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1. L’endosymbiose nodulaire entre rhizobiums / légumineuses  

1.1. Généralité sur la symbiose fixatrice d’azote entre les rhizobiums et 

légumineuses 

1.1.1. L’azote, un élément essentiel au développement des plantes 

 

 L’azote est un élément majeur retrouvé dans des familles de molécules essentielles au 

monde vivant telles que les protéines, les acides nucléiques et d’autres composés organiques. Cet 

élément est l’un des plus abondants sur Terre, où il représente 79% de l’atmosphère, sous forme de 

diazote (N2) gazeux. Paradoxalement, aucun organisme eucaryote ne possède le matériel 

enzymatique nécessaire pour l’assimilation du N2 qui est chimiquement stable grâce à une triple 

liaison covalente liant les deux atomes d’azote. C’est le cas des plantes, dont le développement est 

ainsi dépendant de la disponibilité d'autres sources d'azote (telles que l'ammonium NH4
+ou le nitrate 

NO3
-) présentes dans le sol, mais souvent en quantités limitantes. L’azote constitue ainsi, avec le 

manque d’eau et de phosphate, une des principales limitations à la croissance des végétaux (Cleland 

et Harpole, 2010).  

 Le recours à la fertilisation des sols est l’une des pratiques agriculturales ayant le plus 

contribuée à la fertilité des sols et à l’augmentation considérable des rendements des cultures au 

cours du siècle dernier. Cette pratique a permis de doubler la production céréalière mondiale en 

l’espace de 40 ans et ainsi subvenir au besoin alimentaire de plus de 6 milliards d’êtres humains 

(Tilman et al., 2001, 2002). Ce succès, aussi appelé « révolution verte », repose largement sur le 

procédé Haber-Bosh utilisé pour la fabrication d’engrais azotés et servant à la synthèse 

d’ammoniaque (NH3) par hydrogénation du N2 atmosphérique. Cependant, l'utilisation intensive 

d'engrais azotés a des conséquences dramatiques sur l'environnement et la santé humaine. Toutes 

cultures confondues, il est estimé que 50% de l’azote épandu n’est pas absorbé par les plantes mais 

lessivé, provoquant d’importantes pollutions des eaux de surface et une eutrophisation des milieux 

aquatiques (Vance, 2001). A cela s’ajoute une augmentation croissante de dégagement d’oxyde 

nitreux (N2O), résultant de l’activité dénitrifiante de la microflore du sol, ayant un impact important 

sur l'effet de serre. Enfin, la production et l’épandage de ces engrais chimiques entrainent une 

consommation d’énergies fossiles considérable, aggravant leurs impacts écologiques (Graham et 

Vance, 2003). Il devient donc de plus en plus important de développer d'autres pratiques agricoles, 

moins gourmandes en intrants azotés et plus respectueuses de l'environnement. 

 



Figure 1. Variations morphologiques des nodules dans l’interaction symbiotique entre les rhizobiums et

les légumineuses

A à G. Observations macroscopiques de nodules de racine et de tige. A. Système racinaire de Mimosa

pudica nodulé par Cupriavidus tawanensis. B. Nodules de tige de Sesbania rostrata induits par

Azorhizobium caulinidans. C. Nodules de tige d’Aeschynomene afraspera induits par Bradyrhizobium sp.

ORS322. D. Nodules actinorhiziens induits par Frankia sp. sur une racine d’Aulne blanc (Alnus incana). E.

Nodule déterminé de soja induit par Ensifer fredii. F. Nodule de type indéterminé de Medicago sativa

induit par Ensifer meliloti. G. Nodule racinaire de type aeschynomenoïde induit sur A. indica par

Bradyrhizobium sp. ORS285. H, I et J. Section de nodule racinaire de lotier (L. japonicum) (H) et de M.

sativa (I) et de nodule de tige d’A. sensitiva infecté par la souche ORS278 marquée avec le gène

rapporteur lacZ (J).

