules represented ca. 3% (A) or 20% (B) of the nodules. (A) The ratio of the

mean number of bacteria per Fix+-containing nodule to the mean number of bacteria per Fix-- containing nodule

was calculated for each individual plant at each time point (see Figure 1—figure supplement 1) and box plots

represent the distribution of these ratios (Figure 1—source data 1). Only single-infected nodules were taken into

account in this graph. (B) Box plots represent the distribution of the ratios of Fix+ bacteria to Fix- bacteria in co-

infected nodules (Figure 1—source data 2). Central rectangles span the first quartile to the third quartile (that is,

the interquartile range or IQR), bold segments inside rectangles show the median, unfilled circles indicate

suspected outliers, whiskers above and below the box show either the locations of the minimum and maximum in

the absence of suspected outlying data or 1.5 � IQR if an outlier is present. Horizontal dashed lines correspond to

ratios equal to 1. The number of plants (A) or nodules (B) analyzed is indicated in brackets. *Significant differences

between the number of Fix+ and Fix- bacteria per nodule (p<0.05, multiple comparison test after Kruskal-Wallis

(A); p<0.001, after Student t-test with paired data (B).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.003

The following source data and figure supplement are available for figure 1:

Source data 1. Reproductive fitness of nodule bacteria following co-inoculation with Fix+ (CBM2700) and Fix-

(CBM2707) C. taiwanensis.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.005

Source data 2. Reproductive fitness of nodule bacteria in nodules co-infected by Fix+ (CBM2700) and Fix-

(CBM2707) C. taiwanensis.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.006

Figure supplement 1. Kinetics of reproductive fitness of nodule bacteria following co-inoculation with Fix+

(CBM2700) and Fix- (CBM2707) C. taiwanensis.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.004
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cells (Virta et al., 1998). Bacteroid viability in Fix+-occupied nodules remained stable from 14 to 35

dpi (Figure 5D). By contrast, bacteroids in the nitrogen-fixing zone of Fix--occupied nodules started

losing viability at 16–21 dpi and were all dead (PI-stained) at 35 dpi (Figure 5E). Electron microscopy

confirmed signs of nodule cell and bacterial degeneration in Fix--occupied nodules at 19 dpi (Fig-

ure 6). Co-infected nodules showed clear sectoring, with infected plant cells in one part filled with

Fix+ strains and in the other part filled with Fix- strains (Figure 5FGHI). We never observed co-

infected nodule cells. While at 14 dpi both strains were alive (Figure 5G), at 35 dpi only Fix- bacte-

roids were PI-stained confirming that Fix+ and Fix- intracellular bacteria have distinct fates within the

same nodule (Figure 5HI). The ca. 5 � 106 bacteria recovered at 35 dpi from nodules infected with

only Fix- bacteria may thus be bacteria colonizing the infection threads and the infection zone.

In conclusion we provide evidence for differential spatio-temporal dynamics of N2-fixing and non-

fixing partners during the symbiotic process, highlighting the importance of considering temporal

variations when studying the evolution of cooperative interactions (Barker and Bronstein, 2016).

We established that the control of mutualism (i) acts at the nodule cell scale, (ii) occurs relatively

early, ca. 16–21 days after inoculation when the wild-type nitrogenase is fully active in Fix+ bacteria

(Figure 7) and (iii) leads to up a ca. 80 fold relative increase in mutualistic partners.
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Figure 2. Kinetics of reproductive fitness of Fix+ or Fix- nodule bacteria following single-inoculation of M. pudica. (A) Fix+ (CBM382) or Fix- (CBM2568)

C. taiwanensis were inoculated on M. pudica. Box plots represent the distribution of the number of bacteria recovered per nodule on plates. Box plots

were constructed as described in Figure 1. R, ratios of the median number of Fix+ bacteria per nodule on the median number of Fix- bacteria per

nodule. The number of nodules analyzed at each time point is indicated in brackets. The number of plants analyzed at each time point is indicated in

red. Results are from two independent experiments (Figure 2—source data 1). *Significantly different from the number of Fix+ bacteria per nodule

(p<0.05 multiple comparison test after Kruskal-Wallis). (B, C) Theoretical reproductive fitness of Fix+ (B) and Fix- bacteria (C) following single-inoculation

of M. pudica as compared to experimental data. Dotted lines represent bacterial populations per plant averaged over 200 replicate simulations

(Figure 2—source data 2). Box plots represent the distribution of the number of bacteria experimentally recovered per plant. Experimental data are

from (A).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.007

The following source data is available for figure 2:

Source data 1. Reproductive fitness of nodule bacteria following single-inoculations with either Fix+ (CBM382) or Fix- (CBM2568) C. taiwanensis.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.008

Source data 2. Simulation data for the reproductive fitness of Fix+ and Fix- bacteria following single inoculations of M. pudica.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.009
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Eco-evolutionary dynamics of N2-fixers and non-fixers through serial
nodulation cycles
Next, we addressed the question of whether mutualism control will allow a minority Fix+ subpopula-

tion to invade the symbiotic population.

We first used our experimental data to develop a stochastic mathematical model qualitatively

simulating the fate of C. taiwanensis populations during nodulation in M. pudica plants. The two key

components of this model are (i) the kinetics of nodule formation from bacteria randomly chosen

from the rhizospheric population and (ii) bacterial multiplication within nodules, according to bacte-

rial genotype (see Materials and methods and Table 1 for details on model construction and param-

eterization). While the model is developed as a proof-of-concept, instead of a simple deterministic

model we chose to include stochasticity in the nodulation process in order to reflect the variability

observed in the experimental data. In order to test our model, we first simulated the reproductive

fitness of nodule bacteria following single-inoculation with either Fix- or Fix+ bacteria over a 49 day-

period, and compared this simulation to the kinetics experimentally observed (Figure 2BC). We then

both simulated and experimentally determined the relative proportion of Fix+ bacteria recovered

from plants co-inoculated with a minor subpopulation of Fix+ (1%) and a major subpopulation of Fix-

(99%) bacteria over 49 days (Figure 8). Simulation outcomes qualitatively matched the dynamics of

bacterial populations observed experimentally (Figures 2BC and 8), indicating that the experimen-

tally measured and inferred model parameters are appropriate for studying the evolutionary dynam-

ics of C. taiwanensis populations in different ecological conditions.

We then used this model to explore how plant population size and the length of inoculation

cycles impact on the dynamics of C. taiwanensis populations during serial cycles of inoculation of M.

pudica plants and re-isolation of bacteria from nodules. Starting with a fixed proportion of Fix+
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Figure 3. Relative number of nodules formed by Fix+ and Fix- bacteria per plant individual. M. pudica plants were

co-inoculated with the CBM2700 (Fix+, GFP) and CBM2707 (Fix-, mCherry) strains at a 1/1 ratio. The number of

plants analyzed for each time point is indicated in brackets. Boxplots were constructed as described in Figure 1.

No significant differences were observed between the number of nodules formed by Fix+ bacteria and Fix-

bacteria per plant at the different time points (p>0.05, Student t-test with paired data at each time point or

multiple comparison test after Kruskal-Wallis on the whole dataset) (Figure 3—source data 1).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.010

The following source data is available for figure 3:

Source data 1. Relative number of nodules formed by Fix+ and Fix- bacteria per plant individual.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.011
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bacteria (1% or 0.1%) in the inoculum, we varied the number of inoculated plants from 1 to 100 (or 1

to 1000) and the length of nodulation cycles (time from plant inoculation to nodule bacteria harvest-

ing) from 14 to 49 days, which is shorter than the lifespan of a nodule in nature. We found that larger

plant pools and longer cycles progressively reduced extinction probabilities and increased the pro-

portion of Fix+ in the nodule bacterial population (Figure 9A and Figure 9—figure supplement 1).

For example, the model predicted that using an initial inoculum of 1% Fix+, 4 cycles of 42 days with

pools of 20 plants were sufficient to yield more than 85% of Fix+ bacteria in all replicates where Fix+

populations avoided extinction (89 times out of 100 replicates in Figure 9A). Smaller plant pools or

shorter cycles all yielded higher probabilities of extinction and decreased proportions of Fix+ bacte-

ria. An initially lower Fix+ proportion (0.1%) could be compensated for by a higher plant population

size and/or a longer cycle length (Figure 9—figure supplement 1). We analyzed in detail the

dynamics of Fix+ subpopulations over 10 cycles in a situation where the cycle length had a major

impact on the evolutionary outcome (20 plants) (Figure 9A) and plotted the proportion of Fix+ bac-

teria recovered after each cycle, for cycles ranging from 14 to 49 days (Figure 9B). We observed

that, in the vast majority of cases, the fate of Fix+ populations is already determined after the first

cycle: these populations are either bound to extinction (with a probability indicated in Figure 9A) or

to a gradual increase in frequency that ultimately leads to fixation. This result holds true for all cycle

lengths except 14 days, where population dynamics is dominated by drift due to the equivalent fit-

ness of Fix- and Fix+ clones (Figure 1A). A key factor controlling the early bifurcation between

extinction and fixation of Fix+ population is the probability that a Fix+ bacterium forms a nodule dur-

ing the first cycle, which depends on both the size of plant pools and the length of nodulation

cycles.

Understanding the influence of plant pool size is straightforward. Very few nodules are produced

on each plant, creating a bottleneck in bacterial population size at each nodulation cycle. Whatever
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Figure 4. Nodulation kinetics. M. pudica plants were single-inoculated with either CBM832 (Fix+) or CBM2568

(Fix-) or co-inoculated with a mixture of both strains at a 1/1 or 1/99 ratio. First nodules appeared at 5–7 dpi

(Figure 4—source data 1).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.012

The following source data is available for figure 4:

Source data 1. Nodulation kinetics of Fix+ (CBM382) and Fix- (CBM2568) C. taiwanensis following single- or co-

inoculation of M. pudica.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.013
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Figure 5. Viability of Fix+ and Fix- bacteroids. M. pudica were co-inoculated with Fix+ and Fix- C. taiwanensis at a

1/1 ratio and sections of nodules collected at 14 dpi (ABFG), 16 dpi (C) or 35 dpi (DEHI) were observed under

bright field (panels 1) or fluorescent microscopy (panels 2 and 3), and after PI staining (panels with an *). Panels

with the same letters represent the same nodule section. (F3), magnification of (F2) visualized by confocal

Figure 5 continued on next page
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the cycle length, larger numbers of plants per pool increase the likelihood that at least one Fix+

clone is sampled from the rhizospheric population, giving Fix+ subpopulations an opportunity to

increase in frequency and avoid extinction in the next cycle (Figure 9A and Figure 9—figure supple-

ment 1). Under longer cycles, extinction probability decreases (Figure 9AB) since more nodules are

produced (Figure 4) and the size of Fix+ populations increases at a faster rate (Figure 9B) as a result

Figure 5 continued

microscopy. (A) and (D), sections of nodules infected with a GFP-labeled Fix+ strain. (B) (C) and (E), sections of

nodule infected with a GFP-labeled Fix- strain. (F), nodule co-infected with a GFP-labeled Fix+ and a mCherry-

labeled Fix- strain. (G) and (H), nodules co-infected with a GFP-labeled Fix- and an unlabeled Fix+ strain. (I),

nodules co-infected with a GFP-labeled Fix+ and an unlabeled Fix- strain. The white and yellow dotted lines in

(GHI) delimit the areas occupied by the Fix- and Fix+ strains in a co-infected nodule, respectively. Note that

neither the Fix+ (D3) nor the Fix- bacteroids (B3G3) are red-labeled by PI staining at 14 dpi whereas a few cells are

PI-stained in the Fix--occupied nodule at 16 dpi ([C3], arrows), and Fix- are mostly PI-labeled (dead) at 35 dpi

(E3H3I3). Note that bacteria of the infection zone are still alive at 35 dpi (arrow, E2E3). Note that nodule cells filled

with Fix- are browner than nodule cells filled with Fix+ (G1H1I1). Scale bars correspond to 100 mm except for F3 (30

mm).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.014
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Figure 6. Electron microscopy of Fix+- and Fix--occupied nodules. M. pudica plants were co-inoculated with Fix+

(CBM2708, mCherry) and Fix- (CBM2568, unlabeled) C. taiwanensis at a 1/1 ratio. Nodules collected at 19 dpi

(ABCDE) were sorted for mCherry expression under fluorescence microscopy and used for electron microscopy

observation. Degenerated nodule cells (*) were observed in Fix--occupied nodules (BDE) but not in Fix+-occupied

nodules (AC). (C) and (D) represent magnification of the zones delimitated by a black dashed rectangle in (A) and

(B) respectively. (E) magnification of the white rectangle in (D) showing degenerated bacteria (arrows). Scale bars

represent 20 mm (ABC), 10 mm (D) and 2 mm (E).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.015

Daubech et al. eLife 2017;6:e28683. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683 41

Research article Genomics and Evolutionary Biology



of a decrease in Fix- fitness in older nodules (Figure 1A). The combined action of these two factors

act on the inoculum for next cycle, generating an eco-evolutionary feedback.

To assess the predictions of the model experimentally, we performed serial inoculation-nodula-

tion cycles of 21 or 35 days using 20 M. pudica plants and an initial inoculum of 5 � 103 Fix+/5 � 105

Fix- C. taiwanensis per plant. In each 35 day-cycle the nitrogen-fixing subpopulation increased and it

reached nearly 100% of the population after four cycles (Figure 10A), similar to what observed with

the model. Under 21 day-cycles, both simulations and experiments lead to a slower progression of

Fix+ subpopulations (Figure 10B). It is worth noting that an increase in frequency of the best cooper-

ators among natural strains was also observed after three consecutive nodulation cycles between

Medicago truncatula and Sinorhizobium meliloti (Heath and Tiffin, 2009), indicating that the selec-

tive advantage of the best N2-fixing strains seems to be robust to the natural diversity of symbiotic

associations.

Discussion
Identifying the selective forces and ecological factors that shape mutualism is central to predicting

its maintenance and dissemination over evolutionary scales. Here we provide conclusive evidence

that nitrogen fixation per se, the ultimate trait that turns a parasitic rhizobium-legume association

into a mutualistic one, determines the in planta spatio-temporal fate of endosymbiotic bacteria.

Non-N2-fixing symbionts do not persist within cells of indeterminate nodules even when they share a

nodule with N2-fixing symbionts, indicative of a cell autonomous senescence program as recently

shown for determinate nodules (Regus et al., 2017). This results in the progressive and selective in

planta expansion of fixers during the symbiotic process.
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Figure 7. Kinetics of nitrogenase activity in N2-fixing M. pudica nodules. Plants were inoculated with C.

taiwanensis CBM832 (Fix+), and nitrogenase activity measured using the acetylene reduction assay (ARA)

(Figure 7—source data 1). Two negative controls, i.e. tubes containing only the acetylene substrate and plants

inoculated with C. taiwanensis CBM2568 (Fix-), were included. In these cases, boxplots correspond to data from all

time points. *, Significantly different from the negative controls (p<0.05 after multiple comparison test of Kruskal-

Wallis).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.016

The following source data is available for figure 7:

Source data 1. Nitrogenase activity of C. taiwanensis Fix+ (CBM832).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.017
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The most likely explanation is that the plant exerts a post-infection control of N2-fixation that

overcomes the metabolic cost of nitrogen fixation paid by mutualistic bacteria. Sanctions could occur

as defense responses and/or by decreasing nutrient supply to non-fixing bacteroids. Given that Fix-

and Fix+ bacteria are spatially segregated within nodules, the latter case could also result from the

local degeneration of nodule cells, and be interpreted as an example of Partner Fidelity-Feedback

mechanism occurring at the level of individual cells (Shou, 2015). Since control mechanisms prevent

social dilemma –i.e. the possibility that one partner increases its own fitness by decreasing its invest-

ment in mutualism- and help cooperation persist (Kiers and Denison, 2008; Frederickson, 2013;

Sachs et al., 2004), non-fixers do not threaten mutualism in our system. Yet the fate of strains able

to fix intermediate levels of nitrogen fixation may be different. Monitoring the fitness of strains vary-

ing in their nitrogen fixation capacity would provide a more complete picture of mutualism control.

Nevertheless, our results provide an additional example supporting the emerging idea that low qual-

ity rhizobial partners rarely benefit from low investment in mutualism (Jones et al., 2015; Frie-

sen, 2012). Plant sanctions resulting in bacterial fitness reduction were demonstrated in some

rhizobium-legume systems by simulating N2 deficiency via gas manipulation around nodules

(Kiers et al., 2003; Oono et al., 2011), although not seen in other systems (Marco et al., 2009;

Ling et al., 2013). That different plants may rely on different control mechanisms would not be sur-

prising given the variety of mechanisms that lead to symbiosis with legumes (Masson-Boivin et al.,

2009).

Experimental investigations can fuel a theoretical framework able to reframe general evolutionary

questions in an ecological context (Hoek et al., 2016). Our qualitative model of the eco-evolutionary

dynamics of mutualistic and non-mutualistic populations includes serial inoculation-nodulation cycles.

This regime mimics an experimental set up of horizontal transmission of rhizobia across plant gener-

ations albeit on an accelerated basis. A general outcome of the model is that rare fixers will invade a

population dominated by non-fixing bacteria, above a threshold combination of plant and bacterial

population sizes and cycle lengths. The model helps explore further combinations of number of

cycles, cycle lengths and plant pool sizes to hypothesize the evolutionary trajectory of the Fix+ geno-

type. While the selective advantage of the Fix+ phenotype is expected to ensure its fixation in a

deterministic manner, strong population bottlenecks occurring at the nodulation step introduce a

source of stochasticity in these dynamics and may thus prevent the action of directional selection.

The effect of stochasticity has been shown to be of immense evolutionary consequence in related

Table 1. Model parameters

Parameter Abbreviation Value

Size of each pool of plants* Pool Variable (1–1000)

Number of replicates* Rep Variable (5 or 100)

Length of each cycle* Days Variable (14-49)

Number of cycles* Cyc Variable (4 or 10)

Initial proportion of Fix+ cells* x Variable (1 or 0.1)

Maximum number of new nodules/plant/day† lmax 0.44

Coefficient for the auto-regulation of nodulation in nodulation kinetics† a1 0.03

Coefficient for time-decay in nodulation kinetics† a2 0.006

Lag for time-decay in nodulation kinetics† a3 2

Growth rate of bacteria within nodule† r 1.95

Fitness cost of nitrogen fixation‡ c 0

Sanctions for Fix-‡ s 1.65

Day at which additional sanctions begin‡ ds 17

Nodule carrying capacity‡ K 1.4 � 108

*parameters varied in the simulations
† experimentally measured parameters
‡parameters inferred from experimental data

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.021
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models of host parasite coevolution (Papkou et al., 2016). Another characteristic of our system is

that, when the Fix+ populations increase in abundance then so does their proliferation, leading to a

quick increase of Fix+ over successive nodulation cycles (Figure 9B). This interaction between the

demographic composition of the population and the evolutionary success of one of the traits is an

example of the eco-evolutionary feedback present in this system.

Although the selective and ecological forces at play in the lab and in field conditions may differ

significantly, our results predict that both forces have played a major role in the evolution of the rhi-

zobium-legume mutualism by favoring the fixation of emerging N2-fixing sub-populations among

uncooperative symbiotic populations as well as their evolutionary maintenance. Yet the uncoopera-

tive population does not become extinct within nodules, likely because sanctions mainly target bac-

teroids of the nitrogen fixation zone. Releasing non-fixing bacteria may allow progenitors to meet

appropriate hosts or to evolve new symbiotic traits. This loose selection process helps maintain

genetically diverse rhizobial communities in the soil and shape the ecology and evolution of rhizobia.

More generally, acknowledging the existence of non-cooperators as an integral component of the

ecological and evolutionary dynamics of mutualistic interactions may provide a better understanding

of the long-term persistence of bacterial lineages (Heath and Tiffin, 2009; Heath and Stinchcombe,

2014; Tarnita, 2017; Fiegna et al., 2006; Hammerschmidt et al., 2014).

An emerging trend in fundamental and applied plant microbiology is to select upon microbes

indirectly through the host (Mueller and Sachs, 2015). This engineering approach, called host-medi-

ated selection, involves selection of microbial traits that are not selectable in vitro. Modelling the

eco-evolutionary scenarios provides predictions to guide experimental evolution studies aiming at

designing beneficial microbes (Marchetti et al., 2010; Marchetti et al., 2017) and microbiomes

(Mueller and Sachs, 2015; Johns et al., 2016).

Figure 8. Experimental and theoretical reproductive fitness of Fix+ and Fix- bacteria following co- inoculation of M. pudica (ratio 1/100). The proportion

of Fix+ clones in nodules was experimentally measured and simulated over 49 days, following co-inoculation of 20 plants. Experimental data are shown

as black triangles (Figure 8—source data 1). Black error bars represent standard deviation from 2 to 3 replicates. The results from 100 replicate

simulations are shown as grey dots and boxplots (Figure 8—source data 2).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.018

The following source data is available for figure 8:

Source data 1. Experimental data for the reproductive fitness of Fix+ and Fix- bacteria following co- inoculation of M. pudica (ratio 1/100) over 49 days.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.019

Source data 2. Simulation data for the reproductive fitness of Fix+ and Fix- bacteria following co- inoculation of M. pudica (ratio 1/100) over 49 days.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.020
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Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions
Strains and plasmids used in this study are listed in Table 2.

C. taiwanensis strains were grown at 28˚C on TY medium supplemented with 6 mM CaCl2 and

200 mg/ml streptomycin. E. coli strains were grown at 37˚C on LB medium and antibiotics were used

at the following concentrations: kanamycin 25 mg/ml, trimethoprim 100 mg/ml, tetracycline 10 mg/ml.

For in vitro competition experiments, strains were pre-cultured in TY medium, mixed in equal pro-

portion then co-inoculated to a 100 ml culture in TY medium. Bacteria were plated every 2 hr during

the exponential phase, at the entry of stationary phase and 15 hr after the entry into the stationary

phase. Plated bacteria were grown for 48 hr at 28˚C then green and red bacteria were counted using

a fluorescence stereo zoom microscope (Axiozoom V16, Zeiss).

Mutant construction
Mutant and labeled strains of C. taiwanensis were constructed using the mutagenesis system devel-

oped by Flannagan et al. (Flannagan et al., 2008) involving the suicide plasmid pGPI-SceI carrying

an I-SceI recognition site and the pDAI-SceI replicative plasmid expressing the I-SceI nuclease. To

construct the unmarked C. taiwanensis nifH mutant, regions upstream and downstream nifH were

amplified with the oCBM1821-oCBM2362 and oCBM1822-oCBM2363 primer pairs using GoTaq

DNA polymerase (Promega). The two PCR products were digested with XbaI-BamHI and BamHI-

EcoRI respectively and cloned into the pGPI-SceI plasmid digested by XbaI and EcoRI. Ligation

Figure 9. Effect of cycle length and plant numbers on the predicted distributions of Fix+population sizes. Model simulations were performed with an

initial proportion of 1% Fix+ in the bacterial population inoculated to a pool of plants. The length of each cycle and the number of plants per pool

varied as indicated in the legend. (A) Final proportion of Fix+ clones after four cycles (Figure 9—source data 1). Boxplots represent the distribution of

the final proportion of Fix+ clones from 100 simulations. The length of inoculation cycles ranged from 14 to 49 days and the number of plants per pool

from 1 to 100. Numbers underneath each boxplot indicate the number of replicate simulations where Fix+ sub-populations became extinct after four

cycles. (B) Increase in the proportion of Fix+ clones along 10 inoculation cycles of 14, 21, 28, 35, 42 or 49 days (Figure 9—source data 2). The number

of plants per pool was 20. Representative trajectories of 5 replicate pools are shown in each case.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.022

The following source data and figure supplement are available for figure 9:

Source data 1. Simulation data for the final proportion of Fix+ bacteria after four inoculation cycles.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.024

Source data 2. Simulation data for the increase in proportion of Fix+ bacteria along 10 cycles.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.025

Source data 3. Simulation data for the effect of cycle length and plant number on the Fix+population sizes after four cycles.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.026

Figure supplement 1. Effect of cycle length and plant numbers on the predicted distribution of Fix+ population sizes.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.023
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products were transformed into a DH5a lpir E.

coli strain. The resulting plasmid was transferred

into C. taiwanensis CBM832 by triparental mating

using pRK2013 as helper plasmid. Transconju-

gants that have integrated the plasmid by single

crossing over were selected on streptomycin and

trimethoprim and verified by PCR using the

oCBM1824-oCBM2363 and oCBM1825-

oCBM2362 primer pairs. Then we introduced the

pDAI-SceI replicative plasmid into these strains

by conjugation and selection on tetracyclin.

Expression of the I-SceI nuclease causes a double

strand break into the inserted plasmid and pro-

motes DNA recombination. Mutants deleted in

nifH were screened by trimethoprim sensitivity

and verified by PCR using the oCBM1824-

oCBM1825 pair of primers. Mutants were then

cultivated on unselective TY medium. Tetracy-

cline sensitive colonies which have lost the pDAI-

SceI plasmid were selected.

The Pps-GFP and Pps-mCherry fusions were

inserted into the wild-type and nifH mutant of C.

taiwanensis at the same chromosomal locus, i. e.

in the intergenic region between the glmS and

RALTA_A0206 genes using the same pGPI-SceI/

pDAI-SceI mutagenesis system. Flanking regions

of the insertion site were amplified by PCR using

the Phusion DNA polymerase (ThermoFisher Sci-

entific) and the oCBM2619-oCBM2620 and

oCBM2621-oCBM2622 primer pairs. PCR prod-

ucts were digested by XbaI and Acc65I or Acc65I

and EcoRI respectively and cloned into the pGPI-

SceI plasmid digested by XbaI and EcoRI. The

two fusions Pps-GFP and Pps-mCherry were

obtained by digesting the pRCK-Pps-GFP and

pRCK-Pps-mCherry by AvrII and SpeI and cloned

into the pGPI-SceI carrying the intergenic region

glmS-RALTA_A0206 digested by the same

enzymes. The resulting pCBM161 and pCBM162

were first transformed into a DH5a lpir E. coli

strain then transferred into C. taiwanensis by tri-

parental mating with the pRK2013 helper plas-

mid. Integration of the fusions by double crossing

over was carried out using the pDAI-SceI plasmid

as described above. CBM2700 (Fix+, GFP) and

CBM2707 (Fix-, mCherry) had the same plating

efficiency in in vitro competition experiments,

indicating that these genetic modifications did

not noticeably affect bacterial growth rate.

Oligonucleotide sequences used for genetic constructions are provided in Supplementary file 1.

Plant tests
Mimosa pudica seeds were of Australian origin (B and T World Seed, Paguignan, France) and were

sterilized as described (Chen et al., 2003). Seedlings were cultivated in Gibson tubes (2 M. pudica

plantlets/tube) as previously described (Marchetti et al., 2014). To increase the frequency of co-

infection, plants were grown on 12 cm2 plates (three plants per plate) containing slanting nitrogen-
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Figure 10. Frequency of Fix+ bacteria over 4 cycles of

35 (A) or 21 (B) days: simulations and experimental

validation. The proportion of Fix+ clones over four

inoculation cycles was simulated and measured

experimentally. Simulations and experiment were

performed with an initial proportion of Fix+ clones of

1% and pools of 20 plants. Experiments were

performed with an inoculum of 5 � 103 Fix+/5 � 105

Fix- C. taiwanensis per plant. The results from 100

replicate simulations are shown as grey dots and

boxplots (Figure 10—source data 1). Experimental

data are shown as black triangles (Figure 10—source

data 2).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.027

The following source data is available for figure 10:

Source data 1. Simulation data for the frequency of

Fix+ bacteria over 4 cycles of 35 or 21 days.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.028

Source data 2. Experimental data for the frequency of

Fix+ and Fix- bacteria over 4 cycles of 35 or 21 days.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.029
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free Fahraeus agar medium for 3 days at 28˚C. Roots were covered with a sterile, gas-permeable,

and transparent plastic film (BioFolie 25; Sartorius AG, Vivascience, Bedminster, NJ, U.S.A.). For sin-

gle-strain inoculation experiments, each plant in Gibson tubes was inoculated with 5.105 bacteria

either CBM832 (wild-type) or its isogenic nifH mutant, CBM2568. For co-inoculation experiments in

Gibson tubes, plants were inoculated with the two isogenic strains CBM2700 (wild-type, GFP

labeled) and CBM2707 (nifH, mCherry labeled) at ratio 1/1 (5.105 bacteria of each strain per plant)

or 1/100 (5.103 bacteria of CBM2700 and 5.105 bacteria of CBM2707 per plant). For co-inoculation

experiments in plates, plants were inoculated with 1010 bacteria of each strain per plant.

To measure the number of nodule bacteria over time, all nodules from 5 to 10 individual plants,

except very small nodules, were individually collected with at least 2 mm of root left on both sides

of nodules and treated at each time point. We did not collect very small nodules since there was a

risk that the sterilization agents penetrate these nodules. In the same line we did not collect nodules

before 14 dpi since most nodules were very small at that stage. Nodules were surface sterilized for

15 min in a 2.5% sodium hypochlorite solution, rinsed with water and crushed. Each nodule crush

was diluted and plated using an easy spiral automatic plater (Interscience). Colonies were counted

after 2 day-incubation at 28˚C, under a fluorescence stereo zoom microscope (Axiozoom V16, Zeiss)

when appropriate.

For nodulation kinetics, the number of nodules formed on 20 plants grown in Gibson tubes was

counted daily for 6 weeks.

For serial inoculation-nodulation cycles on M. pudica plants, 10 Gibson tubes of plants were inoc-

ulated with CBM2700 and CBM2707 in 1/100 ratio as described above. 35 days after inoculation, all

nodules were collected, surface-sterilized and crushed together. The nodule crush was used to inoc-

ulate a new set of 10 tubes of plants with 50 ml of a 1/10 dilution of the nodule crush per plant. At

Table 2. Strains and plasmids used in this study

Bacterium Strain Relevant characteristics Reference/source

E. coli DH5a F recA lacZM15 Bethesda research
laboratory

DH5a lpir F recA lacZM15 lpir HP Schweizer

C.
taiwanensis

LMG19424 Wild-type strain isolated from Mimosa pudica in Taiwan (Chen et al., 2001)

CBM832 LMG19424 derivative resistant to Streptomycin, StrR M. Hynes

CBM2568 CBM832 deleted in nifH, StrR This study

CBM2700 CBM832 carrying a Pps-GFP fusion downstream glmS, StrR This study

CBM2701 CBM2568 carrying a Pps-GFP fusion downstream glmS, StrR This study

CBM2707 CBM2568 carrying a Pps-mCherry fusion downstream glmS, StrR This study

CBM2708 CBM832 carrying a Pps-mCherry fusion downstream glmS, StrR This study

Plasmids Name Relevant characteristics Reference/source

pGPI-SceI oriR6K, mob+, carries a I-SceI site, TriR (Flannagan et al., 2008)

pDAI-SceI oripBBR1, mob+, carries the I-SceI gene, TetR (Flannagan et al., 2008)

pRCK-Pps-GFP Plasmid carrying the psbA promoter region fused to GFP, KanR M. Valls

pRCK-Pps-
mCherry

Plasmid carrying the psbA promoter region fused to mCherry, KanR M. Valls

pCBM156 pGPI-SceI carrying the nifH 5’ and 3’ regions, TriR This study

pCBM161 pGPI-SceI carrying the glmS-Ralta_A0206 intergenic region interrupted by a Pps-GFP fusion,
TriR

This study

pCBM162 pGPI-SceI carrying the glmS-Ralta_A0206 intergenic region interrupted by a Pps-mCherry
fusion, TriR

This study

pRK2013 Helper plasmid, KanR (Figurski and Helinski,
1979)

Str, spreptomycin; Tri, trimethoprim; Tet, tetracycline; Kan, kanamycin.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.28683.030
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each cycle, dilutions of the nodule crush were spread on plates, incubated 2 days at 28˚C and colo-

nies were counted under a fluorescence stereo zoom microscope.

Cytological analyses
The viability of nodule bacteria was estimated using propidium iodide staining at a concentration of

20 mM in DMSO (Molecular Probes, Fisher scientific, Oregon) on 55/58 mm nodule sections. For

each experiment, a dozen nodules were individually analyzed at 14, 16, 17, 21, 28 and 35 dpi. For

electron microscopy analysis, nodules were fixed in glutaraldehyde (2.5% in phosphate buffer 0.1 M

[pH 7.4]), osmium treated, dehydrated in an alcohol series, and embedded in Epon 812. Semithin

nodule sections were observed by brightfield microscopy after staining in 0.1% aqueous toluidine

blue solution and observed under a Zeiss Axiophot light microscope. Ultrathin sections were stained

with uranyl acetate and observed with a TEM Hitachi HT7700.

Acetylene reduction assays
M. pudica plants were inoculated with the wild-type strain of C. taiwanensis CBM832. At different

time points, plants were removed from the culture Gibson tube and placed in an airtight tube and

incubated with 1 ml of acetylene for 4 hr. 100 ml of gas were then injected into a gas chromatograph

(Agilent GC7820). The area of the ethylene peak was measured and compared to an ethylene stan-

dard of known concentration. Ethylene background was estimated by analyzing empty tubes incu-

bated with the same amount of acetylene.

Mathematical model and simulations
The model aimed at simulating nodulation dynamics during single or repeated inoculation-nodula-

tion cycles. First we parameterized the population dynamics during the symbiosis process. Then we

simulated repeated nodulation cycles varying the following parameters: (i) the Fix+/Fix- ratio in the

initial inoculum, (ii) the number of inoculated plants, and (iii) the cycle length. The model ran on a

pool of plants (of given, variable size) from which nodules were collected and mixed together after

each inoculation cycle. For each time-step (1 day) after inoculation, the number of new nodules

formed on each plant was randomly drawn from a Poisson distribution of parameter l(t, nod+
t),

which is itself a function of time t and of the number of nodules already present on the plant nod+
t

at time t. The maximal number of nodules that could potentially be formed per day per plant was

set to lmax. Changing the value of parameter l depending on the number of Fix+nodules already

present on the plant simulated the autoregulation of nodulation process; this was done by subtract-

ing the factor a1 � nod+
t from lmax. Lastly, to allow for some ‘aging’ process that would decrease

the rate of nodulation with time (even for plants inoculated only with Fix- bacteria), we incorporated

a time-decay coefficient: a2 � (t- a3), meaning that a reduction in the rate of nodulation occurred at

a rate a2 when t > a3. This time-decay factor was set to 0 when t < a3. Therefore, the parameter of

the Poisson distribution controlling the rate at which new nodules are formed was given by: l(t,

nod+
t) = lmax - a1 � nod+

t for t < a3 and by: l(t, nod+
t) = lmax - a1 � nod+

t - a2 � (t- a3) for t > a3.

Since nodules are persistent once formed, we further set: l(t, nod+
t)�0. Experimental evidence indi-

cated that the number of inoculated bacteria did not affect nodulation kinetics as long as the total

inoculum remains above 103 bacteria per plant. These conditions were met in all experiments

described in this work. Therefore, we did not explicitly take inoculum size into consideration in the

simulations, and restricted the applicability of our model to cases where inoculum was above this

threshold value.

The second module of the model dealt with bacterial multiplication within plant nodules. Within

each nodule we assumed a logistic growth model for the bacteria given by: X(t + 1) = (r-c –suds(t))�X

(t) � (1-X(t)/K), where r was the growth rate, c the net fitness cost of nitrogen fixation in Fix+ bacteria,

suds(t) the additional plant sanctions against Fix- bacteria occurring in the later phase of the interac-

tion, X(t) the bacterial population at time t and K the nodule carrying capacity. In our simulations, we

set c = 0 since we experimentally did not detect any difference in the populations of Fix- or Fix+ nod-

ule bacteria at 14 dpi. We emphasize that a net fitness cost of 0 does not necessarily imply that

nitrogen fixation does not impose a metabolic burden on the bacteria (referred to as ‘metabolic

cost’ in the results section). Instead, this burden, if significant during the early steps of the interac-

tion, may be compensated for by plant control mechanisms acting at a basal level. Beyond this time
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point, additional plant sanctions (possibly including partner fidelity-feedback) were given by suds(t),

taking the value s of plant sanctions indicated in Table 1 as long as the age of the nodule was higher

than ds days (denoted by the step function uds(t)=0 if t < ds or uds(t)=1 if t > ds).

Parameters values were estimated by computing the minimal root mean square error (RMSE) of

experimental data (nodulation kinetics and bacterial multiplication within nodules) versus model out-

puts calculated for a range of parameter values. Parameter values selected to minimize RMSE are

indicated in Table 1. Simulations were implemented in R (R Core Team, 2014) and code is available

in the Source code file 1.
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Figure 1 – figure supplement 1. Kinetics of reproductive fitness of Fix+

and Fix- bacteria in nodules following co-inoculation of M. pudica. M.

pudica plants were co-inoculated with a mixture of Fix+ and Fix-

strains at a 1/1 ratio. Nodules were individually analyzed by plating

their bacterial population. Box plots represent the number of bacteria

per nodule for each individual plant at each time points. Central

rectangles span the first quartile to the third quartile (that is, the

interquartile range or IQR), bold segments inside rectangles show the

median, unfilled circles indicate suspected outliers, whiskers above

and below the box show either the locations of the minimum and

maximum in the absence of suspected outlying data or 1.5 X IQR if an

outlier is present.



Figure 9 – figure supplement 1. Effect of cycle length and plant numbers on the predicted distributions of Fix+ population

sizes. Model simulations were performed with an initial proportion of 1% Fix+ in the bacterial population inoculated to a

pool of plants. The length of each cycle and the number of plants per pool varied as indicated in the legend. Boxplots

represent the distribution of the final proportion of Fix+ clones from 100 simulations. The length of inoculation cycles

ranged from 14 to 49 days and the number of plants per pool from 1 to 1000. Numbers underneath each boxplot indicate

the number of replicate simulations where Fix+ sub-populations became extinct after four cycles.



Supplementary File 1. Primers used in this study. 

Primer 

name 
Primer sequence 5'-3' Use 

oCBM1821 CGGGATCCGATCACACCCAACGATGAGA Amplification of the nifH upstream region 

oCBM2362 GCTCTAGAGTTGCCAAGCGACGTATTT Amplification of the nifH upstream region 

oCBM1822 CGGGATCCGTGCAGATCGACGAGTCAAA Amplification of the nifH downstream region 

oCBM2363 CCGGAATTCGAGTACTGGCCACAGCCAAC Amplification of the nifH downstream region 

oCBM1824 ACGAAATTGTCCGATGGCTA Verification of the nifH deletion 

oCBM1825 TAGTAATTGCGACGCGATCC Verification of the nifH deletion 

oCBM2619 TCTAGAGTGGTGGTGATCTCGCAATC Amplification of the glmS-Ralta_A206 upstream region 

oCBM2620 GGTACCCCTAGGGTGAGGCAAGGCGTTCAG Amplification of the glmS-Ralta_A0206 upstream region 

oCBM2621 GGTACCACTAGTCTGAACGCCTTGCCTCAC Amplification of the glmS-Ralta_A0206 downstream region 

oCBM2622 GAATTCCAGCTGCATCACTTCGTCAC Amplification of the glmS-Ralta_A0206 downstream region 
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Chapitre III: Identification d’un nouveau gène nod impliqué dans une 

structure atypique des facteurs Nod 

III.1. Introduction 

A l’issue des 16 cycles d’évolution, les 3 lignées longues dérivant de l’ancêtre nodulant et 

extracellulaire CBM356 ne semblaient pas avoir acquis de capacité à l’intracellularité 

(Marchetti et al. 2016). En effet, aucun des 3 clones isolés des populations finales des lignées 

P, R et T n’était capable d’infecter les cellules des nodules. Cela indiquait que, soit aucune 

mutation adaptative pour l’infection intracellulaire n’était apparue dans les clones des lignées 

P, R et T, soit que l’effet de mutations adaptatives pour l’infection était annulé par une autre 

ou plusieurs autres mutations.  