(Adapté de Masson-Boivin et al., 2009, Bonaldi et al., 2011 et Belin et al., 2018)
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1.1.2. Les endosymbioses nodulaires 

 

 Le renouvellement des formes assimilables de l’azote peut être assuré naturellement par 

certains micro-organismes diazotrophes ayant la capacité de fixer naturellement le N2 

atmosphérique en ammonium NH4
+. Cette capacité leur est attribuée grâce à l’utilisation d’un 

complexe enzymatique, la nitrogénase, très conservée parmi les micro-organismes diazotrophes 

(Oldroyd et al., 2014) (voir la partie 1.2.4). Ces organismes peuvent vivre librement, mais également 

en interaction symbiotique avec d’autres organismes. Parmi ces interactions symbiotiques, 

l’endosymbiose nodulaire est probablement celle ayant été le plus étudiée à ce jour. Elle associe des 

angiospermes à différentes bactéries Gram négatives (Gram -) du sol, des rhizobiums (on parle alors 

de symbiose rhizobactérienne), ou à des bactéries filamenteuses Gram positive (Gram +) du genre 

Frankia (on parle alors de symbiose actinorhizienne). Cette symbiose conduit à la formation d’un 

nouvel organe sur les racines ou les tiges de la plante, le nodule, infecté intracellulairement par la 

bactérie (Figure 1). Au cours de l’endosymbiose nodulaire, la plante fournit à la bactérie des substrats 

carbonés, issus de son activité photosynthétique, et reçoit en échange du NH4
+ issu de la réduction 

du N2 grâce à l’activité de la nitrogénase bactérienne. 

 La symbiose actinorhizienne est retrouvée chez 25 genres de plantes répartis aux seins de 

huit familles d’angiospermes (Betulaceae, Casuarinaceae, Elaegnaceae, Myriaceae, Rhamnaceae, 

Rosaceae, Datiscaceae et Coriariaceae) (Pawlowski et Demchenko, 2012). Ces plantes peuvent 

former des nodules sur les racines, mais également sur les troncs de certains arbres (comme chez les 

filaos). La symbiose rhizobactérienne, quant à elle, s’établit avec des espèces de la famille des 

légumineuses (famille des Fabaceae), et chez la non-légumineuse Parasponia. L’interaction 

symbiotique entre les rhizobiums et les légumineuses fait l’objet de ce présent travail et les 

mécanismes assurant sa mise en place seront décrits dans la suite du manuscrit. 

 Des analyses phylogénétiques ont démontré que toutes les plantes ayant la capacité à 

former des endosymbioses nodulaires appartiennent au clade des Eurosid I, incluant des plantes 

appartenant aux clades Fabale, Fagale, Cucurbitale et Rosale (Fa Fa Cu Ro) (Soltis et al., 2000). Il est 

supposé que la capacité à établir ces endosymbioses fixatrices d’azote viendrait d’une prédisposition 

acquise par un ancêtre commun, certainement une angiosperme, il y a environ 100 millions d’années 

(Figure 2) (Werner et al., 2014). Il existe de nombreuses similarités entre les endosymbioses 

nodulaires et l’interaction symbiotique des plantes avec les champignons mycorhiziens à arbuscules. 

Cette dernière, aussi appelée endomycorhization, s’établit entre des gloméromycètes en interaction 

avec près de 80% des plantes vasculaires connues (Parniske, 2008). L’endomycorhization aurait une 

origine bien plus ancienne que l’endosymbiose nodulaire et il est aujourd’hui largement admis que 

l’établissement d’une endosymbiose nodulaire vient d’une néo-fonctionnalisation de la capacité à 



Figure 2. Origine de la capacité à former des endosymbioses nodulaires

Arbre phylogénétique de 3 467 espèces d’angiosperme obtenu par maximum de vraisemblance à partir

de l’étude de 7 loci (18S, 26S, ITS, matK, rbcL, atpB and trnLF). Les branches sont colorées en fonction de

l’état le plus probable de leurs nœuds ancestraux. L’étoile noire indique l’origine du précurseur probable

de l’endosymbiose nodulaire. Les cercles concentriques gris et blanc représentent une période de 50

millions d’années à partir du présent. Les positions de quelques angiospermes importantes sont indiquées

par des dessins autour de l’arbre. Les bandes turquoises et jaunes indiquent les légumineuses et le clade

dit « fixateur d’azote », qui contient tous les angiospermes nodulants connus.

(Werner et al., 2014)
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établir une symbiose mycorhizienne (voir la partie 1.3.6) (Kritner et Parniske, 2002). Récemment, une 

étude de phylogénomique comparative réalisée sur 37 espèces de légumineuses ayant la capacité ou 

non de développer des endosymbioses rhizobiennes a mis en évidence que cet événement 

d’acquisition a été suivi par de multiples événements de pertes indiquant que la fixation biologique 

de l’azote ne constitue pas forcément un avantage sélectif (Griesmann et al., 2018). 