Les travaux de l’équipe préalablement à mon arrivée avaient montré que dans le cas de la 

lignée R, il s’agissait du deuxième cas de figure, et avaient permis d’identifier une mutation 

antagoniste candidate. En effet, le séquençage de R16 avait révélé la présence d’une mutation 

non synonyme affectant le régulateur HrpG (A179V), dont l’inactivation par une mutation stop 

avait été montrée adaptative pour l’infection (Marchetti et al. 2010). La reconstruction de 

cette mutation dans l’ancêtre CBM356 conférait à cette souche la capacité à infecter –de 

façon assez rudimentaire- les cellules des nodules formés, confirmant son caractère adaptatif 

(Figure III.1.1) (Marchetti et al. 2016). L’incapacité de R16 à infecter les cellules des nodules 

indiquait donc l’existence d’une ou plusieurs autres modifications du génome de R16 qui 

contrebalançaient les effets de la mutation hrpGA179V. Le remplacement du pRalta évolué 

de R16 par le pRalta original avait confirmé cette hypothèse. En effet, ce remplacement 

restaurait le phénotype infectieux obtenu avec la souche CBM356hrpGA179V (Figure III.1.1) 

(Marchetti et al. 2016). L’analyse du pRalta de R16 avait montré que le plasmide de ce clone 

évolué portait une large délétion de 50194 bp (Figure III.1.2). Cette délétion supprimait 62 

gènes encodant majoritairement des transposases, mais aussi des protéines de fonction 

inconnue ou des protéines putatives, dont une stérol désaturase, produit du gène 

pRalta_0471. La complémentation de pRalta_0471 dans le clone évolué R16 avait restauré le 

phénotype infectieux de R16 pRalta, suggérant que ce gène était requis pour l’infection 

intracellulaire (Figure III.1.3). 

Pour cette seconde partie de ma thèse, j’ai donc analysé le rôle de ce gène, que nous avons 

renommé noeM, dans le système de référence C. taiwanensis/M. pudica. La position de ce 

gène en aval d’une nod-box laissait suspecter un rôle dans la structure des Facteurs Nod, ce 

que nous avons montré. Par contre nous n’avons pas pu mettre en évidence de rôle de ce 

gène dans l’infection intracellulaire chez C. taiwanensis. Les résultats de ces travaux sont 

décrit dans l’article Daubech et al., 2019, noeM, a new nodulation gene involved in the 

biosynthesis of Nod factors with an open-chain oxidized terminal residue and in the symbiosis 

with Mimosa pudica, publié dans la revue Molecular Plant-Microbe Interactions (MPMI). 
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III.2. Article 

Ma contribution dans ce travail a été de construire toutes les souches de C. taiwanensis 

utilisées. J’ai également réalisé les tests de compétition pour la nodulation et fitness in planta 

avec C. taiwanensis, les mesures de cinétique de nodulation et d’expression des gènes ainsi 

que les mesures d’expression des gènes par qRT-PCR. J’ai aussi réalisé l’analyse 

phylogénétique de NoeM/noeM et préparé les cultures bactériennes utilisées pour les 

analyses de la structure des facteurs Nod. Enfin, j’ai contribué à l’écriture et la relecture de la 

publication ainsi qu’à la production des figures. 
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1 LIPM, Université de Toulouse, INRA, CNRS, Castanet-Tolosan, France
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The b-rhizobium Cupriavidus taiwanensis is a nitrogen-fixing

symbiont of Mimosa pudica. Nod factors produced by this species

were previously found to be pentameric chitin-oligomers carrying

common C18:1 or C16:0 fatty acyl chains, N-methylated and C-6

carbamoylated on the nonreducing terminal N-acetylglucosamine

and sulfated on the reducing terminal residue. Here, we report

that, in addition, C. taiwanensis LMG19424 produces molecules

where the reducing sugar is open and oxidized. We identified a

novel nodulation gene located on the symbiotic plasmid pRalta,

called noeM, which is involved in this atypical Nod factor struc-

ture. noeM encodes a transmembrane protein bearing a fatty acid

hydroxylase domain. This gene is expressed during symbiosis with

M. pudica and requires NodD and luteolin for optimal expression.

The closest noeM homologs formed a separate phylogenetic clade

containing rhizobial genes only, which are located on symbiosis

plasmids downstream from a nod box. Corresponding proteins,

referred to as NoeM, may have specialized in symbiosis via the

connection to the nodulation pathway and the spread in rhizobia.

noeM was mostly found in isolates of the Mimoseae tribe, and

specifically detected in all tested strains able to nodulate M.

pudica. A noeM deletion mutant of C. taiwanensis was affected

for the nodulation ofM. pudica, confirming the role of noeM in the

symbiosis with this legume.

Keywords: Cupriavidus taiwanensis, host specificity, Mimosa

pudica, Nod factors, nodulation, rhizobium-legume symbiosis

Soil bacteria collectively referred to as rhizobia are able to
form nitrogen-fixing symbioses with leguminous plants. These
symbioses are manifested by the formation of novel root (or
occasionally stem) organs called nodules, within which bacteria
are internalized and fix nitrogen to the benefit of the plant. Most
of the rhizobia achieve nodulation by using the so-called Nod
strategy, although two alternative strategies—the type three
secretion system (T3SS) and the genetically uncharacterized
non Nod/non-T3SS strategies—have been identified (Masson-
Boivin and Sachs 2018). In the Nod strategy, host plants excrete
inducing compounds—mainly flavonoids—that activate LysR-
type transcriptional regulator NodD proteins of compatible
rhizobia (Mulligan and Long 1985; Nelson and Sadowsky
2015). NodD proteins bind to conserved regulatory DNA se-
quences, termed nod boxes, which are located in the pro-
moters of nodulation (nod) genes (Rostas et al. 1986), resulting
in their transcriptional activation. Flavonoids binding to NodD
enhance nod gene expression (Chen et al. 2005; Peck et al.
2006). The nod genes encode enzymes that synthesize signal-
ing lipo-chitooligosaccharides (LCOs) called Nod factors
(NFs) (Downie 1998) that are perceived by plant receptors
(Broghammer et al. 2012; Madsen et al. 2003) and activate a
host genetic program governing the nodulation and infection
processes (Gough and Cullimore 2011; Oldroyd et al. 2011).
NFs are chitin oligomers of b-(1,4)-linked N-acetyl-D-
glucosaminyl (GlcNAc) residues (two to six units) that are N-
acylated on their nonreducing end (D’Haeze and Holsters 2002).
The NF structure differs in the number of GlcNAc residues of the
chitin oligosaccharide backbone—generally three, four, or five—
in the nature of the fatty acyl group and in the substituents at
the—generally terminal—residues. A given strain often pro-
duces a variety of NF compounds. These structural variations,
which are strain or species specific, are involved in host speci-
ficity (Lerouge et al. 1990; Schultze et al. 1992) together with the
range of flavonoids excreted by the plant (Liu and Murray 2016).
The core lipo-chitinoligosaccharidic NF structure is encoded by
the common nodABC genes, while other nod, nol, or noe genes
encode modifications of this structure (Perret et al. 2000). The
essential nod genes are clustered together with nitrogen-fixation
genes in mobile genetic elements (MGE) such as symbiotic
plasmids or genomic islands. During evolution, these symbiotic
MGE have spread to different species, converting soil bacteria
into mutualistic symbionts of legumes (Nandasena et al. 2006;
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Sullivan et al. 1995), a process that can be partly or fully
reproduced in the lab (Marchetti et al. 2010, 2014; Sullivan and
Ronson 1998). Consequently, extant rhizobia are phylogeneti-
cally diverse bacteria that belong to hundreds of species dis-
tributed in at least 14 genera of a- and b-proteobacteria, referred
to as a- and b-rhizobia (Remigi et al. 2016).
The b-rhizobium Cupriavidus taiwanensis LMG19424 is a

specific symbiont of Mimosa spp., including Mimosa pudica
(Chen et al. 2003b). C. taiwanensis enters M. pudica roots via
infection threads that ultimately release bacteria into nodule
cells, where bacteroids are not terminally differentiated
(Marchetti et al. 2011). Genome sequencing revealed that this
strain possesses a large symbiotic plasmid, pRalta, harboring
one nod locus (Amadou et al. 2008). This locus contains a
nodBCIJHASUQ operon preceded by a nod box (nod box1) as
well as one nodD gene divergently transcribed. NFs produced by
C. taiwanensis were found to be pentameric chitin-oligomers
and N-acylated by vaccenic acid (C18:1) or palmitic acid (C16:
0) on their nonreducing end (Amadou et al. 2008). Consistent
with the presence of nodU, nodS, and nodH that are responsible
for the addition of O-carbamoyl, N-methyl, and sulfate (S)
groups, respectively, on the core NF, most of the molecules are
sulfated at the reducing end and substituted by an N-methyl and
a carbamoyl group at the terminal nonreducing sugar. A second
nod box (nod box2) has been predicted 92 kb from the nod
locus (Amadou et al. 2008). This nod box is upstream from a
single gene, pRalta_0471, that has been annotated as a fatty
acid hydrolase. This gene was found in all sequenced
C. taiwanensis strains (Clerissi et al. 2018) and to have ortho-
logs in other recently sequenced M. pudica symbionts, Para-
burkholderia phymatum STM815 (BURPHP2_0638), and
Rhizobium mesoamericanum STM3625 (BN77v2_p2140043)
(Moulin et al. 2013, 2014). It has been shown to be induced by
M. pudica exudates in all three species (Klonowska et al. 2018).
In this study, we characterize pRalta_0471, which we

renamed noeM. We show that noeM is involved in the synthesis
of atypical NF molecules and plays a role in the nodulation of
M. pudica. The phylogenetic distribution of noeM supports its
role in the symbiosis with Mimosa spp.

RESULTS

noeM is expressed during symbiosis and
requires NodD and luteolin for optimal expression.
To analyze noeM regulation, we monitored the expression

of C. taiwanensis noeM (pRalta_0471) in both free-living
and symbiotic conditions. For that, we constructed a chromo-
somic noeM-mCherry fusion in C. taiwanensis CBM832, a
streptomycin-resistant derivative of the wild-type LMG19424
strain. This was done by cloning a 404-bp fragment containing
nod box2 upstream noeM fused to the mCherry gene at the glmS
intergenic region of CBM832. Chromosomic mCherry fusions
with the promoters of the nitrogen-fixation nifH and the con-
stitutively expressed chloroplastic psbA (Pps) genes were used
as controls.
To check whether noeM is expressed during the symbiotic

process, seedlings of M. pudica were single inoculated with
CBM832 bearing either the noeM, psbA, or nifH promoter fu-
sion. Plants were harvested at different time points after in-
oculation and examined using confocal laser microscopy and
light microscopy. Unlike nifH, which is only expressed in
nodule cells (Marchetti et al. 2011), noeM was expressed at a
level similar to that of the constitutively expressed psbA gene at
all stages of symbiosis (i.e., in the rhizosphere, in the infection
sites, in the infection threads, and within bacteroids) (Fig. 1).
The nod genes of C. taiwanensis were shown to be induced

by the flavonoid luteolin (Amadou et al. 2008), likely through

the activation of the single nodD regulatory gene identified in
the LMG19424 genome. To analyze the effect of luteolin and
nodD on noeM expression in vitro, we constructed a nodD
deletion mutant of the CBM832 strain carrying the noeM-
mCherry fusion. The expression of noeM and nodB in CBM832
and CBM832DnodD was first measured by quantitative
reverse-transcription (RT)-PCR in cultures grown in minimal
medium with or without luteolin (10 µM) for 5 h 30 min (Fig. 2).
The expression of nodB and noeM increased by a factor of

Fig. 1. noeM expression during symbiosis. Imaging of Mimosa pudica

plants inoculated with Cupriavidus taiwanensis bearing a chromosomal A,
C, and E, PpsbA-mCherry or B, D, and F, PnoeM-mCherry fusion at A and
B, 24; C and D, 7; or E and F, 21 days postinoculation. Red indicates
mCherry, green indicates autofluorescence of plant cells, arrow indicates
infection site, and arrowhead indicates infection thread. Scale bars: 100 µm
(A, B, E, and F) and 10 µm (C and D).

Fig. 2. Relative expression of the nodB and noeM genes in wild-type (WT)
and mutant (DnodD) strains of Cupriavidus taiwanensis. Strains were
cultivated in minimal medium with or without 10 µM luteolin. The ex-
pression of nodB and noeM were quantified by quantitative PCR 5 h 30 min
after luteolin induction. Raw expression levels were normalized by the hisB
and rpoA gene expressions. Symbols: * indicates statistically significant
difference between the treatment with or without luteolin for the same strain
(P < 0.05, Student’s t test with paired data) and § indicates statistically
significant difference between the WT and mutant strain for the same
treatment (P < 0.05, Student’s t test with paired data).
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approximately 14.5 and 3.4, respectively, in the presence of
luteolin. No or very weak expression was measured in the
CBM832DnodD background. In addition, we monitored the
expression of noeM in CBM832 and CBM832DnodD grown in
microplates in minimal medium with or without luteolin by
measuring the optical density (OD) and mCherry fluorescence
of the cultures over 24 h (Supplementary Fig. S1). In the ab-
sence of luteolin, the kinetics of noeM expression was similar to
that of the constitutively expressed psbA fusion, although
weaker. Its expression started increasing 5 h after medium in-
oculation and reached a plateau at approximately 17 h. noeM
expression was significantly higher in the presence of luteolin
from time = 17 h. By contrast, noeM was weakly expressed in a
DnodD background, although higher than nifH expression,
whatever the presence of luteolin.
Altogether, these data indicated that noeM was induced by

luteolin, the inducer of nod genes in C. taiwanensis, and re-
quires NodD for basal and luteolin-induced expression.

noeM is involved in NF biosynthesis.
Because noeM is predicted to belong to the fatty acid hydrox-

ylase family of genes, we investigated the possibility that noeM
is involved in the synthesis of an additional NF molecule—
possibly by modifying the NF lipid moiety—that has been
missed in the previous study ofC. taiwanensisNFs (Amadou et al.
2008).
We first reanalyzed NFs produced by C. taiwanensis

LMG19424 and its streptomycin-resistant derivative CBM832 in
response to luteolin activation, taking advantage of technical
advances in mass spectrometry (MS) technology that allow an
increased sensitivity of the online liquid chromatography tandem
mass spectrometry (MS/MS) coupling. Ultrahigh-performance
liquid chromatography (UPLC)-QTrap-enhanced MS in the
positive mode analyses showed that, in addition to the already
identified compounds (Fig. 3A), the strains produce NF mole-
cules that were not described before. Enhanced product ion scan
MS/MS experiments in the positive mode were performed on the
twomajor compounds, m/z 1,393.6 (formerly described) and m/z
1,423.7 (the undescribed one) (Fig. 4A). The MS/MS spectra
recorded for these two compounds exhibited the same frag-
mentation pattern (the same B1, B2, B3, and B4) (Supplemen-
tary Fig. S2). This clearly indicated that the modification
producing the mass shift of 30 atomic mass units (amu) (1,423 to
1,393) specifically affects the fifth GlcNAc (“reducing-end”),
while it still carries an S group.
Only a few sugar modifications result in a mass difference of

30 amu: addition of a CH2O group or addition of two oxygen
with loss of two hydrogen (+2O _2H atoms). To determine
which modification is involved, the NF fractions were sub-
mitted to Fourier-transform ion cyclotron resonance MS/MS
analyses in the positive and in the negative electrospray ioni-
zation (ESI) modes (resolution of 195,000). The major member
of the new family exhibited an exact mass of 1,421.5857. The
mass default (0.5857) and the isotopic profile (M + 1 = 67%)
were compatible with the NF generic structure. The MS/MS
fragmentation pattern obtained in the negative mode indicated
clearly the loss of CO2 (

_43.99 amu) starting from the molec-
ular ion 1,421.59. The high-resolution m/z values of the mo-
lecular ions of the classical (1,391.6115) and the novel
(1,421.5857) structures were compared. The exact mass dif-
ference was 29.974 amu between the two NF series. The gain of
a CH2O would result in a mass difference of 30.011 amu. The
gain of two O associated with the loss of two H would result in
a difference of 29.988 amu. With a resolution of 195,000, the
third decimal is significant at a mass of 30 amu. Therefore, the
modification here observed on the classical NF structure is an
oxidation of the terminal sugar unit. To explain this +2O _2H,

the only possibility is that the reducing sugar is open and oxi-
dized into a diacid. This implies that the S group located on the
O-6 for the common structure has to migrate to the neighbor O-5.
The presence of the carboxylic groups explains the loss of
CO2 observed on the MS/MS spectrum.
To assess the presence of the carboxylic groups, we esterified

the sample with diazomethane and reanalyzed them by ESI
MS/MS. The new characterized NF-like molecules were dem-
onstrated as esterified twice with diazomethane. This con-
firmed the presence of two free carboxylic acids (m/z 1,437.6
and m/z 1,451.7).
Yet, the arrangement of these chemical groups (i.e., two

COOH, one N-acetyl, and one SO3H) remained hypothetical.
We were not able to write any alternative formula other than a
lipochito-tetramer decorated with a sulfated, dehydroxylated,
and N-acetylated adipic side chain (LCO-V open-chain oxi-
dized) (Fig. 3B). The newly described NF (MW 1,422.6) is a
member of a family that corresponds well to the classic family.
The structural variations mostly affected the lipid chain and the
presence of the carbamoyl group (LCO-Vopen-chain oxidized
C18:1/C18:0/C16:0, NMe/H, Cb/H, and S) (Fig. 3B; Table 1;
Supplementary Table S1). In both NF molecules, the classical
and open-oxidized ones, the acyl chain was mainly a C18:1, the
C18:0 and C16:0 being present in less than 10% of the mole-
cules. The percentage of open-chain oxidized structures in total
C. taiwanensis NF compounds varied from 38 to 77% in our
culture conditions (Table 1).
We constructed an noeM deletion mutant of CBM832, and

determined the structure of the NFs it produced. NFs secreted
by CBM832DnoeM were found to bear the same acyl groups as

Fig. 3. Chemical structure of main Nod factors produced by Cupriavidus

taiwanensis. A, Molecules previously identified and B, molecules newly
identified in this study. LCO = lipo-chitooligosaccharide. An asterisk (*)
indicates the open-oxidized terminal residue, where the position of the two
COOH, the N-acetyl, and the SO3H groups is hypothetical. In 10% of the
classical or open-oxidized molecules, the C18:1 acyl chain is replaced by a
C18:0 or C16:0 group and the carbamoyl or N-Me can be absent.

58



the wild-type strain. However, CBM832DnoeM only produced
the usual LCO-V (C18:1/C18:0/C16:0, NMe/H, Cb/H, and S)
structure when the open oxidized family is completely absent
(Fig. 4B; Table 1). The complementation of CBM832DnoeM
with the original noeM gene restored the production of LCO-V
open-chain oxidized (C18:1/C18:0/C16:0, NMe/H, Cb/H, and
S) molecules (Table 1). To confirm the role of noeM using
another genomic background, we introduced the wild-type or
the noeM-deleted pRalta in R. solanacearum GMI1000 and
analyzed the NFs of the two strains. GMI1000pRalta produced

both classical and open-chain oxidized LCO-V structures, while
GMI1000pRaltaDnoeM produced only the classical structure
(Table 1). This indicated that noeM is a nod gene involved in
the biosynthesis of an atypical NF structure.

noeM has specialized in rhizobial symbiosis.
To analyze the phylodistribution of noeM, we searched for

homologs of pRalta_0471 in data banks. We retrieved 78 dif-
ferent NoeM homologs originating from 136 different strains
belonging to a- and b-proteobacteria (Supplementary Table

Fig. 4. Ultrahigh-performance liquid chromatography (UPLC) mass spectrometry spectra of Cupriavidus taiwanensis Nod factors (NFs). The reversed-phase
SPE fraction eluting with 50% acetonitrile was subjected to tandem mass spectrometry analysis on a Q-Trap4500 system coupled with a UPLC devise. The
spectrum presented is the sum of the spectra obtained over the NF retention time domain. Even under strong acidic UPLC conditions, the presence of sodium
adducts was dominant (e.g., MH+ at m/z 1,393 with MNa+ at m/z 1,415 and M(Na)2+ at m/z 1,437 or 1,423.7 with 1,445.7 and 1,467.7, respectively). A, For
the LMG19424 and its streptomycin-resistant derivative CBM832, two compound families were observed. B, For the deletion mutant CBM832DnoeM, only the
usual NFs were detected.

Table 1. Summary of mass spectrometer analysesa

Exp Species Strain OD

Quantity LCO-V

(counts/scan)

Quantity LCO redox

(counts/scan)

1 Cupriavidus taiwanensis LMG19424 0.881 2.92 e6 8.50 e6

1 C. taiwanensis CBM832 0.678 6.50 e6 3.99 e6

2 C. taiwanensis CBM832 0.8 3.25 e6 2.70 e6

3 C. taiwanensis CBM832 0.71 2.00 e6 6.80 e6

4 C. taiwanensis CBM832 0.918 26.00 e6 18.00 e6

5 C. taiwanensis CBM832DnoeM 0.8 3.00 e6 0
6 C. taiwanensis CBM832DnoeM 0.27 0.57 e6 0
7 C. taiwanensis CBM832DnoeM 0.996 2.00 e6 0
3 C. taiwanensis CBM832DnoeM 0.668 12.60 e6 0
4 C. taiwanensis CBM832DnoeM::noeM 0.842 21.40 e6 12.40 e6

4 C. taiwanensis CBM832DnoeM::noeM 0.991 22.50 e6 15.00 e6

8 Rhizobium solanacearum GMI1000pRalta 0.443 17.2 e6 8.40 e6

9 R. solanacearum GMI1000pRalta 0.599 5.30 e6 10.20 e6

9 R. solanacearum GMI1000pRaltaDnoeM 0.52 0.74 e6 0
9 R. solanacearum GMI1000pRaltaDnoeM 0.546 0.93 e6 0

a Nod factors produced by C. taiwanensis and R. solanacearum derivatives. OD represents the optical cell density for each culture at 600 nm. LCO = lipo-
chitooligosaccharide. Quantities are given as ion intensities on the spectra summed over 1.1 min (Nod factor domain) and recorded after injecting 2 µl of the
SPE fraction dissolved in 250 µl of acetonitrile/H2O (1:1). Independent experiments (Exp) have different numbers.
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S2). These proteins fall into two groups. The first group (group
I) contained proteins exhibiting low similarity (£44% identity
in amino acid sequence, aligning ³57% of the query protein).
Proteins of this group are mainly from non rhizobial strains be-
longing to the Sphingomonas, Roseomonas, Devosia, Massilia,
or Comamonas genera but are also present in some rhizobial
strains (P. tuberum WSM4176 and DUS833, P. ribeironis
STM7296, and R. freirei PRF81). The second group (group II)
contained proteins exhibiting strong similarity with pRalta_0471
(³70% identity in amino acid sequence, aligning ³76% of
the query protein). All of the proteins of this group are from
rhizobial strains belonging to seven genera (i.e., Ensifer/
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Neorhizobium, and Rhizobium in
a-proteobacteria andParaburkholderia, Trinickia, andCupriavidus
in b-proteobacteria). Some strains in this group possess two
copies (Trinickia symbiotica JPY366 and Paraburkholderia sp.
CCGE1002 and JPY251). Group II proteins grouped into a
strongly supported phylogenetic clade, clearly separated from
other NoeM homologs (Fig. 5). Corresponding genes also
form a separate phylogenetic clade (Supplementary Fig. S3).
C. taiwanensisNoeM is predicted to be a transmembrane protein
with three N-terminal transmembrane helices and to contain a
C-terminal fatty acid hydroxylase domain of 134 amino acids
(IPR006694/PF04116) with one HXXXH and two HXXHH
motifs involved in iron binding (Shanklin et al. 1994) (Supple-
mentary Fig. S4). These features are highly conserved in all
proteins of group II, except in strains R. freirei PRF81, R. tropici
CIAT899, R. leucaenae CFN299, R. lusitanum P1-7, and Mes-
orhizobium helmanticense CSLC115N, where the NoeM ho-
mologous protein corresponds to a 39 fragment of a full-length
protein interrupted by a transposase, and is likely nonfunctional.
Among rhizobia possessing group II noeM homologs, 22

strains distributed in the Rhizobium, Sinorhizobium, Meso-
rhizobium, Paraburkholderia, and Cupriavidus genera have a
complete assembled genome (Fig. 5). In all of these strains, the
noeM gene is located on the symbiotic plasmid. The only ex-
ception is M. huakuii 7653R, where noeM is not located on the
plasmid that bears the common nodABC genes but on another
plasmid (pMHb), together with nodM. In all of these rhizo-
bial strains, except in R. tropici CIAT899, where noeM is
interrupted by a transposase, and in Paraburkholderia sp.
CCGE1002 upstream from the second copy of the gene, noeM
is preceded by a nod box. In these genomes, noeM is either
clustered with some symbiotic genes (e.g., R. etli sv. mimosae
Mim1) or away from them and framed by transposases (e.g.,
C. taiwanensis LMG19424), suggesting different evolutionary
histories (Fig. 6).
Altogether, this showed that a class of fatty acid hydroxylases

forming a separate phylogenetic clade are exclusively present
in rhizobia and connected to the nod regulation. Thus, we called
these genes and proteins that specialized in legume symbiosis
noeM and NoeM, respectively.

noeM is overrepresented in Mimosa symbionts.
Most of the rhizobial-retrieved NoeM sequences come from

strains originally isolated from Mimosa spp. (48%) or from
species belonging to the Mimoseae tribe (56%) of the Cae-
salpinioideae subfamily. To evaluate the link between noeM
and Mimosa symbiosis, we screened our collection of Mimosa
strains for the presence of noeM by PCR amplification and
sequencing of an internal fragment of noeM (Table 2). We
found that 22 of 35 (63%) of the Mimosa strains possess an
noeM gene. Phylogenetic analysis confirmed that nucleotidic
sequences belong to the noeM clade. Notably, all (n = 11) of the
Mimosa pudica strains harbored noeM, whatever their genus
affiliation or geographical origin, suggesting that this gene is a
feature of M. pudica symbionts. To explore this possibility, we

analyzed strains isolated from legumes belonging to other
Mimoseae genera (Anadenanthera, Piptadenia, Parapiptadenia,
Prosopis, and Goldmania) or to genera from other tribes
(Aspalathus, Dalbergia, and Phaseolus) for both the presence of
noeM and the capacity to nodulate M. pudica (Table 2). We
found a strong correlation between these two traits. All strains
nodulating M. pudica (i.e. 11 Paraburkholderia strains and 1
Sinorhizobium arboris strain isolated from legumes of the
Mimoseae tribe) possessed noeM. Conversely, most strains
possessing noeM nodulated M. pudica. Exceptions were strains
R. freirei PFR81, R. leucaenaeCFN299, R. tropici CIAT899, and
R. gallicum sv. gallicum R602 isolated from Phaseolus vulgaris;
R. gallicum UPRM8060 isolated from Piptadenia flava; and
S. arboris LM14917 and S. kostiense LMG19225 isolated from
Prosopis chilensis, which did not nodulate M. pudica in the
laboratory. Notably, in R. freirei PFR81, R. leucaenae CFN299,
and R. tropici CIAT899, noeM is interrupted by a transposase
(see above).

The noeM gene of C. taiwanensis is involved
in symbiosis with M. pudica.
To evaluate the role of noeM in the symbiotic capacity of

M. pudica symbionts, we constructed a deletion mutant of
C. taiwanensis CBM832, a streptomycin-resistant derivative
of LMG19424.
M. pudica plantlets were single inoculated with CBM832 or

its noeM mutant, and their nodulation followed over 28 days.
No significant difference was observed between the nodulation
kinetics of C. taiwanensis and of its noeM mutant (Supple-
mentary Fig. S5). To more deeply analyze the role of noeM in
the C. taiwanensis–M. pudica symbiosis, M. pudica plantlets
were coinoculated with a mixture (1:1 ratio, 5 × 105 total
bacteria per plant) of CBM832 constitutively expressing green
fluorescent protein (GFP) and CBM832DnoeM. Nodules were
collected at 21 and 42 days postinoculation (dpi). Each nodule
was individually analyzed for the presence and the quantity of
each strain by plating, allowing determination of the relative in
planta fitness (percentage of each strain recovered from all
nodules), the nodulation competitiveness (percentage of nod-
ules inhabited by each strain), and the nodule infection capacity
of each strain (number of bacteria per nodule for each strain).
The noeMmutant was much less fit in planta than the wild-type
strain, because mutant bacteria represented approximately 5.61
and 12.06% of the bacteria isolated from all nodules at 21 and
42 dpi, respectively (Fig. 7A). The differential fitness was due
to a lower nodulation competitiveness of CBM832DnoeM. This
strain formed only approximately 18.94% of total nodules at 21
dpi and 14.35% at 42 dpi (Fig. 7B). Yet, the CBM832DnoeM
capacity to infect nodules it induces seemed not to be altered,
because the numbers of bacteria per nodule were found to be
similar for both strains at 21 and 42 dpi (Fig. 7C). Comple-
mentation of CBM832DnoeM with the noeM gene restored the
in planta fitness and the nodulation competitiveness of the
strain (Fig. 7A and B).

DISCUSSION

Bacterial nod genes play a key role in the establishment of
nitrogen-fixing symbiosis by synthesizing the NF signaling
compounds that trigger the plant developmental program of
nodule organogenesis (Oldroyd and Downie 2008). Most NFs
described to date are oligomers of N-acetyl-D-glucosaminyl
residues, N-acylated on their nonreducing end, and substituted
by various groups on their reducing or nonreducing residues
(D’Haeze and Holsters 2002). A very few atypical NFs that do
not follow this rule have been described. As examples, 3-O
fucosylation and 3-O acetylation of the glucosamine residue
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next to the nonreducing residue were reported in Meso-
rhizobium loti (Olsthoorn et al. 1998) and R. galegae (Yang
et al. 1999) NFs, respectively, and a glucose is inserted in the
backbone of the molecule in S. fredii (Bec-Ferté et al. 1996).
Here, we found that C. taiwanensis LMG19424 produces, in

addition to the compounds previously described (Amadou et al.
2008), novel NF compounds where the reducing sugar is in the
open-chain form and oxidized (Fig. 3). This terminal residue
carries two carboxyl, one N-acetyl, and one S groups. Yet, the
arrangement of these chemical groups as proposed in Figure 3B

Fig. 5. Phylogenetic tree of protein sequences homologous to Cupriavidus taiwanensis NoeM. Maximum-likelihood phylogenetic tree based on 76 sequences
with 626 amino acid positions inferred by the MEGAX program. Numbers at internal nodes correspond to bootstrap support values (in percentages) obtained in
the analysis of 1,000 replicates using the same program and model of sequence evolution. Only bootstraps above 70 are indicated. Truncated sequences have
been excluded from the analysis. Strains in bold are rhizobia, strains underlined were isolated from a plant belonging to the Mimoseae tribe, and an asterisk (*)
indicates assembled genomes. C = Cupriavidus, Co = Comamonas, E = Ensifer, Ma = Massilia, M = Mesorhizobium, P = Paraburkholderia, R = Rhizobium,
Ro = Roseomonas, S = Sinorhizobium, and Sp = Sphingomonas.
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remains hypothetical, because complete assignment was not
possible. The presence of an open-chain terminal residue was
already described for the Leucaena leucocephala symbiont
Rhizobium sp. BR816 (Supplementary Fig. S6) and the Pha-
seolus vulgaris symbiont R. gallicum sv. gallicum R602, where
the “reducing” residue is a sulfated glucosaminitol with a
varying degree of acetylation (Snoeck et al. 2001; Soria-Diaz
et al. 2006). However, the terminal residue was found reduced
in strains BR816 and R602, whereas it is oxidized with two
carboxyl groups in C. taiwanensis LMG19424, increasing the
complexity of the structure.
We identified a gene (pRalta_0471), which we called noeM,

involved in the biosynthesis of these novel open-chain oxidized
NF structures. A C. taiwanensis strain lacking this gene did not
produce open-chain oxidized structures, whereas the reintro-
duction of noeM in this mutant restored the production of such
structures. Furthermore, introduction of a wild-type or an noeM-
deleted pRalta in R. solanacearum confirmed that C. taiwanensis
NoeM is involved in the modification of the terminal residue.
NoeM (275 amino acids) is predicted to belong to the fatty acid

hydroxylase superfamily (IPR006694/PF04116), a group of in-
tegral membrane proteins with an oxidoreductase activity and
mainly involved in lipid biosynthesis. Enzymes of this super-
family, which includes fatty acid and carotene hydroxylases as
well as sterol desaturases (Kim and Oh 2013), may thus include
members acting on the sugar side of liposaccharides. Rhizobium
sp. BR816 and R. gallicum R602, which both produce NFs
with an open “reducing sugar”, also contain a very close NoeM
homolog (76% amino acid identity, aligning 99% of the
C. taiwanensis protein). However, this terminal residue is re-
duced, except if open-chain oxidized structures have been missed
due to early technology. Thus, we hypothesize that noeM is in-
volved in the production of an open-chain reduced terminal
residue, while another still undetermined protein or proteins—
present in C. taiwanensis—is involved in the further oxidation of
this residue. Indeed, it is unlikely that a single enzyme catalyzes
the two (several) steps of the LCO-V (C18:1/C16:0, NMe, Cb/H,
and S) modification (i.e., aldehyde reduction of a spontaneously
opened reducing sugar and the oxidation of the glucosaminitol
group) after the migration of the sulfate to the O-5 position.

Fig. 6. Genomic context of noeM genes. Genes are represented by arrows of different colors and nod boxes are represented by red bars. Not all open reading
frames are represented. Data for Rhizobium grahamii is from Althabegoiti et al. (2014).
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Table 2. Presence of noeM and nodulation of Mimosa pudica (Nod) in a collection of legume isolatesa

Genus Species Strain Original host plant

Host plant

tribe

Geographic

origin Nod noeM

Strain

source/reference

Bradyrhizobium sp. STM7329 Piptadenia paniculata Mimoseae Brazil _ 0 Bournaud et al. 2013
Bradyrhizobium sp. STM7331 Piptadenia paniculata Mimoseae Brazil _ 0 Bournaud et al. 2013
Bradyrhizobium sp. STM7333 Piptadenia paniculata Mimoseae Brazil _ 0 Bournaud et al. 2013
Bradyrhizobium sp. STM7378 Goldmania paraguensis Mimoseae Brazil _ 0 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia caribensis STM1423 Dalbergia louveli Dalbergieae Madagascar _ 0 Rasolomampianina

et al. 2005
Paraburkholderia caribensis STM1424 Dalbergia louveli Dalbergieae Madagascar _ 0 Rasolomampianina

et al. 2005
Paraburkholderia caribensis TJ183 Mimosa pudica Mimoseae Taiwan … 1 Chen et al. 2003a
Paraburkholderia diazotrophica STM7399 Anadenanthera peregrina Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia diazotrophica STM7439 Anadenanthera colubrina Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia mimosarum PAS44T Mimosa pigra Mimoseae Taiwan … 0 Chen et al. 2006
Paraburkholderia nodosa JPY258 Mimosa albolanata Mimoseae Brazil … 1 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia nodosa JPY280 Mimosa claussenii Mimoseae Brazil … 1 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia nodosa JPY629 Mimosa cyclophylla Mimoseae Brazil … 1 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia nodosa STM7353 Piptadenia trisperma Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia nodosa STM7363 Parapiptadenia

pterosperma

Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013

Paraburkholderia phenoliruptrix JPY580 Mimosa cordistipula Mimoseae Brazil … 1 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia phenoliruptrix JPY582 Mimosa hexandra Mimoseae Brazil … 1 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia phenoliruptrix STM7317 Piptadenia gonocantha Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia phenoliruptrix STM7324 Piptadenia paniculata Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia phenoliruptrix STM7415 Anadenanthera peregrina Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia phenoliruptrix STM7454 Anadenanthera colubrina Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia phymatum STM4206 Mimosa pudica Mimoseae French Guiana … 1 Mishra et al. 2012
Paraburkholderia sabiae STM7319 Piptadenia gonocantha Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia sabiae STM7419 Anadenanthera peregrina Mimoseae Brazil + 1 Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia sp. STM7296 Piptadenia gonocantha Mimoseae Brazil + 1* Bournaud et al. 2013
Paraburkholderia tuberum JPY303 Mimosa velloziana Mimoseae Brazil … 0 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia tuberum JPY156 Mimosa setosa

var. paludosa
Mimoseae Brazil … 0 Bontemps et al. 2010

Paraburkholderia tuberum JPY158 Mimosa pigra Mimoseae Brazil … 0 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia tuberum JPY161 Mimosa foliolosa Mimoseae Brazil … 0 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia tuberum JPY623 Mimosa radula Mimoseae Brazil … 0 Bontemps et al. 2010
Paraburkholderia tuberum STM6020 Mimosa pudica Mimoseae French Guiana … 1 Mishra et al. 2012
Paraburkholderia tuberum STM678 Aspalathus carnosa Crotalarieae South Africa _ 0* Moulin et al. 2001
Cupriavidus sp. MAPUD 10.1 Mimosa pudica Mimoseae Costa Rica … 1 Andrus et al. 2012
Cupriavidus sp. UYMMa02A Mimosa magentea Mimoseae Uruguay … 1* Iriarte et al. 2016
Cupriavidus sp. ip 2.35/pp2.35 Mimosa diplotricha Mimoseae Philippines … 1 Andrus et al. 2012
Cupriavidus sp. MYM 10 Mimosa diplotricha Mimoseae Porto Rico … 1 Andrus et al. 2012
Cupriavidus sp. pp 2.41 Mimosa pudica Mimoseae Philippines … 1 Andrus et al. 2012
Cupriavidus sp. pp 2.75 Mimosa pudica Mimoseae Philippines … 1 Andrus et al. 2012
Cupriavidus sp. SWF66194 Mimosa pudica Mimoseae China … 1 Liu et al. 2011
Cupriavidus taiwanensis STM6077 Mimosa pudica Mimoseae New Caledonia … 1 Klonowska et al. 2012
Cupriavidus taiwanensis STM6133 Mimosa pudica Mimoseae New Caledonia … 1 Klonowska et al. 2012
Ensifer sp. MH37.1 Mimosa himalayana Mimoseae India … 0 Gehlot et al. 2013
Ensifer sp. MHM12.2 Mimosa hamata Mimoseae India … 0 Gehlot et al. 2013
Mesorhizobium chacoense LMG 19008T Prosopis alba Mimoseae Argentina _ 0 Velazquez et al. 2001
Mesorhizobium chacoense LMG 19009 Prosopis alba Mimoseae Argentina _ 0 Velazquez et al. 2001
Mesorhizobium chacoense STM7859 Prosopis alba Mimoseae Argentina _ 0 Velazquez et al. 2001
Rhizobium etli TJ169 Mimosa diplotricha Mimoseae Taiwan … 0 Chen et al. 2003a
Rhizobium etli sv. mimosae Mim-7-4 Mimosa affinis Mimoseae Mexico … 1 Wang et al. 1999
Rhizobium freirei PRF81 Phaseolus vulgaris Phaseolinae Brazil _ 1*§ Ormeño-Orrillo et al. 2012
Rhizobium gallicum UPRM8060 Piptadenia flava Mimoseae Puerto Rico _ 1 Zurdo-Piñeiro et al. 2004
Rhizobium gallicum sv. gallicum R602T Phaseolus vulgaris Phaseolinae France _ 1* Geniaux et al. 1993
Rhizobium giardinii sv. giardini H152T Phaseolus vulgaris Phaseolinae France _ 0 Amarger et al. 1997
Rhizobium leucaenae CFN299 Phaseolus vulgaris Phaseolinae Mexico _ 1*§ Ribeiro et al. 2012
Rhizobium mesoamericanum STM3629 Mimosa pudica Mimoseae French Guiana … 1 Mishra et al. 2012
Rhizobium mesoamericanum STM6135 Mimosa pudica Mimoseae New Caledonia … 1 Klonowska et al. 2012
Rhizobium mesoamericanum STM6161 Mimosa pudica Mimoseae New Caledonia … 1 Klonowska et al. 2012
Rhizobium sp. STM7330 Piptadenia paniculata Mimoseae Brazil _ 0 Bournaud et al. 2013
Rhizobium sp. STM7379 Mimosa foetidus Mimoseae Brazil … 0 Bournaud et al. 2013
Rhizobium sp. STM7420 Anadenanthera peregrina Mimoseae Brazil _ 0 Bournaud et al. 2013
Rhizobium sp. STM7426 Anadenanthera peregrina Mimoseae Brazil _ 0 Bournaud et al. 2013
Rhizobium sp. TJ167 Mimosa diplotricha Mimoseae Taiwan … 0 Chen et al. 2003a
Rhizobium sp. NGR181 Mimosa invisa Mimoseae Papua New