1.1.3. Diversité des rhizobiums 

 

 Le terme général « rhizobiums » (ou « rhizobia ») regroupe toutes les bactéries Gram 

négatives qui induisent des nodules sur les racines, et occasionnellement sur les tiges, des 

légumineuses. D’un point de vue taxonomique, ils appartiennent à plusieurs clades différents des 

protéobactéries, et de ce fait, le terme « rhizobium » ne représente pas un taxon unique mais un 

groupe polyphylétique de bactéries qui partagent une fonction similaire, celle d’entrer en symbiose 

avec les légumineuses (de Lajudie et Young, 2017). A ce jour, les rhizobiums appartiennent à 14 

genres bactériens différents répartis en deux grandes classes (Remigi et al., 2016). La plupart sont 

des α-protéobactéries mais certains appartiennent aux β-protéobactéries (de Lajudie et al., 2019). 

Malgré une très grande diversité phylogénétique, les rhizobiums possèdent tous un génome de 

grande taille (entre 5 et 10 Mb) avec un nombre de réplicons allant de 1 à 7. Leur génome est très 

plastique, riche en éléments transposables, en transporteurs et en gènes de régulation qui leur 

assurent une polyvalence sur le plan métabolique nécessaire pour la vie dans les sols et en 

interaction avec leurs hôtes (Masson-Boivin et al., 2009). En 2008, Amadou et ses collaborateurs 

montrent que le corps génome des rhizobiums est relativement restreint (moins de 10% de leur 

génome), ce qui illustre une très grande variabilité génétique. De plus, ils mettent en évidence que 

les rhizobiums ne partagent pas de gènes spécifiques qui ne sont pas retrouvés chez d’autres 

bactéries. Les auteurs concluent qu’il n’existe pas de stratégie unique permettant l’interaction des 

rhizobiums avec les légumineuses. En effet, plusieurs stratégies pour la mise en place de la 

nodulation sont aujourd’hui connues. Elles seront présentées dans les différentes parties de cette 

introduction. 

1.1.4. Diversité des légumineuses 

 

 Les légumineuses représentent un terme générique désignant les plantes appartenant à la 

famille des Fabaceae. Certaines plantes de cette famille présentent un intérêt agronomique majeur 

(comme le soja/Glycine max, l’arachide/Arachis hypogaea, le pois commun/Pisum sativum ou même 

le niébé/Vigna unguiculata), que ce soit pour la qualité des graines (riches en protéines) ou en tant 

que plantes fourragères (comme pour la luzerne/Medicago truncatula, ou le faux mimosa/Leucaena 



Figure 3. Arbre phylogénétique de la famille des Fabaceae

Arbre phylogénétique obtenu par analyse bayésienne du gène matK réalisée sur 3 696 représentants de

légumineuses.

(Adapté de LPGW, 2017)
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leucocephala). Elles sont également beaucoup utilisées en agroforesterie (comme le robinier/Robinia 

pseudoacacia ou le faux ébénier/Laburnum anagyroides) ou en tant que plantes pionnières pour la 

restauration des sols dégradés (comme le lotier/Lotus japonicus ou le lupin/Lupinus luteus) (Yahara 

et al., 2013). La famille des Fabaceae comprend près de 765 genres et plus de 19 500 espèces avec 

une forte diversité géographique et morphologique (LPGW, 2017). Elle constitue ainsi la troisième 

famille la plus diversifiée après les Orchidaceae et les Asteraceae (Kenicer, 2005; Lewis et al., 2013; 

LPGW, 2017). Les légumineuses s’étendent des forêts pluviales, aux déserts arides et aux plaines 

alpines, certaines d’entre elles sont même des espèces aquatiques ou semi-aquatiques. Elles 

comprennent des espèces annuelles ou pérennes, des arbres, des arbustes, des lianes ou des plantes 

herbacées (Doyle et Luckow, 2003). A ce jour, la classification des Fabaceae (qui se base sur le gène 

matK) distingue six sous-familles : Caesalpinioidae (qui inclut le clade des Mimosoideae), 

Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae, et Papilionoideae (Figure 3) (LPGW, 

2017). Chaque sous-famille est représentée par un nombre variable d’espèces, mais celle des 

Papilionoideae constitue la plus grande et la plus diversifiée avec 503 genres pour près de 14 000 

espèces (LPGW, 2017). 