Guinea
… 0 Elliott et al. 2009

Rhizobium tropici CIAT 899 Phaseolus vulgaris Phaseolinae Colombia _ 1*§ Ormeño-Orrillo et al. 2012
Rhizobium tropici TJ172 Mimosa diplotricha Mimoseae Taiwan … 1 Chen et al. 2003a
Rhizobium tropici UPRM8021 Mimosa ceratonia Mimoseae Puerto Rico … 0 Zurdo-Piñeiro et al. 2004
Sinorhizobium arboris LMG 14917 Prosopis chilensis Mimoseae Kenya _ 1 Nick et al. 1999
Sinorhizobium arboris LMG 14919 Prosopis chilensis Mimoseae Soudan + 1* Nick et al. 1999
Sinorhizobium kostiense LMG 19225 Prosopis chilensis Mimoseae Soudan _ 1 Martens et al. 2008

a The presence of noeMwas analyzed by PCR, except for strains labeled with an asterisk (*), where the presence or absence of noeMwas evidenced by genome
sequence analysis. Symbol: § indicates that the noeM sequence corresponds to a truncated gene.
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Further studies should confirm this hypothesis or assess which
biochemical reaction is catalyzed by NoeM. NoeM, like NodC,
is a transmembrane protein, while all other nodulation proteins
involved in NFs synthesis are cytosolic. It has been proposed that
the Nod proteins form a multienzyme complex anchored in the

inner membrane via NodC, allowing NF assembly on the cyto-
plasmic face of the inner membrane (Mergaert et al. 1997).
NoeM could be part of the NodC complex or of another enzyme
complex anchored in the inner membrane via this protein.
NoeM appeared to have specialized in rhizobial symbiosis. A

phylodistribution analysis revealed that C. taiwanensis NoeM
homologs split into two groups of proteobacterial proteins
based on their homology with the query protein. The first group
exhibited less than 44% identity in amino acid sequence while
the second group exhibited more than 70%. Although homo-
logs of the first group are distributed in rhizobial and non-
rhizobial strains, homologs of the second group are only present
in rhizobial species; specifically, species belonging to the
genera Ensifer/Sinorhizobium, Mesorhizobium, Neorhizobium,
and Rhizobium in a-proteobacteria and Paraburkholderia, Tri-
nickia, and Cupriavidus in b-proteaobacteria. In sequenced rhi-
zobial genomes, noeM was found located in symbiotic plasmids
downstream from a nod box, and sometimes clustered with other
symbiotic (nod or nif/fix/fdx) genes. Moreover, inC. taiwanensis,
noeM expression is induced by an nodABC-inducing flavonoid
(luteolin) (Amadou et al. 2008) and is controlled by nodD. No-
tably, noeM, as nodB (Marchetti et al. 2011), is expressed all
along the symbiosis, in bacteria colonizing the rhizosphere,
infection sites, and infection threads as well as bacteroids. Ex-
pression in bacteroids was rarely observed in the rhizobium–
legume symbiosis (Schlaman et al. 1991). Thus, we assigned the
term noeM to these newly identified rhizobial genes that encode
a protein involved in NF biosynthesis.
The specialization of a group of fatty acid hydroxylases into

nod genes may have occurred in several steps (i.e., duplication
of a gene of the fatty acid hydroxylase family, acquisition of
biochemical activity on NFs if the original one did not possess
it, and connection to the nodulation regulation pathway). noeM
genes may then have spread to various rhizobial branches of a-
and b-proteobacteria via horizontal gene transfer, resulting in
incongruency between the taxonomical and noeM gene trees
(Fig. 5). Most nod genes are monophyletic and are thought to
have originated from such functional divergence and horizontal
transfer (Aoki et al. 2013; Persson et al. 2015).
The nod genes encoding enzymes involved in the modifica-

tion of the NF core structure have been shown to contribute
nodulation efficiency or host specificity (Perret et al. 2000).
Indeed, the presence of some host-specific nod genes has been
correlated to the legume host spectrum (Lorquin et al. 1997).
Although hundreds of rhizobial genomes have been sequenced
(Joint Genome Institute Genomes OnLine Database), we only
found noeM in 120 rhizobial genomes of the Rhizobium,
Sinorhizobium (Ensifer), Mesorhizobium, Neorhizobium, Par-
aburkholderia, Trinickia, and Cupriavidus genera, 75% of them
corresponding to isolates of the Mimoseae tribe. Specifically,
noeM was identified in all Mimosa pudica isolates (this study)
(Clerissi et al. 2018) and in all tested strains nodulating
M. pudica, strongly suggesting that this gene plays a role in
M. pudica symbiosis. Consistently, we found that it is required
for optimal nodulation of M. pudica in C. taiwanensis because
an noeM-deletion mutant had decreased nodulation competi-
tiveness. Although noeM was not required for M. pudica nod-
ulation in the laboratory, a role in nodulation efficiency may
have a crucial impact in the field, where bacteria are in com-
petition with many other rhizobia (Yates et al. 2011). However,
the presence of a full-length noeM is not indicative of the ca-
pacity to nodulate M. pudica. This is the case of the Phaseolus
symbiont R. gallicum sv. gallicum R602, which does not nod-
ulate M. pudica, possesses noeM, and produces open-reduced
NFs. The inability to nodulate M. pudica may be due to in-
compatibility factors such as secretion systems that prevent
nodulation of some host plants (Nelson and Sadowsky 2015).

Fig. 7. Role of noeM in symbiosis withMimosa pudica.M. pudica plantlets
were coinoculated with a mix (1:1 ratio) of two Cupriavidus taiwanensis

CBM832-derived strains, either wild-type green fluorescent protein (WT-
GFP)/DnoeM or WT-GFP/DnoeM::noeM. A, Relative in planta fitness; B,
competitiveness for nodulation; and C, nodule infection capacity were
analyzed by plating bacterial populations of nodules individually collected
at 21 and 42 days postinoculation (dpi). In A and B, the percentage of
bacteria or nodules is represented for each strain. Box plots in C repre-
sent the distribution of the number of bacteria recovered per nodule.
Central rectangles span the first quartile to the third quartile (that is, the
interquartile range), bold segments inside rectangles show the median, spots
indicate suspected outliers, whiskers above and below the box show either
the locations of the minimum and maximum in the absence of suspected
outlying data. For the WT-GFP/DnoeM inoculum, 118 nodules were col-
lected from 26 plants at 21 dpi and 136 nodules were collected from 23
plants at 42 dpi. For the WT-GFP/DnoeM::noeM inoculum, 121 nodules
were collected from 23 plants at 21 dpi and 197 nodules were collected
from 24 plants at 42 dpi. Data were from three independent experiments. An
asterisk (*) indicates statistically significant difference between the two
bacterial populations (P < 0.05, Student’s t test with paired data at each time
point for A and B and Wilcoxon rank sum test with continuity correction
for C).
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Future studies should determine whether the production of
open-oxidized NFs is a feature of M. pudica symbionts.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions.
Strains and plasmids used in this study are listed in Table 3.

C. taiwanensis strains were grown at 28�C on tryptone-yeast
(TY) medium supplemented with 6 mM CaCl2 (Marchetti et al.
2010) or on minimal pseudo (MP) medium (Capela et al. 2017)
supplemented with 10 mM succinate (MPS). R. solanacearum
strains were grown at 28�C on B medium supplemented with 28
mMglucose (Capela et al. 2017) or onMPmedium (Capela et al.
2017) supplemented with 10 mM glutamate. E. coli strains were
grown at 37�C on Luria-Bertani medium. Antibiotics were used
at the following concentrations: streptomycin at 200 µg/ml, tri-
methoprim at 100 µg/ml, tetracycline at 10 µg/ml, chloram-
phenicol at 12.5 µg/ml, carbenicillin at 50 µg/ml, and kanamycin
at 25 µg/ml (for E. coli) or 50 µg/ml (for R. solanacearum).

Mutant construction.
Primers used for mutant constructions are listed in Supple-

mentary Table S3. Unlabeled noeM and nodD deletion mutants
of C. taiwanensis CBM832 were constructed using the

mutagenesis system developed by Flannagan et al. (2008), as
described before (Daubech et al. 2017). Regions upstream and
downstream from noeM were amplified with the oCBM3269-
oCBM3271 and oCBM3272-oCBM3274 primer pairs using
GoTaq DNA polymerase (Promega Corp.). The two PCR
products were digested with XbaI-BamHI and BamHI-EcoRI,
respectively, and cloned into the pGPI-SceI plasmid digested by
XbaI and EcoRI. Ligation products were transformed into a
DH5a lpir E. coli strain. The resulting plasmid was transferred
into CBM832 by triparental mating using pRK600 as helper
plasmid. Deletion of nodD was performed in the same way,
using the oCBM3365-oCBM3366 and oCBM3367-oCBM3368
primer pairs. Transconjugants that have integrated the plasmid
by single crossing over were selected on streptomycin and tri-
methoprim and verified by PCR using the oCBM3315-oCBM3274
and oCBM3316-oCBM3269 primer pairs (noeM) or the primers
oCBM3358-oCBM3368 and oCBM3363-oCBM3365 (nodD).
The pDAI-SceI replicative plasmid was then introduced into these
strains by conjugation using pRK2013 as helper plasmid and se-
lected on tetracyclin. Expression of the I-SceI nuclease causes a
double strand break into the inserted plasmid and promotes DNA
recombination. Deleted mutants were screened for trimethoprim
sensitivity and verified by PCR using the oCBM3315/oCBM3316
(noeM) or oCBM3358/oCBM3363 (nodD) primer pairs. Mutants

Table 3. Strains and plasmids used in this study

Bacterium, plasmid Relevant characteristicsa Reference or source

Escherichia coli

DH5a F recA lacZ M15, CarR Bethesda Research Laboratory
DH5a lpir F recA lacZ M15 lpir, TriR HP Schweizer

Cupriavidus taiwanensis

CBM832 LMG19424 derivative, StrR Marchetti et al. 2010
CBM2700 CBM832 carrying a psbA promoter (Pps)-green fluorescent protein (GFP)

fusion downstream glmS, StrR
Daubech et al. 2017

CBM2708 CBM832 carrying a Pps-mCherry fusion downstream glmS, StrR Daubech et al. 2017
CBM2720 CBM832 carrying the nifH promoter region (PnifH) fused to mCherry

downstream glmS, StrR
This study

CBM2856 CBM832 carrying a 549-bp internal deletion in noeM, StrR This study
CBM2858 CBM832 carrying a 404-bp DNA fragment upstream from noeM (PnoeM) fused

to mCherry downstream from glmS, StrR
This study

CBM2927 CBM832 carrying a 642-bp internal deletion in nodD, StrR This study
CBM2964 CBM2856 carrying a 234-bp DNA fragment including noeM and its promoter

region downstream from glmS, StrR
This study

CBM2988 CBM2927 carrying a 404-bp DNA fragment PnoeM fused to mCherry
downstream from glmS, StrR

This study

Rhizobium solanacearum

CBM124 GMI1000 pRalta::Tri, TriR Marchetti et al. 2010
CBM2689 CBM124 derivative carrying a 549-bp internal disruption by a kanamycin

cassette in noeM, TriR, KanR
This study

Plasmids
pGEM-T Cloning vector Promega Corp.
pGPI-SceI oriR6K, mob+, carries an I-SceI site, TriR Flannagan et al. 2008
pDAI-SceI oripBBR1, mob+, carries the I-SceI gene, TetR Flannagan et al. 2008
pCM162 pGPI-SceI carrying the glmS-Ralta_A0206 intergenic region interrupted by a

Pps-mCherry fusion, TriR
Daubech et al. 2017

pCM164 pGPI-SceI carrying the glmS-Ralta_A0206 intergenic region interrupted by an
nifH-mCherry fusion, TriR

This study

pCBM197 pGPI-SceI carrying the glmS-Ralta_A0206 intergenic region interrupted by an
noeM (C. taiwanensis)-mCherry fusion, TriR

This study

pCBM198 pGPI-SceI carrying the C. taiwanensis noeM 59 and 39 regions, TriR This study
pCBM199 pGPI-SceI carrying the nodD 59 and 39 regions, TriR This study
pCBM201 pGPI-SceI carrying the glmS-Ralta_A0206 intergenic region interrupted by

noeM from C. taiwanensis and its promoter region, TriR
This study

pCBM202 pGEM-T carrying carrying noeM from C. taiwanensis and a 404-bp DNA
fragment upstream from the gene

This study

pRK600 Helper plasmid, ChlR Finan et al. 1986
pRK2013 Helper plasmid, KanR Figurski and Helinski 1979
pJQ200 oriP15A, mob+ (RP4 oriT), GmR, suicide plasmid Quandt and Hynes 1993

a CarR, TriR, StrR, KanR, TetR ChlR, and GmR indicate resistant to carbenicillin, trimethoprim, streptomycin, kanamycin, tetracycline, chloramphenicol, and
gentamicin, respectively.
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were cultivated on unselective TY medium and tetracycline-
sensitive colonies having lost the pDAI-SceI plasmid were
selected.
An unlabeled C. taiwanensis noeM mutant complemented

with noeM was constructed by inserting a 1,234-bp DNA
fragment including noeM and its 404-bp upstream region in the
CBM2856 intergenic region between the glmS and RALTA_A0206
genes using the same pGPI-SceI/pDAI-SceI mutagenesis system
described above. Regions upstream and downstream from noeM
were amplified with oCBM3279-oCBM3430 using the phusion
DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific). The PCR products
were digested with AvrII and SpeI, respectively, and cloned into
pCM162 digested by AvrII and SpeI. Ligation products were
transformed into a DH5a lpir E. coli strain and then transferred
intoC. taiwanensisCBM2856 by triparental mating using pRK600
as helper plasmid. Transconjugants were verified by PCR using
the oCBM2739-oCBM3430 and oCBM3279-oCBM2740 primer
pairs. Integration of the DNA fragment by crossing over was
carried out using the pDAI-SceI plasmid as described above and
verified by PCR using the oCBM2739-oCBM2740 primer pair.
The nifH-mCherry and noeM-mCherry fusions were inserted

into the wild type and into the nodD mutant of C. taiwanensis
at the same chromosomal locus (i.e., in the intergenic region
between the glmS and RALTA_A0206 genes using the same
pGPI-SceI/pDAI-SceI mutagenesis system. The fusions were
constructed using pCBM162 digested by EcoRI and SpeI. The
promoter regions of noeM and nifHwere amplified by PCR using
the oCBM3279-oCBM3165 and the oCBM2617-oCBM2618
primer pairs, respectively. The PCR products were digested by
EcoRI and SpeI and cloned in the digested pGPI, then inserted
into the strains. Transconjugants were verified by PCR using
the oCBM2739-oCBM2618/oCBM2617-oCBM2740 (nifH-
mCherry fusions) or the oCBM2739-oCBM3165/oCBM3279-
oCBM2740 (noeM-mCherry fusions) primer pairs. Integration of
the DNA fragment by crossing over was carried out using the
pDAI-SceI plasmid as described above and verified by PCR
using the oCBM2739-oCBM2740 primer pair.
For the construction of the noeM deletion mutant of

R. solanacearum CBM124, the 59 and 39 flanking regions
were PCR amplified using the oCBM3388-oCBM3370 and
oCBM3371-oCBM3372 primer pairs, respectively. The PCR
products were digested with EcoRI/Acc65I and SacI/SacII,
respectively, and cloned one after the other into pCM184 (Marx
et al. 2002) digested with EcoRI/Acc65I and SacI/SacII. Li-
gation products were transformed into a DH5a l E. coli strain.
The plasmid was linearized with EcoRI and introduced into
R. solanacearum CBM124 by natural transformation, as de-
scribed by Capela et al. (2017). The transformants were se-
lected on kanamycin and the construction was verified using
the oCBM3315-oCBM3316 primer pair.

NF purification and characterization.
Strains were grown in minimal media overnight, then diluted

to OD = 0.1 and cultivated for 5 h, then diluted to OD = 0.05 in
1 liter of MPS and cultivated 2 h before adding 10 µM luteolin.
Cultures were grown for an additional 24 h and stopped at
midexponential phase. Cultures were centrifuged at 3,500 rpm
and supernatants extracted twice with 1-butanol. The organic
fractions were pooled, washed with water, and vacuum dried.
After dissolution in water and extraction with ethyl acetate, the
fraction was dried again. The obtained residue was submitted to
an SPE cleaning on a C18 5-µm reversed-phase stationary
phase (Macherey and Nagel) conditioned with water. Three
fractions were collected: the 20% acetonitrile (ACN) in water,
50% ACN in water, and finally 100% ACN elution. The frac-
tions were then submitted to mass spectrometric analyses. The
mass spectrometer was a QTrap4500 (AB Sciex) equipped with

a UPLC device (Dionex Thermo Fisher Scientific). Analyses
were performed in the less-selective positive mode. To increase
the signal, enhanced mass spectra were acquired using the
linear trap. MS/MS spectra were also acquired to assess the
structure of the different compounds.

Plant tests.
M. pudica seed (B&T World Seed) were sterilized as de-

scribed (Chen et al. 2003b). Seedlings were cultivated in Gib-
son tubes, as previously described (Marchetti et al. 2014).
Plantlets were inoculated with a single strain for nodulation
kinetics (0.5 × 106 bacteria/plant) or with a mixture of
C. taiwanensis derivatives (GFP-labeled and unlabeled DnoeM
mutant, ratio 1:1; 106 total bacteria/tube) for in planta fitness,
nodulation competitiveness, and nodule infection capacity
analysis. Nodules of coinoculated plants were individually
collected at 21 or 42 dpi, surface sterilized for 15 min in a 2.5%
sodium hypochlorite solution, rinsed with water, and crushed.
Each nodule crush was diluted in water and plated using an easy
spiral automatic plater (Interscience). Green colonies (GFP-
labeled strains) were counted after 2 days of incubation at 28�C,
under a fluorescence stereo zoom microscope (Axiozoom V16;
Zeiss) when appropriate. From these data, we calculated the in
planta fitness (total bacteria recovered divided by the number
of total nodules), the nodulation competitiveness (number
of nodules inhabited by a given strain divided by the number of
total nodules), and the nodule infection capacity (number of
bacterial cells per nodule inhabited by a given strain) for each
inoculated strain.
To analyze the expression of noeM during symbiosis, plants

were grown on 12-cm2 plates (three plants per plate) containing
slanting nitrogen-free Fahraeus agar medium for 3 days at
28�C. Roots were covered with a sterile, gas-permeable, and
transparent plastic film (BioFolie 25; Sartorius AG, Vivas-
cience). Plants were inoculated with 107 mCherry-tagged
bacteria per plant. Roots were collected at 24 h post-
inoculation and 7 dpi and fixed in 3.2% paraformaldehyde. The
fixed roots were observed using a confocal microscope (Con-
focal Leica SP8). Nodules were collected at 21 dpi and cut for
nodule sections 55 mm thick using a Leica VT1000S vibra-
tome. Samples were observed by using a fluorescence micro-
scope (Zeiss Axiophot).

Quantitative RT-PCR.
Bacteria were cultivated overnight in 30 ml of MPS medium.

Overnight cultures were diluted to OD = 0.1 in 100 ml of MPS
and cultivated for additional 2 h at 28�C. Cultures were then
divided into two equal cultures of 50 ml, and luteolin (10 µM
final concentration) or absolute ethanol was added. Cultures
were harvested 5 h 30 min after luteolin induction by adding
1/10 volume of cold phenol/ethanol (5:95) mixture, then
centrifuged for 15 min at 4�C at 4,000 rpm. The pellets were
frozen in liquid nitrogen and stored at _80�C until RNA ex-
traction. For RNA extraction, pellets were resuspended in ly-
sozyme at 1 mg/ml in Tris-EDTA (10:1, pH 8) buffer and
incubated for 5 min at room temperature. A mirVana kit
(Ambion) was used for the extraction of the RNAs. To remove
residual genomic DNA, the RNAs were treated at 37�C for
30 min with Turbo DNase and purified with the Sureprep kit
(Fisher BioReagents) twice. The quality of the extracted RNAs
was assessed using a 2100 Bioanalyzer instrument (Agilent
Technologies) and their concentration was determined using a
Nanodrop ND 1000 spectrophotometer (ThermoFisher Scien-
tific). For quantitative RT-PCR, 1 µg of RNA was reverse
transcribed using the Transcriptor Reverse Transcription kit
(Roche, Life Technologies) and random hexamers as primers
(Invitrogen). Real-time PCRs were run on a LightCycler system
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(Roche, Life Technologies) using the Eurogentec Takyon qPCR
kit (Eurogentec). The hisB and rpoA genes were used as ref-
erence genes. Primer pairs oCBM3812/foCBM3813 for hisB,
oCBM3814/oCBM3815 for rpoA, oCBM1513/oCBM1514 for
nodB, and oCBM1515/oCBM1516 for noeM) were used for
quantitative PCR.

Quantification of the mCherry expression.
Bacteria were cultivated overnight in MPS, diluted to OD =

0.05, and cultivated for an additional 3 h. Luteolin (10 µM final
concentration) or the same volume of ethanol absolute was
added and 200 µl from each culture was distributed in triplicate
on 96-well microplates. Fluorescence and growth were mea-
sured using The FLUOstar Omega (BMG LABTECH) over
24 h.

noeM homologs, symbiotic plasmids, and nod boxes.
We searched for pRalta_0471 homologs in Refseq proteins

using blastP (searched on 10 October 2018). We discarded hits
with e-values < 10-5, with <40% identity in amino acid se-
quence, or aligning <50% of the query protein. Conversely,
homologous proteins were blasted against the C. taiwanensis
proteome to identify bidirectional best hits (BBH). BBH lack-
ing stops and frameshifts and aligning >70% of the query
protein were defined as putative orthologs. Hits exhibiting
>70% identity in amino acid sequence and aligning >70% of
the query protein were defined as NoeM proteins. Plasmids
were identified as symbiotic plasmids when they bore the
common nodABC genes. For nod box prediction, 1 kb upstream
from noeM were extracted from genome sequences and the
AT(N11)AT(N7)AT(N11)AT motif was searched using Patscan
(Dsouza et al. 1997) and confirmed by expert examination. For
the screening of the presence of noeM homologs in rhizobial
strains, DNAwas extracted using a quick Proteinase K method
(Wilson 1987) and amplified using the primer pairs St_desF1
and St_desR2, which allowed the most efficient universal am-
plification of an internal noeM 650-bp sequence. PCR ampli-
fications were performed with GoTaq DNA Polymerase
(Promega Corp.) according to the manufacturer’s instructions,
and using 0.625 U of GoTaq, 2.5 µmol each dNTP, and 20 µmol
each primer in 25 µl of volume reaction. PCR protocol included
1 min of initial DNA denaturation at 95�C; 35 cycles with 30 s
of denaturation at 95�C, 30 s of hybridization at 55�C, and
1 min of elongation at 72�C; and a final step of 10 min at 72�C.
PCR amplification products were checked for purity by elec-
trophoresis, and sent for sequencing with the St_desR2 primer.

Alignment and phylogenetic analyses.
The phylogenetic tree of NoeM protein sequences was built

using the the MEGA X program (Kumar et al. 2018). Multiple
alignment was performed using Muscle. The evolutionary
history of sequences was inferred by using the maximum-
likelihood method (Le and Gascuel 2008). The tree with the
highest log likelihood (_13,534.96) is shown. Initial trees for
the heuristic search were obtained automatically by applying
neighbor-joining and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise
distances estimated using a JTT model, then selecting the to-
pology with superior log-likelihood value. The multiple se-
quence alignment of rhizobial NoeM was performed using
Multalin, version 5.4.1.

Statistical analyses.
For the statistical analysis of the mCherry expression, growth

curves were fitted to logistic equations using the R package
GrowthCurver (version 0.3.0) to obtain interpretable metrics
from microbial growth curves (Sprouffske and Wagner 2016).
The area under the logistic curve (AUC), which provides a

metric (the logistic AUC) that integrates information from the
logistic parameters, was used in a two-way analysis of variance
(ANOVA) examining the effect of the luteolin on psbA::
mCherry and noeM::mCherry, taking into account biological
repeats. Assumptions of the ANOVA were verified (a = 0.05)
using a Shapiro test for error normality distribution and a
Bartlett test for error homoscedasticity. Post-hoc analyses were
performed using the Tukey honestly significant difference test
(a = 0.05).
For the statistical analysis of the nodulation kinetics, the area

under the curves of each experiment was calculated using the
the R package agricolae (version1.3-1) and compared between
strains using Student’s test in R.
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Supplementary Figure S1. Expression of noeM in free-living cultures. Wild-type (WT) and mutant (DnodD) strains of C. taiwanensis bearing a mCherry
fusion were cultivated in MPS minimal medium in presence (+L) or absence (-L) of 10µM luteolin. mCherry fluorescence and OD (initial OD=0.1) were
monitored over 24h. PpsbA-mCherry and PnifH-mCherry were used as positive and negative controls, respectively. Stationary phase was reached between 10
and 12h after medium inoculation. Treatments with the same letter are not significantly different (p>0,05, ANOVA) considering the logistic AUC.

Supplementary Figure S2. A) UPLC-MS/MS spectra of C. taiwanensis Nod factors. The MS/MS spectra of the molecular ions ([M+H]+: m/z 1393 and m/z
1423.7 are presented on the top and bottom respectively. The two identical fragmentation pattern indicate that the structure of the two molecules is identical
from the non-reducing end to the penultimate GlNAc subunit. The mass difference affects only the terminal sugar (“reducing end”). B) FT-ICR-MS analysis.
Left: the isotopic profile of the molecular ion obtained in the negative ionisation mode for the major open oxidized NF. Right: formula deduced from the exact
mass observed. C) ESI/MS of the methylated sample. After methylation with diazomethane the open-oxidized compound can accept up to two methylations
indicating the presence of two carboxylic acids.



Supplementary Figure S3. Phylogenetic tree of genes encoding protein sequences homologous to C. taiwanensis NoeM. Maximum likelihood phylo-
genetic tree based on 131 sequences with 2197 nucleotidic positions inferred by the MEGA X program. Numbers at internal nodes correspond to bootstrap
support values (in %), obtained in the analysis of 1000 replicates using the same program and model of sequence evolution. Only bootstraps above 70 are
indicated. Truncated sequences have been excluded from the analysis. Strains in bold are rhizobia, strains in green were isolated from a plant belonging to the
Mimoseae tribe and * indicates assembled genomes. C, Cupriavidus. Co, Comamonas. E, Ensifer. Ma, Massilia. M, Mesorhizobium. P, Paraburkholderium. R,

Rhizobium. Ro, Roseomonas. S, Sinorhizobium. Sp, Sphingomonas.

 



Supplementary Figure S4. Alignement of NoeM proteins. Multiple sequence alignment with hierarchical clustering performed on protein sequences with
Multalin version 5.4.1. P., Paraburkholderia; R., Rhizobium; M., Mesorhizobium; C., Cupriavidus. Consensus 1 was obtained from the alignment of the 7
strains above and consensus 2 was obtained from the aligment of all full NoeM sequences in rhizobia. Black and red boxes represent the transmembrane and
fatty acid hydroxylase domains, respectively, as predicted using TMHMMServer v.2.0 and PFAM 32.0. HXXXH and HXXHHmotifs are highlighted by green
boxes. Amino acid positions are given on the top of the sequences. Consensus symbols: ! is anyone of IV; $ is anyone of LM; % is anyone of FY; # is anyone of
NDQEBZ.

Supplementary Figure S5. Nodulation kinetics.M. pudica plants were single-inoculated with either the wild-type (WT) or a DnoeM mutant C. taiwanensis.
C. taiwanensis “WT” strain is the StrR derivative of LMG19424 (CBM832). Data are the results of at least 3 independent experiments. No significant
differences were observed between the number of nodules formed by both strains (p>0,05, ANOVA).



Supplementary Table 1. Lipochitooligosaccharide molecules produced with an 
abundancy over 2% by C. taiwanensis LMG19424 and R. solanacearum GMI1000 
derivatives. 
 

strain  MH+  Nomenclature  

C. taiwanensis CBM832 and LMG19424 1336.6  LCO V(C18:1, S)  

   1367.6  LCO V(C16:0, NMe, Cb, S)  

   1379.7  LCO V(C18:1, Cb, S)  

   1380.6  LCO open-oxidized (C18:1, NMe, S)  

   1393.6  LCO V(C18:1, NMe, Cb, S)  

   1395.7  LCO V(C18:0, NMe, Cb, S)  

   1397.6  LCO open-oxidized (C16:0, NMe, Cb, S)  

   1409.7  LCO open-oxidized (C18:1, Cb, S)  

   1423.7  LCO open-oxidized (C18:1, NMe, Cb, S)  

C. taiwanensis CBM832ΔnoeM  1336.6  LCO V(C18:1, S)  

   1338.7  LCO V(C18:0, S)  

   1367.6  LCO V(C16:0, NMe, Cb, S)  

   1379.7  LCO V(C18:1, Cb, S)  

   1393.6  LCO V(C18:1, NMe, Cb, S)  

   1395.7  LCO V(C18:0, NMe, Cb, S)  

C. taiwanensis CBM832ΔnoeM::noeM 1336.6  LCO V(C18:1, S)  

   1367.6  LCO V(C16:0, NMe, Cb, S)  

   1379.7  LCO V(C18:1, Cb, S)  

   1380.6  LCO open-oxidized (C18:1, NMe, S)  

   1393.6  LCO V(C18:1, NMe, Cb, S)  

   1395.7  LCO V(C18:0, NMe, Cb, S)  

   1397.6  LCO open-oxidized (C16:0, NMe, Cb, S)  

   1409.7  LCO open-oxidized (C18:1, Cb, S)  

   1423.7  LCO open-oxidized (C18:1, NMe, Cb, S)  

R. solanacearum GMI1000pRalta 1336.6  LCO V(C18:1, S)  

 1367.6  LCO V(C16:0, NMe, Cb, S)  

 1379.7  LCO V(C18:1, Cb, S)  

 1380.6  LCO open-oxidized (C18:1, NMe, S)  

 1393.6  LCO V(C18:1, NMe, Cb, S)  

 1395.7  LCO V(C18:0, NMe, Cb, S)  

 1397.6  LCO open-oxidized (C16:0, NMe, Cb, S)  

 1409.7  LCO open-oxidized (C18:1, Cb, S)  

 1423.7  LCO open-oxidized (C18:1, NMe, Cb, S)  

R. solanacearum GMI1000pRaltaΔnoeM 1336.6  LCO V(C18:1, S)  

 1338.7  LCO V(C18:0, S)  

 1367.6  LCO V(C16:0, NMe, Cb, S)  

 1379.7  LCO V(C18:1, Cb, S)  

 1393.6  LCO V(C18:1, NMe, Cb, S)  

 1395.7  LCO V(C18:0, NMe, Cb, S)  

 
Nod factor nomenclature is as previously described (Roche et al. 1991, Cell 67:1131-1143). 
NMe, N-methyl; S, sulfate, Cb, carbamoyl.  
 
 



Forward primer name Forward primer sequence 5'-3' Restriction site Reverse primer name Reverse primer sequence 5'-3' Restriction site Amplified region Product length

oCBM3269 GCtctagaTAACCCGTTTGCCGTTATG XbaI oCBM3271 CGggatccGGCGAATGATCCAATTTCG  BamHI C. taiwanensis noeM upstream region 494 bp

oCBM3272 CGggatccTCGCAAGCCAGTCTGAACCG  BamHI oCBM3274 CCGgaattcGCTCAAGTGGCTGGGCCGTT EcoRI C. taiwanensis noeM downstream region 519 bp

oCBM3315 CGCCCATGCGCTCGACCAAC oCBM3316 AGAATGCCAACCTTCGCCCGC Deleted noeM region in CBM2856 1284 bp

oCBM3279 cctaggTGTCGATACTGTCAGGATCG AvrII oCBM3430 GactagtCCTTAATTCCGTACGCCACTT SpeI C. taiwanensis noeM and its promoter region 1247 bp

oCBM3279 cctaggTGTCGATACTGTCAGGATCG AvrII oCBM3165 ggtaccTGATTTACATCAAAAAGGTGC Acc65I C. taiwanensis noeM promoter region (404 bp) 415 bp

oCBM2739 AAGGAAATCTTCGAGCAGCC oCBM2740 CGCGTCTGTTCATGTTGTCT noeM inserted in the glmS-Ralta_A206 intergenic region 3410 bp

oCBM2617 cctaggTAAACAACGGCTAAGTCGAC AvrII oCBM2618 ggtaccGTGATACTCCATTTTGAATTG Acc65I C. taiwanensis nifH promoter region( for fusion with mCherry) 560 bp

oCBM3365 GCtctagaCGTGGTTTGACTTTGGCAT XbaI oCBM3366 CGggatccAATGATCGAGAGCTGGACGT BamHI C. taiwanensis nodD upstream region 532 bp

oCBM3367 CGggattcAGTTTGGCTAGTGTTGACGC BamHI oCBM3368 CCGgaattcATCTGTCCAACGTCTGCTCA EcoRI C. taiwanensis nodD downstream region 610 bp

oCBM3358 GCTCTAGACGCCAAGACCGTATCGACAA oCBM3363 CCGGAATTCAGCTAGATATCCACCCGGCT Deleted nodD region in CBM2927 1630 bp

oCBM3388 CCGgaattcATAACCCGTTTGCCGTTATG EcoRI oCBM3370 GGggtaccGGCGAATGATCCAATTTCG Acc65I R. solanacearum noeM upstream region 496 bp

oCBM3371 CccgcggTCGCAAGCCAGTCTGAACCG SacII oCBM3372 gagctcGCTCAAGTGGCTGGGCCGTT SacI R. solanacearum noeM downstream region 515 bp

oCBM3315 CGCCCATGCGCTCGACCAAC oCBM3316 AGAATGCCAACCTTCGCCCGC R. solanacearum noeM interrupted by insertion of kanamicyn 2613 bp

oCBM3812 GCGTGGTGATCGATTTCTCC oCBM3813 CGTGAAGGGGACATGGAATTC hisB fragment 56 bp

oCBM3814 CGAGATCATCAACCCGAACC oCBM3815 GCTCGACCTTGATCTGCATG rpoA fragment 77 bp

oCBM1513 TCGAAGGAATGAATGCAGGT oCBM1514 GCCAAGACCGTATCGACAAT nodB fragment 100 bp

oCBM1515 TGGCTCTTGAATGGTTAGGG oCBM1516 GCGACTAGAACGCCTGAAAG noeM fragment 118 bp

St_desF1 TTTCCNGCTTAYCGATACAG St_desR2 AGICCIACYTCNGGCCAYTC noeM internal fragment in rhizobia 650 bp

Supplementary Table S3. Primers used in this study



Bactérie/plasmide Caractéristique Référence/source

E. coli

DH5α F recA lacZ M15, CarR Bethesda Research Laboratory

C. taiwanensis

CBM832 LMG19424 résistant à la Streptomycine, StrR (Marchetti et al., 2010)

CBM2856 CBM832 portant une délétion de 549 bp dans noeM, StrR Cette étude

CBM3008 CBM2856 cloné avec le pCBM211, StrR, TetR Cette étude

CBM3010 CBM2856 cloné avec le pCBM212, StrR, TetR Cette étude

Plasmids

pBBR1-MSC3 Vecteur de clonage, promoteur PLAC, bhr replicon, TetR (Kovach et al., 1995)

pRK600 Plasmide helper, ChlR (Finan et al., 1986)

pCBM209 pTwist Kan Medium copy portant le gène synthétique de la

région promotrice de pRalta_0471 (404 bp en amont du gène)

fusionné avec le gène noeM de R602.

Cette étude

pCBM210 pTwist Kan Medium copy portant le gène synthétique de la

région promotrice de pRalta_0471 (404 bp en amont du gène)

fusionné avec le gène noeM de WSM4176.

Cette étude

pCBM211 pBBR1-MSC3 portant le gène synthétique de pCBM209, TetR

pCBM212 pBBR1-MSC3 portant le gène synthétique de pCBM210, TetR

Table IV.1.1.1: Table des souches et plasmides.  
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Consensus

Figure IV.1.1.1: Séquençage du gène de synthèse de synthèse de CBM832DnoeM::noeM R602. Alignement multiple effectué

sur des résultats des séquençages du gène de synthèse DnoeM::noeM R602 et de la séquence contrôle avec la version 5.4.1 de

Multalin. Le consensus a été obtenu à partir de l'alignement des 3 séquences citées ci-dessus.
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 Chapitre IV : Résultats complémentaires 

Dans ce chapitre, je vais présenter, d’une part les analyses complémentaire qui ont été 

réalisées pour mieux comprendre le rôle de noeM chez les rhizobia et les Ralstonia issus de 

l’expérience d’évolution, et d’autre part les analyses préliminaires de l’infection racinaire de 

M. pudica par C. taiwanensis et des clones de Ralstonia présentant des niveaux d’infection 

différents. 

IV.1. Analyses complémentaires du gène noeM 

Grâce aux travaux réalisés sur C. taiwanensis et autres rhizobia nous avons pu déterminer que 

NoeM appartient à un groupe de protéines spécifiques aux rhizobia. Nous avons montré que 

noeM est sous contrôle de la régulation nod et qu’il est impliqué dans la synthèse d’un FN 

atypique dont le sucre réducteur est ouvert et oxydé. Néanmoins, plusieurs questions restent 

en suspens, notamment le rôle biochimique de cette enzyme mais aussi sa fonctionnalité 

spécifique par rapport aux homologues avec une identité inférieure à 44%. 

Par ailleurs, nous n’avons pas pu démontrer le rôle de noeM dans l’infection chez C. 

taiwanensis contrairement aux résultats obtenus avec les clones de la lignée R de l’expérience 

d’évolution. Ces résultats indiquent un impact de noeM dépendant du background génomique 

des souches. Nous avons donc voulu évaluer dans quel background génomique de R. 

solanacearum cet impact se manifestait. 

IV.1.1 Spécificité fonctionnelle de noeM 

L’étude phylogénétique de NoeM de C. taiwanensis nous a permis d’identifier deux groupes 

de protéines : le groupe I, avec une identité protéique inférieure à 44% à pRalta_0471 et le 

groupe II qui ne contient que des rhizobia est présentant une identité supérieure à 70% avec 

NoeM. Afin d’évaluer si seules les protéines du groupe II sont capables d’agir sur les NFs, nous 

avons décidé de cloner un homologue du groupe I et du groupe II chez le mutant DnoeM de 

C. taiwanensis. Pour cela, nous avons sélectionné la souche de Paraburkholderia tuberum 

WSM4176, rare rhizobium dont le gène homologue de noeM encode une protéine du groupe 

I. Une étude des NFs synthétisés par Rhizobium gallicum sv. gallicum R602 a démontré que 

cette souche produit des N-glucosaminitol (Soria-Díaz et al. 2006), possédant un homologue 

de noeM du groupe II, cette souche était pour nous une candidate idéale pour faire office de 

contrôle positif. Ces gènes ont été synthétisés par la compagnie Twist Bioscience, vérifié par 

séquençage et clonés dans pBBR1-MCS3 (Kovach et al. 1995). J’ai remplacé le gène noeM de 

C. taiwanensis par chacune de ces séquences, générant deux souches de CBM832 possédant 

un homologue de noeM en aval de la nod-box (Table IV.1.1.1) et les constructions ont été 

vérifiées par séquençage (Figure IV.1.1.1). Des cultures bactériennes ont été produites 
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comme décrit précédemment (Daubech et al. 2019) et induites à la lutéoline afin d’analyser 

la structure des FNs produits. 