1.1.5. Les spécificités d’interaction entre les rhizobiums et les légumineuses  

 

 Plus de 95% des espèces de Papillionoideae forment des nodules fixateurs d’azote avec les 

rhizobiums (Doyle & Luckow, 2003). Cependant, il existe une certaine spécificité dans l’établissement 

de l’interaction. Chaque espèce de légumineuse ne peut entrer en interaction qu’avec un nombre 

restreint de souches de rhizobiums et de la même manière, chaque souche de rhizobium possède 

son spectre d’hôtes de légumineuses spécifiques. Cette caractéristique est appelée « spécificité 

d’hôte ». Certaines souches de rhizobium présentent un spectre d’hôtes très large. C’est le cas 

d’Ensifer fredii NGR234 avec un spectre d’hôtes qui s’étend à plus de 120 genres de légumineuses 

différentes et à la plante non-légumineuse Parasponia andersonii (Pueppke et Broughton, 1999). A 

l’inverse, d’autres souches peuvent présenter un spectre très réduit, comme Azorhizobium 

caulinodans qui ne s’associe qu’avec Sesbania rostrata. Aucune corrélation ne peut être établie entre 

la phylogénie des légumineuses et celles des rhizobiums avec lesquelles elles interagissent.  

 Comme nous le verrons dans la suite du manuscrit, cette spécificité d’interaction est 

déterminée par de très nombreux processus qui font intervenir la reconnaissance de patterns 

moléculaires tout au long de l’établissement de l’interaction symbiotique, aussi bien du côté 

bactérien que du côté plante. 
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1.2. Mise en place de l’organe symbiotique  

 

 La spécificité d’interaction décrite précédemment met en évidence l’existence d’une 

reconnaissance spécifique des deux partenaires symbiotiques. C’est la reconnaissance de la bactérie 

par la plante qui déclenche les mécanismes moléculaires et physiologiques conduisant à 

l’organogénèse du nodule et à son infection par la bactérie. De très nombreuses études se sont 

attachées à la description de toutes les étapes conduisant à son établissement. Dans cette partie 1.2, 

nous nous attacherons à décrire, d’un point de vue physiologique et anatomique, les différentes 

étapes de l’organogénèse et de l’infection des nodules. Ces étapes ont été caractérisées chez 

plusieurs espèces de légumineuses pour lesquelles il a été observé certaines spécificités, mais je ne 

m’attacherais à décrire ici que le cas le plus courant, à savoir celui qui a été décrit chez les deux 

légumineuses modèles Medicago truncatula (la luzerne) et Lotus japonicus (le lotier). 

 Chez ces deux plantes, la reconnaissance des rhizobiums en surface de la racine déclenche 

deux réponses développementales différentes, coordonnées dans l’espace et dans le temps : 

l’infection et l’organogénèse nodulaire. Une première réponse a lieu au niveau des poils absorbants 

de l’épiderme racinaire et conduit à la formation d’un cordon d’infection qui transporte les bactéries 

vers le cortex en s’internalisant dans le poil absorbant. La seconde réponse est déclenchée plus 

profondément, au niveau du cortex ou du péricycle et assure le développement d’un primordium 

nodulaire par reprise de divisions cellulaires. L’élongation du cordon d’infection depuis l’épiderme 

jusqu’au cortex racinaire permet d’accompagner les bactéries au primordium nodulaire 

préalablement induit. Les bactéries seront ensuite délivrées dans les cellules du primordium où elles 

pourront fixer l’azote atmosphérique après une étape de différenciation en bactéröide (Oldroyd et 

Downie, 2008).  

1.2.1. Formation du cordon d’infection 

 

 L’épiderme racinaire représente la première barrière que la bactérie doit traverser au cours 

de l’infection de la plante. Dans la plupart des cas, l’étape d’infection est initiée au niveau des poils 

absorbants de la racine. C’est à leur extrémité que le processus symbiotique débute. Ces poils 

absorbants jouent un rôle fondamental dans l’attraction de la bactérie à leur surface par sécrétion, 

entre autres, d’acides carboxyliques et de flavonoïdes. Ils sont également impliqués dans le contrôle 

de la compatibilité des symbiotes via la reconnaissance de patterns moléculaires spécifiques de la 

bactérie, à commencer par les facteurs Nods (FNs), mais également les lipopolysaccharides (LPS), les 

exopolysaccharides (EPS), les polysaccharides capsulaires (KPS) ou les effecteurs sécrétés (voir la 

partie 1.4) (Gourion et al., 2014). Cependant, chez certaines légumineuses, comme celles 

appartenant aux clades des Dalbergioïdes et des Genistioïdes, la barrière formée par l’épiderme est 