Les FNs synthétisés par la souche CBM832DnoeM ::noeMWSM4176 sont similaires à ceux de 

CBM832DnoeM et ne présentent pas de structure atypique. Cependant, et de façon 

surprenante, la souche CBM832DnoeM ::noeM R602 a également produit des FNs identiques 

à ceux du mutant noeM de CBM832 (Figure IV.1.1.2). Cette absence de complémentation ne 

nous a pas permis de conclure quant à la spécificité de NoeM présente chez les rhizobia du 

groupe II.  

NoeM est une protéine avec un domaine catalytique prédit comme une fatty acid hydroxylase. 

Or nous avons trouvé que NoeM agit sur la partie sucre de lipochitooligosaccharides, activité 

non décrite jusqu’à présent chez cette famille de protéines. Afin d’identifier le rôle précis de 

cette enzyme dans la structure des FNs nous avons collaboré avec Sébastien Fort directeur de 

recherche en chimie et biotechnologie des oligosaccharides au Centre de Recherches sur les 

Macromolécules Végétales (CERMAV). Le premier objectif de l’équipe de S. Fort était de tester 

in vitro l’activité biochimique de l’enzyme. NoeM étant une protéine transmembranaire, 

comme NodC, son équipe a cloné noeM afin de le produire chez E. coli C43. Après cultures, les 

cellules d’ E. coli C43-NoeM ont été lysées, les culots de fractions membranaires lysées 

récupérées afin de tester l’activité enzymatique de NoeM in vitro par incubation de CO-V (s). 

L’analyse MALDI-TOF en fin de réaction n’a pas permis de mettre en évidence l’activité de 

NoeM in vitro. 

Une seconde méthode, in vivo, a ensuite été envisagée. L’objectif était de construire une 

souche de E. coli productrice d’oligosaccharides de chitine où le gène noeM a été ajouté et 

d’observer si les COs normalement produits (CO-V(NV,S) et CO-V(S)) sont modifiés. Deux 

souches de E. coli DEK ont ainsi été transformée, E. coli DEK-nodCBH et E. coli DEK-nodCBH-

noeM. Les COs formés par les deux souches ont ensuite été analysés par MALDI-TOF. Les 

profils de masse ont montré que les sucres produits par les deux souches n’étaient pas 

modifiés, ne permettant pas de mettre en évidence la présence de sucres réduits ou oxydés. 

IV.1.2. Impact de noeM chez R. solanacearum 

La compréhension des mécanismes qui permettent l’infection des cellules du nodule est l’un 

des objectifs majeurs de l’équipe. Le gène noeM a été identifié au cours de l’expérience 

d’évolution où il joue un rôle crucial dans l’infection (Figure III.1.1 et Figure III.1.3) et la 

nodulation dans la lignée R (Figure IV.1.2.1). Néanmoins, nos travaux sur le modèle de 

référence C. taiwanensis/M. pudica ont montré que ce gène n’influence aucunement la 

capacité du rhizobium à infecter les cellules du nodule. Nous avons donc émis l’hypothèse que 

l’effet de noeM soit plus fort dans un contexte génomique mal adapté à la symbiose. Ainsi, la 

perte de noeM aurait un impact plus important chez un clone ancestral que chez un clone 

évolué plus adapté. Afin de vérifier cette hypothèse nous avons décidé de faire l’étude 

fonctionnelle de ce gène chez des souches de R. solanacearum portant le pRalta et des 
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mutations impliquées dans l’amélioration de l’infection qui sont GMI1000pRalta hrpGQ81 et 

GMI1000pRalta hrpGQ81 phcBR22C. La mutation stop de hrpGQ81 confère la capacité à 

noduler et infecter de façon rudimentaire tandis que la mutation phcBR22C, placé dans un 

background hrpGQ81, améliore fortement la capacité d’infection intracellulaire. Le gène 

noeM a été délété chez ces deux souches, générant les souches GMI1000pRalta 

hrpGQ81DnoeM et GMI1000pRalta hrpGQ81phcBR22CDnoeM. Pour ce faire, les régions 5’ et 

3’ du gène ont été amplifiées par PCR à partir de l’ADN génomique de C. taiwanensis en 

utilisant les primers EcoRI_noeM (CCGgaattcATAACCCGTTTGCCGTTATG) et Acc65I_noeM 

(GGggtaccGGCGAATGATCCAATTTCG) pour la région en amont du gène et les primers SacII 

(CccgcggTCGCAAGCCAGTCTGAACCG) et SacI (gagctcGCTCAAGTGGCTGGGCCGTT) pour la 

région en aval du gène. Ces produits PCR ont ensuite été digérés avec EcoRI/Acc65I et 

SacI/SacII puis clonés l’un après l’autre dans le plasmide pCM184 (Marx and Lidstrom 2002). 

Le produit de ligation a été transformé dans la souche de E. coli DH5a. Le plasmide a été 

linéarisé par une digestion avec EcoRI et introduit dans les souches GMI1000 pRalta hrpGQ81 

et GMI1000 pRalta hrpGQ81phcBR22C par transformation naturelle comme décrit dans les 

travaux de Cruz (Cruz et al. 2014). Les transformants ont été sélectionnés par résistance à la 

kanamycine.  

Les phénotypes symbiotiques des 4 mutants ont été évalués sur M. pudica. Les plantes ont 

été cultivées comme décrit précédemment (Marchetti et al. 2010) et inoculées avec 106 

bactéries par tube. Afin de mesurer la capacité d’infection intracellulaire des nodules formés 

par les différents mutants, les nodules formés ont été récoltés à 21 dpi et coupés en sections 

de 55µm avec un appareil vibratome Leica VT1000S. Les coupes ont ensuite été observées en 

utilisant un microscope inversé (DMIRBE; Leica) et les images acquises avec un système de 

caméra CDD (Color Coolview, Photonic Science, Milham, UK). Une analyse quantitative de 

l’infection et de la nécrose a été réalisée sur les images comme précédemment décrit 

(Marchetti et al. 2014). Les surfaces d’infection (Figure IV.1.2.2) et de nécrose (Figure IV.1.2.3) 

des deux mutants noeM se sont avérées être similaires à celles des deux contrôles GMI1000 

pRalta hrpG et GMI1000 pRalta hrpG pchcB. Ces résultats indiquent que dans ces backgrounds 

génomiques la mutation n’affecte pas la capacité infectieuse intracellulaire du nodule, comme 

nous l’avions constaté avec C. taiwanensis. Néanmoins ces résultats ont été obtenus à partir 

d’un seul réplica biologique. 

En parallèle, nous avons comparé les capacités de nodulation, soit la cinétique de nodulation 

et la compétition pour la nodulation des clones de R. solanacearum. Pour comparer les 

cinétiques de nodulation, des plants de M. pudica ont été inoculées avec 106 bactéries par 

tube pour chacune des souches de GMI1000 pRalta hrpG pchcB et de son mutant noeM. Le 

mutant noeM n’a montré qu’un léger retard de nodulation comparé à la souche sauvage, les 

premiers nodules du mutant noeM apparaissant à partir de 7 dpi alors que la souche GMI1000 

pRalta hrpG pchcB nodule dès 5 dpi (Figure IV.1.2.4). Pour analyser la compétition pour la 

nodulation, les plantes ont été co-inoculées avec GMI1000 pRalta hrpG ou GMI1000 pRalta 

hrpG pchcB et leur mutant noeM respectif (ratio 1/1, 106 bactéries totales par tubes). A 21 
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dpi, 96 nodules ont été récoltés et stérilisés comme décrit précédemment (Daubech et al. 

2017) avant d’être broyés individuellement et déposés sur boîte avec et sans kanamycine, les 

mutants noeM étant les seuls à être résistants à la kanamycine. La majorité des nodules 

récoltés était infectés par les souches non délétées (entre 95% et 98% de la totalité des 

nodules) de noeM indiquant que le mutant noeM est très affecté pour la compétition pour la 

nodulation comparé à la souche portant l’allèle sauvage (Figure IV.1.2.5). Cet effet est plus 

fort que chez C. taiwanensis où les mutants noeM représentaient environ 30% des bactéries 

isolées des nodules.  

Nos travaux montrent donc que l’impact la délétion de noeM dans la symbiose, et notamment 

sur l’infection intracellulaire, avec M. pudica est dépendant du background génétique. En 

effet, la délétion de noeM affecte clairement la capacité à infecter les nodules du clone évolué 

R16 (la réintroduction du plasmide symbiotique ou de noeM chez R16 restaure un phénotype 

infectieux (Marchetti et al. 2016)), mais pas de C. taiwanensis et des deux souches GMI1000 

pRalta hrpG et GMI1000 pRalta hrpG phcB. Il est probable que l’effet de noeM soit en 

conjonction avec une ou plusieurs autres mutations spécifique à la lignée R. 

IV.2.1. Analyse préliminaire des étapes précoces de l’interaction avec M. 

pudica 

L’expérience d’évolution a eu comme effet une amélioration spectaculaire de la capacité 

d’infection des ancêtres nodulants qui étaient peu ou pas infectieux. Les travaux de l’équipe 

ont permis d’identifier plusieurs mutations responsables de l’amélioration de l’infection 

cellulaire (Figure IV.2.1.1), c’est-à-dire l’augmentation du nombre de cellules du nodule 

infectées et la diminution du nombre de nécroses (Marchetti et al. 2010; Guan et al. 2013; 

Marchetti et al. 2014,  2016; Capela et al. 2017). Cette amélioration peut se traduire par une 

meilleure capacité à envahir les cellules et à persister, ce qui pourrait être le résultat d’une 

diminution des réactions de défense ou/et une amélioration du phénomène d’endocytose lors 

du passage entre la sortie du poil absorbant et l’infection des cellules du nodule. Il est possible 

que l’amélioration de l’infection provienne d’une meilleure capacité à réaliser les étapes 

précoces et induire le processus développemental conduisant à l’infection du nodule.  

Des travaux sur Medicago sativa ont montré que le timing développemental du nodule est 

important et qu’il a une influence sur l’infection (Xiao et al. 2014). Par exemple, lorsque le 

gène le gène ipd3 est inactivé chez M. sativa, la progression des cordons d’infection est 

retardée. Ce retard fait que les cordons d’infection ne peuvent pas passer la zone 

méristématique après divisions périclines des cellules empêchant l’infection des cellules du 

nodule (Xiao et al. 2014). 

Dans l’expérience d’évolution, il s’avère que les différentes mutations identifiées pour 

améliorer l’infection intracellulaire entrainent également une amélioration de la compétitivité 

pour la nodulation (Figure IV.2.1.2).  
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Afin d’évaluer l’impact des mutations sur le processus infectieux, à savoir l’invasion et la 

persistance des bactéries per se ou bien un effet plus précoce, nous avons initié l’analyse des 

étapes précoces de l’infection racinaire de M. pudica par C. taiwanensis et les clones évolués 

de R. solanacearum. Les étapes précoces de l’infection comprennent le moment où les 

bactéries vont s’accrocher à la paroi végétale du poil absorbant jusqu’au relâchement des 

bactéries dans les cellules du nodules. Une première étude cytologique a montré que C. 

taiwanensis pénètre les tissus racinaires via les poils absorbants à partir desquels se forment 

les cordons d’infection qui vont conduire à la libération des bactéries dans le cortex racinaire 

(Marchetti et al. 2011). Cependant, aucun travaux n’a déterminé comment se déroule 

l’initiation et la progression du cordon d’infection. Dans cette dernière partie, je vais présenter 

les résultats préliminaires obtenus avec le rhizobium de référence C. taiwanensis ainsi que les 

clones de Ralstonia GMI1000 pRalta, incapable de noduler et son mutant isogénique hrcV, 

capable de former des nodules avec une infection exclusivement intercellulaire. Les plants de 

M. pudica ont été préparés comme décrit précédemment (Marchetti et al. 2010) et cultivés 

dans des boîtes de Pétri carrées, sur milieu Fahraeus. Pour chaque boîte, les  racines ont été 

inoculées avec un millilitre d’inoculum de chaque souche (106 bactéries/ml) portant le gène 

rapporteur lacZ sous contrôle du promoteur du gène nodB (Marchetti et al. 2010). Pour 

l’analyse de la  cinétique des étapes précoces du processus infectieux, entre 5 et 9 racines ont 

été récoltées à 3, 5, 7, 9 et 11 dpi puis fixées au glutaraldehyde 2.5% avec 1% de triton 100X 

dans du tampon phosphate pendant 30 minutes sous vide. Après rinçage, les racines ont été 

incubées pendant la nuit avec la solution de coloration 28°C ( 0.1 M K phosphate [pH 7.4], 2 

mM K ferricyanide, 2 mM K ferrocyanide, et 0.08% of X-gal dans du dimethylformamide). Les 

racines ont été rincées puis analysées au microscope (Zeiss Axiophot I).  

Pour chaque racine et pour chaque point de récolte, le nombre de sites d’infection, de cordons 

d’infection et de nodules ont été dénombrés (Figure IV.2.1.3). Dès 3 dpi, on observe 

l’apparition de sites d’infection (5,71 sites par plante en moyenne) pour C. taiwanensis qui 

augmentent au cours de la cinétique pour attendre plus de 20 sites d’infection à 7dpi. Au 

début de la cinétique, le nombre de cordons d’infection croit rapidement passant de 9,6 

cordons en moyenne à 3 dpi à un nombre moyen de 21,4 cordons à 7 dpi. A partir de 7dpi, le 

nombre de cordons d’infection atteint un plateau et varie très peu. Les premiers nodules 

formés par C. taiwanensis apparaissent dès 5 dpi. Bien que variable en fonction des plantes, 

le nombre de nodules reste globalement le même tout au long de la cinétique. Une activité 

fixatrice d’azote a été mesuré dans des nodule de C. taiwanensis dès 7 dpi (Daubech et al. 

2017) ce qui est en accord avec la mise en place du système d’autorégulation de l’infection 

bien connu dans les symbiose fixatrice d’azote . 

Le même type d’analyse a été réalisé de façon préliminaire pour les deux clones de R. 

solanacearum (Figure IV.2.1.3). Concernant GMI1000 pRalta, les sites d’infections 

apparaissent à partir de 5 dpi, soit plus tard qu’avec C. taiwanensis. De la même façon, les 

premiers cordons d’infection ont pu être visualisés à partir de 5 jours mais en très faible 

nombre avec 3,625 cordons par plante soit plus de 3,5 fois moins que C. taiwanensis à la même 
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période. Sans surprise, la souche GMI1000 pRalta n’induit aucun nodule. De façon similaire à 

C. taiwanensis, nous avons pu observer que la souche GMI1000 pRalta hrcV est capable 

d’induire des sites d’infection dès 3 dpi, bien qu’en nombre inférieur avec en moyenne 1,3 

sites par racine. Cependant, les cordons d’infection ainsi que les nodules présentent une 

cinétique décalée par rapport à celle de C. taiwanensis car ils apparaissent seulement à 5 dpi.  

De plus, le nombre de cordons d’infection moyen ne dépassent jamais 7,5 par plante (valeur 

maximale atteinte à 9 dpi contre 17,2 cordons par plante avec la souche C. taiwanensis). 

Contrairement à C. taiwanensis,  pour le mutant hrcV le nombre de nodules ne cesse 

d’augmenter au cours de la cinétique, ce qui est en accord avec l’absence de fixation d’azote. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 76 

Chapitre V : Conclusions et Discussion générale 

L’évolution expérimentale, i.e. la propagation d’organismes sur des centaines voire des 

milliers de générations dans un environnement contrôlé –souvent le laboratoire-, permet de 

mieux comprendre comment un organisme s’adapte à des conditions environnementales 

spécifiques. C’est aussi un outil qui permet de mieux comprendre et d’explorer les processus 

naturels et la biologie des organismes existants (Remigi et al. 2019). L’évolution expérimentale 

a notamment récemment permis de mettre en évidence une nouvelle voie de régulation 

jusqu’à lors inconnue chez R. solanacearum, bactérie pourtant bien connue et étudiée depuis 

longtemps (Guidot et al. 2014; Capela et al. 2017). Un autre exemple du potentiel de l’EE dans 

la compréhension de l’évolution des bactéries est la découverte d’un mécanisme de co-

transfert de gènes nod et d’hypermutagénèse chez les rhizobia qui a vraisemblablement 

favorisé leur évolution naturelle (Remigi et al. 2014). 

Dans ce travail, à partir de deux observations liées à l’évolution expérimentale de R. 

solanacearum en symbiote de Mimosa, i. e. l’existence d’une délétion impactant l’infection 

intracellulaire et l’absence de capacité mutualiste des clones évolués de Ralstonia, nous avons 

identifié un nouveau gène nod impliqué dans la biosynthèse des FNs et démontré un contrôle 

spatio-temporel du mutualisme par la plante favorisant la dissémination du caractère fixateur 

dans des populations de rhizobia au cours de cycles de nodulation. Nous avons également 

abordé l’analyse cytologique des étapes précoces de l’infection de M. pudica par R. 

solanacearum portant des mutations adaptatives pour la symbiose, et par le rhizobium de 

référence C. taiwanensis. 

V. 1. noeM, un nouveau gène de spécificité d’hôte 

noeM est un nouveau gène nod de spécificité présent majoritairement chez des symbiotes de 

plantes du clade des mimosoïdés, essentiellement des Mimosa. Nous avons démontré que ce 

gène est impliqué dans une structure atypique de FNs, dont le sucre réducteur est ouvert et 

oxydé. Nous avons montré que l’absence de NoeM affecte négativement la compétition de C. 

taiwanensis pour la nodulation de M. pudica. Néanmoins, au terme de ces travaux plusieurs 

questions restent en suspens. 

Quelle est la fonction précise de NoeM ? 

Nos collaborateurs chimistes de l’équipe de Sébastien Fort à Grenoble considèrent que la 

conversion des FNs classiques de C. taiwanensis ( LCO V(C18:1, NMe, Cb, S)) en FNs atypiques 

(LCO open-oxidized (C18:1, NMe, Cb, S)) se fait en plusieurs étapes, nécessitant 

vraisemblablement plusieurs enzymes. Dans ce cas quelle serait l’étape catalysée par NoeM ? 

Aucune activité de NoeM n’a été observée in vitro et in vivo en utilisant différents COs comme 

substrats (S. Fort, non publié), ce qui suggère que ces produits ne sont pas les substrats de 

NoeM. NoeM pourrait ne reconnaitre que des COs ou LCOs avec des décorations spécifiques, 
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comme cela  a été montré pour d’autres gènes nod (Broughton et al. 2000; Poinsot et al. 2016). 

D’autres difficultés peuvent gêner la caractérisation de l’activité biochimique de cette 

protéine. Par exemple, dans les conditions d’étude in vivo, la présence de codons rares dans 

noeM peut être responsable d’une mauvaise traduction de l’ARN du gène noeM cloné chez E. 

coli. De plus, le fait que la protéine soit transmembranaire peut rendre difficile son expression 

chez E. coli et sa purification, empêchant sa caractérisation dans des conditions 

expérimentales in vitro. Néanmoins, d’autres protéines transmembranaires ont déjà pu être 

caractérisées, notamment la N-acetylglucosaminyltransferase NodC (John et al. 1988). 

La caractérisation des FNs synthétisés par les souches rhizobiennes Ensifer sp. BR816 et 

Rhizobium gallicum bv. gallicum R602 avait révélé la présence de N-glucosaminitols (des FNs 

avec un sucre réducteur ouvert mais pas oxydé) en plus des N-glucosamines classiques 

(Snoeck et al. 2001; Soria-Díaz et al. 2006). Nos travaux ont permis d’établir la présence de 

noeM chez ces deux bactéries. Il est possible que lors des analyses de la structure des FNs de 

BR816 et R602, datant de 2001 et 2006 respectivement, des lipochitooligosaccharides 

ouverts-oxydés n’aient pas été détectés (Snoeck et al. 2001; Soria-Díaz et al. 2006). Cela avait 

été le cas pour C. taiwanensis LMG19424 (Amadou et al. 2008). Si les structures décrites sont 

correctes et NoeM étant présente chez des souches produisant des N-glucosaminitols et des 

N-glucosaminitols oxydés, nous avons émis l’hypothèse que cette enzyme soit impliquée dans 

la transformation des N-glucosamines en N-glucosaminitols et qu’une autre enzyme, présente 

chez C. taiwanensis mais absente chez BR816 et R602 transformerait les N-glucosaminitols en 

N-glucosaminitols oxydés. De façon inattendue, le gène noeM de R602  n’a pas complémenté 

le mutant DnoeM de C. taiwanensis. Il est possible que le gène de R602 ne soit pas bien 

exprimé dans le background de C. taiwanensis, une analyse d’expression de ces gènes par 

qRTPCR pourrait nous permettre de contrôler cela. Il est aussi possible que le gène noeM de 

R602 ne soit pas fonctionnel comme c’est le cas pour d’autres souches de Phaseolus vulgaris. 

Dans ce cas, cela suggèrerait que noeM soit plutôt impliqué dans la conversion de N-

glucosaminitols en N-glucosaminitols oxydés. Néanmoins, si NoeM transformait les N-

glucosaminitols en N-glucosaminitols oxydés, nous aurions dû retrouver des N-

glucosaminitols avec le mutant DnoeM de C. taiwanensis. Une nouvelle analyse des FNs 

synthétisés par BR816 et R602 pourrait permettre de s’assurer de l’absence de FNs ouverts-

oxydés et fonder nos hypothèses de travail sur des bases plus solides. 

Comme, il est peu vraisemblable qu’une seule enzyme soit incapable de réduire un N-

glucosamine en N-glucosaminitol et ensuite d’oxyder ce dernier nous avons recherché de 

potentiels gènes candidats. L’organisation du génome autour de noeM ne montre pas d’autre 

gène en aval de la nod-box 2 chez LMG19424. Cependant, chez B. phymatum STM815 un autre 

gène, BURPHP2_0639 codant pour une putative glycosyl hydrosylase, se trouve en aval de 

noeM. L’étude transcriptomique de STM815 a révélé que ce gène est fortement induit en 

réponse aux exsudats racinaires de M. pudica (Klonowska et al. 2018). Les glycosides 

hydrolases sont un large groupe d’enzymes qui catalyse les réactions d’hydrolyse, c'est-à-dire 

la rupture de liaisons osidiques entre deux ou plusieurs carbohydrates (glucides). On retrouve 
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chez C. taiwanensis LMG19424 un homologue de ce gène sur le pRalta, entouré de 

transposases, pRalta_0250, qui est annoté comme une endoglucanase. Cependant il 

n’apparaît pas surexprimé en présence d’exsudats racinaires de M. pudica (Klonowska et al. 

2012). On retrouve des homologues de BURPHP2_0639 chez d’autres souches possédant 

noeM et qui sont des symbiotes de Mimosa pudica comme B. phenoliruptrix BR3459a (où la 

synténie est la même que chez STM815) mais aussi chez R. mesoamericanum STM3625. Par 

contre, on ne retrouve ce gène ni chez BR816 ni chez R602. La délétion du gène pRalta_0250 

chez C. taiwanensis, serait le meilleur moyen d’évaluer le rôle de ce gène dans la synthèse des 

FNs. Ainsi, si le gène est impliqué dans les étapes finales d’oxydation des FNs, un mutant 

DpRalta_0250 devrait alors produire des FNs de type N-acetylglucosaminitol. Néanmoins, 

chez C. taiwanensis, l’absence de nod-box en amont de ce gène et le fait qu’il ne soit pas induit 

par les exsudats racinaires de M. pudica ne permettent pas de le décrire comme un gène nod. 

Comment noeM s’est spécialisé dans la symbiose ? 

L’analyse blastp de la séquence protéique de pRalta_0471 a permis d’identifier deux groupes 

bien distinct d’homologues. Le premier groupe avec une identité inférieure à 44% et le second 

groupe avec une identité supérieure à 70%. De façon intéressante toutes les protéines du 

second groupe appartiennent à des rhizobia. De plus, pour les souches dont le génome a été 

séquencé et assemblé, le gène codant est localisé en aval d’une nod-box sur le plasmide 

symbiotique. Nous avons émis l’hypothèse que les protéines appartenant au groupe 1 n’avait 

pas la même fonction que celle du groupe 2, spécifique aux rhizobia. Malheureusement, nos 

travaux ne nous ont pas permis de conclure sur une éventuelle différence d’activité de NoeM 

en fonction du groupe d’appartenance des homologues. En effet, le remplacement de 

pRalta_0471 par le gène noeM de la souche Paraburkholderia tuberum WSM4176 n’a pas 

complémenté celui de C. taiwanensis , suggérant que cette protéine n’est pas active sur des 

FNs. Cependant, le contrôle positif (complémentation du mutant DnoeM de C. taiwanensis 

par le gène noeM de R602) n’a pas fonctionné ne nous permettant pas de conclure sur le rôle 

fonctionnel de ces protéines. Ces travaux sont à répéter avec d’autres gènes. 

Néanmoins, noeM est un gène nod impliqué dans la structure des FNs dont la spécialisation 

en gène nod pourrait s’être faite en plusieurs étapes. Il est probable que noeM provienne 

d’une duplication d’un gène codant pour une fatty acid hydroxylase. Les duplications géniques 

peuvent être à l’origine de multiples copies d’un même gène dans un génome, pouvant 

entraîner la possibilité de divergence fonctionnelle d’un gène (He and Zhang 2005). La 

divergence fonctionnelle d’un gène est le processus par lequel un gène change de fonction 

par rapport à celle qu’il possédait antérieurement. De nombreux exemples ont été décrits 

chez différents organismes dont Arabidopsis (Duarte et al. 2006), la drosophile (Assis and 

Bachtrog 2013) ainsi que des levures (DeLuna et al. 2008). L’acquisition d’une toute nouvelle 

capacité fonctionnelle, ou néofonctionnalisation, est le résultat d’un processus évolutif, 

impliquant une modification de l’activité enzymatique de la protéine et/ou une modification 

des conditions de son expression (Rastogi and Liberles 2005; Conant and Wolfe 2008). La 
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spécialisation de noeM dans la modification de FNs, pourrait résulter uniquement de son 

raccordement au réseau de régulation de la nodulation. En effet, chez tous les rhizobia 

séquencés portant noeM, ce gène est localisé sur un plasmide symbiotique en aval d’une nod-

box. Or, certaines souches (par exemple Burkholderia sp. JPY251) possèdent deux copies de 

noeM avec seulement l’une de ces deux copies sous contrôle de la nod-box, suggérant une 

duplication du gène en aval de la nod-box et donc néofonctionnalisation par raccordement au 

réseau nod. La plupart des gènes nod, notamment nodB et nodC, sont supposés être issus 

d’une divergence fonctionnelle (Hirsch et al. 2001). 

Comment expliquer la sélection pour DnoeM dans l’expérience d’évolution ? 

Dans les populations naturelles bactériennes les mutations ponctuelles, délétions et 

réarrangements génomiques apparaissent à une fréquence de 10-11 (Wielgoss et al. 2011). Ces 

mutations peuvent être neutres, délétères ou bénéfiques. En fonction de leur impact elles 

sont éliminées ou conservées (sélection purificatrice ou positive). Dans l’expérience 

d’évolution, la délétion de noeM a un effet négatif à la fois sur l’infection et la nodulation, son 

maintien est donc surprenant. Ce maintien suggère donc que la délétion de noeM est 

physiquement liée à une mutation adaptative. Une autre possibilité est que la perte de noeM 

a un autre effet adaptatif plus fort que son effet délétère dans les conditions de l’expérience.  

La première hypothèse est que la remontée en fréquence de la délétion de noeM pourrait 

être en lien avec une autre mutation fortement adaptative. C’est un phénomène que l’on 

appelle l’auto-stop génétique (ou genetic hitchhiking) (Barton 2000). Par exemple, si une 

mutation fortement adaptative (pour la croissance, la nodulation, etc…) survient en même 

temps dans le génome que la délétion de noeM, ces deux mutations vont remonter en 

fréquence dans la population. D’autant plus que nous sommes dans un contexte 

d’hypermutagénèse, encore plus marqué dans les lignées longues, favorisant le hitchiking. 

Afin d’identifier la ou les mutations liées par auto-stop génétique avec la délétion de noeM, il 

faudrait mesurait l’impact sur le fitness in planta de chacune des mutations qui se sont fixées 

en même temps que la délétion de noeM. 

Notre seconde hypothèse est que la délétion de noeM soit sélectionnée dans l’expérience 

d’évolution en lien avec la longueur des cycles. En effet, cette délétion favorise un retard de 

nodulation dans les lignées longues. Or, les travaux menés dans l’équipe avant mon arrivée 

ont montré que la complémentation de noeM dans le clone évolué R16 restaure non 

seulement l’infection intracellulaire mais améliore également la nodulation qui était très 

décalée. On peut penser que dans les lignées longues le retard à la nodulation est une 

stratégie pour conserver un meilleur fitness étant donné que les souches ont une mauvaise 

persistance dans les cellules du nodule. Ainsi, la nodulation étant retardée, l’infection des 

nodules est aussi retardée et donc la mortalité des bactéries est retardée à 42 dpi, timing de 

la récolte des nodules. Le fait qu’au cours des cycles, la capacité à noduler est de plus en plus 

retardé semble conforter cette idée. 
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V. 2. La dissémination du caractère fixateur d’azote 

Une grande question qui intéresse les scientifiques depuis longtemps est de comprendre ce 

qui permet le maintien du mutualisme. La théorie veut que, au sein des populations 

bactériennes symbiotiques évoluent des « cheaters » qui perdent la capacité à fixer l’azote 

mais profitent de la niche nodule avec à terme un risque de destruction du mutualisme (Heath 

and Tiffin 2009; Jones et al. 2015). Afin d’éviter de mettre à mal la stabilité de la symbiose 

mutualiste, les plantes auraient mis en place des sanctions pour éviter la propagation des 

cheaters (Kiers et al. 2003; Oono et al. 2011; Fujita et al. 2014). La plupart des études se sont 

intéressées aux mécanismes qui permettraient le maintien du mutualisme au cours de 

l’évolution (Kiers et al. 2003; Regus et al. 2017) alors que peu d’études se sont intéressées à 

l’aspect contraire, à savoir l’expansion du mutualiste. En effet, il est vraisemblable qu’au cours 

de l’évolution et dans certains cas –par exemple lors d’un transfert longue distance- le 

protorhizobium obtenu après acquisition des gènes nod-nif ne soit pas fixateur d’azote 

(Nandasena et al. 2006). Dans ce cas, dans quelles conditions des mutants Fix+ -si ils 

apparaissent- vont-ils envahir la population et le mutualisme peut-il se propager ? Cette 

question nous a amenée à étudier le destin d’une population mixte de souches isogéniques 

Fix+/Fix- de C. taiwanensis au cours de l’infection de M. pudica. Il est à souligner, que le terme 

Fix- est intégratif puisqu’un rhizobium peut être Fix- pour différentes raisons (incapable de 

noduler, d’infecter, de persister ou bien de fixer l’azote), mais dans nos travaux nous nous 

sommes intéressés uniquement à la fixation d’azote per se. 

Un contrôle au niveau cellulaire 

Il avait déjà était démontré que dans certains systèmes les Fix- dégénèrent en simple 

inoculation (Hirsch and Smith 1987; Berrabah et al. 2015), mais pas dans toutes les 

interactions rhizobium-légumineuse (Marco et al. 2009; Ling et al. 2013). De nombreuses 

études avaient montré une dégénérescence spécifique des nodules non fixateurs suite à une 

co-inoculation avec des rhizobia Fix+ et Fix-, mais dans la plupart des cas il s’agissait de 

souches naturelles dont l’origine du caractère non fixateur n’avait pas été analysé (Chen and 

Thornton 1940; Singleton and Stockinger 1983; Simms et al. 2006). Grâce à une étude 

cinétique du devenir de bactéries isogéniques uniquement différenciées par leur caractère 

fixateur d’azote per se, nous avons pu montrer une mortalité spécifique des bactéroïdes Fix- 

et déterminer le moment à partir duquel la dégénérescence précoce des bactéries non 

fixatrices se met en place. De plus, notre travail a permis de mettre en évidence que les 

« sanctions végétales » agissent au niveau cellulaire. L’existence de « cell-autonomous 

sanctions » a également été démontré au même moment par les travaux de Regus et de ses 

collaborateurs qui ont obtenus des résultats similaires sur un autre système, avec Lotus 

japonicus dont les nodules sont déterminés (Regus et al. 2017). Dans notre travail nous avons 

utilisé des phénotypes extrêmes, à savoir des bactérie Fix+ et Fix-. La question reste de savoir 

à partir de quel seuil de fixation d’azote, si il y en a un, les sanctions sont levées. Des travaux 

ont déjà été initiés par Kiers et ses collaborateurs afin de savoir si les sanctions interviennent 
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à des niveaux intermédiaires de fixation d’azote. Ils ont ainsi mis en place un système artificiel 

où la concentration de N2 était modulée à différents niveaux intermédiaires afin de manipuler 

la fixation des rhizobia inoculés (Kiers et al. 2006). Ils ont alors démontré que le niveau de 

fixation et le fitness des rhizobia était significativement corrélés suggérant que la force des 

sanctions variait en fonction du pourcentage de N2 et donc du niveau de fixation (Kiers et al. 

2006). 

Un mécanisme de sanction végétal? 

On sait depuis longtemps que la plante est sensible au statut azoté puisqu’elle est capable de 

réguler la formation de nodules en fonction de ses besoins en azote (Reid et al. 2011). La perte 

de viabilité des Fix- dans notre système conforte l’hypothèse de sanctions végétales (Kiers et 

al. 2003; Oono et al. 2011). Cette hypothèse, bien que non formellement démontrée est la 

plus plausible. Il n’est cependant pas impossible que l’inactivation de la nitrogénase engendre 

l’accumulation d’électrons –ou d’autres phénomènes- qui pourrait être létale pour les 

bactéroïdes. 

A ce jour les mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place de sanctions sont 

inconnus. Dans ses travaux, Kiers émet l’hypothèse que c’est la plante qui sanctionne les 

bactéroïdes les moins efficaces en leur supprimant l’apport de O2 dont ils ont besoin (Kiers et 

al. 2003). L’existence de mutants de plante qui laisseraient viables des non fixateurs pourrait 

permettre d’analyser les mécanismes des sanctions. Les nombreuses études menées sur les 

plantes modèle M. truncatula (Krishnakumar et al. 2015) et L. japonicus (Perry et al. 2003; 

Sato et al. 2008) sont à l’origine de nombreux mutants. Néanmoins, à notre connaissance 

aucun mutant de plante qui ne tue pas les Fix- n’a encore été mis en évidence, et le criblage 

de tels mutants serait long et difficile. 

Une alternative plus raisonnable serait de construire une gamme de mutants bactériens 

isogéniques qui ne se différencieraient que par leur capacité à fixer l’azote plus ou moins 

importante. L’utilisation de couples de bactéries ayant des capacités fixatrices intermédiaires 

pourrait permettre de définir si la mortalité des bactéroïdes intervient à partir d’un seuil de 

fixation minimal (sanction intrinsèque), ou si elle dépend des couples utilisés (sanction 

relative), c'est-à-dire si une bactérie est sanctionnée non pas uniquement en fonction de sa 

capacité fixatrice mais également en fonction de la présence de fixation d’azote issue d’autres 

symbiotes et donc du statut azoté de la plante. Dans ce cas on pourrait affirmer l’hypothèse 

sanction. 

Évolution naturelle et expérimentale du mutualisme 

Dans le contexte du laboratoire nos travaux avec des souches isogéniques ont permis de 

montrer que le caractère Fix+ est sélectionné et que les sanctions végétales permettent la 

dissémination du caractère au cours de cycles de nodulation. La question est de savoir dans 

quelle mesure ce processus opère dans la nature. La fixation d’azote étant un des caractères 

symbiotiques il peut être contrebalancé par d’autres caractères, plus fortement adaptatifs. 
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Ainsi il a été montré que certains plasmides de S. meliloti  augmentent la compétitivité pour 

la nodulation mais restreignent la capacité de fixation de l’azote (Crook et al. 2012). Il s’avère 

que les plasmides sont porteurs d’une « pHR-encoded metallopeptidase » (HrrP), une 

peptidase capable d’empêcher l’établissement des étapes tardives de l’infection (Price et al. 

2015). En effet, la peptidase en question serait capable de cliver les NCR de Medicago, ce qui 

déclencherait une dégénération prématurée des bactéroïdes, en lien avec l’absence de 

fixation qu’ils ont observé dans leurs précédents travaux (Crook et al. 2012; Price et al. 2015). 

Ces travaux démontrent que dans la nature le transfert horizontal de gènes peut convertir un 

rhizobium qui était fixateur en symbiote plus compétitifs mais moins efficient (Crook et al. 

2012). Par ailleurs dans la nature les populations de rhizobia ne sont pas homogènes et sont 

en compétition avec d’autres populations de rhizobia qui peuvent interférer avec ce 

processus. Ces observations nous rappellent que les travaux menés en laboratoire ne reflètent 

pas la complexité des phénomènes évolutifs que l’on peut retrouver dans la nature. 

Néanmoins, nos résultats ont permis de déterminer les conditions favorables à l’émergence 

de clones fixateurs en cas d’apparition d’un allèle Fix+ au sein d’une population 

majoritairement Fix-. Ainsi, nous avons conclu que l’utilisation de cycles de 28 jours dans 

l’expérience d’évolution permettraient la remontée en fréquence d’une sous population 

fixatrice, si elle émerge. C’est la durée qui sera utilisée lorsque les clones évolués auront acquis 

une persistance équivalente à celle d’un mutant nifH dans notre expérience d’évolution. 

V.3. Les étapes tardives de l’infection du nodules sont-elles 

influencées dès les premières étapes de l’infection du poil 

absorbant ? 

L’étude développementale des nodules de M. truncatula et de certains de ses mutants ont 

permis de déterminer que l’organogenèse des nodules est dépendante d’évènements spatio-

temporels précis, comme le développement des cordons d’infection qui doit avoir lieu avant 

la division péricline des cellules du méristème (Xiao et al. 2014). Cependant, cette étude ne 

portent que sur des mutants de plantes, sans prendre en compte le côté bactérien. Il est 

possible que des mutants bactériens aient le même effet sur le développement du nodule. 

L’expérience d’évolution a permis l’obtention d’un matériel génétique unique en son genre, 

avec une collection de mutants bactériens quasi-isogéniques dont les propriétés symbiotiques 

sont variables (Marchetti et al. 2016). L’étude préliminaire menée sur l’infection racinaire de 

M. pudica par des mutants de R. solanacearum semble suggérer un retard de l’initiation de 

l’infection des clones de R. solanacearum comparé au rhizobium de référence, C. taiwanensis. 

A ce stade, il paraît évident de terminer les répétitions techniques des clones de R. 

solanacearum  qui sont en cours et d’ajouter les clones portant les mutations adaptives pour 

l’amélioration de l’infection des cellules du nodule comme hrpGQ81 et phcBR22C ou efpRE66K 

dans un background de hrpGQ81. Notre hypothèse est que ces clones portant des mutations 

améliorant la compétition pour la nodulation et améliorant l’infection intracellulaire, devrait 
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avoir un délai d’apparition des sites d’infection, cordons d’infection et nodules réduit comparé 

aux souches GMI1000 pRalta et GMI1000 pRalta hrcV. Cela impliquerait que l’invasion des 

bactéries dans les cellules de l’hôte soit dépendante de l’activation des gènes de 

développement et/ou de l’inactivation des défenses végétales lors de la progression des 

bactéries dans les cordons d’infection. La corrélation faite entre l’amélioration de l’infection 

intracellulaire et l’amélioration de la compétition vont dans ce sens (Guan et al. 2013). 

L’analyse transcriptomique de racines M. pudica infectées par différentes souches 

bactériennes en fonction de leur capacité de nodulation et d’infection aux étapes précoces de 

l’infection devrait permettre l’identification de gènes impactés lors de l’infection par les 

différentes souches bactériennes et dont l’expression est modulée au cours des transitions 

phénotypiques bactériennes. 
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