Figure 4. Formation et progression du cordon d’infection chez M. truncatula

A. Vue d’ensemble de la progression du cordon d’infection dans le poil absorbant (Adapté de Gage et al.,

2004). B. La reconnaissance de la bactérie (en violet) provoque une courbure du poil absorbant (en jaune)

qui emprisonne la bactérie dans la chambre d’infection (en vert). C. La formation du pré-cordon

d’infection (en vert) débute en face de la micro-colonie bactérienne (en violet). D. L’élongation du cordon

(en vert) se fait dans l’axe du poil absorbant, guidée par le noyau (n). E. Le cordon d’infection transporte

les bactéries (en rouge et en vert) jusqu’à la base du poil absorbant où il continuera sa progression dans

les cellules suivantes.

(Adapté de Gage et al., 2004 et de Fournier et al., 2008; 2015)
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contournée via une infection intercellulaire au niveau de zones de blessures ou de « cracks » formés 

à l’émergence des racines latérales (Oldroyd et Downie, 2008; Madsen et al., 2010). Ce mode 

d’infection particulier sera décrit dans le cadre de l’interaction symbiotique entre les Bradyrhizobium 

et les plantes du genre Aeschynomene dans la partie 3.2.2. 

 Le premier changement morphologique induit par la reconnaissance des rhizobiums 

correspond à la courbure du poil absorbant puis à la formation d’une crosse. La courbure est 

provoquée par une croissance nouvellement induite à l’extrémité du poil et continuellement 

réorientée sur le côté, là où les rhizobiums ont adhéré en surface. De cette manière, la bactérie se 

retrouve piégée dans une poche formée par la courbure du poil, on parle de « chambre d’infection » 

(Heidstra et al., 1994 ; Esseling et al., 2003). Il est généralement admis que la chambre d’infection 

enferme une seule cellule bactérienne, qui formera une micro-colonie après division. La formation du 

cordon d’infection débute en face de la micro-colonie par invagination de la membrane plasmique et 

par accumulation de vésicules en provenance de l’appareil de Golgi, on parle alors de pré-cordon 

d'infection (Gage, 2004). Des observations au microscope électronique à transmission suggèrent que 

l'invagination et l'accès au cordon nouvellement formé sont facilités par une dégradation de la paroi 

pecto-cellulosique à l’endroit de l’invagination (Callaham et Torrey, 1981 ; Turgeon et Bauer, 1985).  

 Une fois initié, le cordon s’allonge de l’extrémité du poil absorbant jusqu’à sa base en 

emportant les bactéries. Cette élongation nécessite un apport actif de membrane vésiculaire et la 

direction de l’élongation est guidée par le noyau, relié à l’extrémité du cordon par un réseau de 

microtubules et d’actines (Nutman, 1959 ; Gage et al., 2004). Le transport des vésicules de l’appareil 

de Golgi au cordon est guidé par ce réseau cytosquelettique. Les vésicules apportent du matériel 

pariétal pour la formation d’une paroi cellulosique interne au cordon, mais également du matériel 

membranaire nécessaire à son élongation (Fournier et al., 2015) (Figure 4). Le rhizobium joue 

également un rôle important dans l’élongation du cordon d’infection via la sécrétion de composés, 

tels que des EPS. Ces derniers aident à la rigidification du cordon (Pellock et al., 2000) et jouent un 

rôle de signalisation important (voir partie 1.4.2). A l’approche de la base du poil absorbant, le noyau 

de la cellule corticale adjacente se repositionne et un pont cytoplasmique se forme pour établir un 

nouveau pré-cordon (Timmer et al., 1999). La paroi cellulaire à la base du poil absorbant subit alors 

une dégradation locale, ce qui permet au cordon de poursuivre sa progression dans l’assise cellulaire 

suivante. Ce processus est répété à chaque jonction cellulaire et assure la progression du cordon 

jusqu’au méristème nodulaire localisé dans le cortex (Gage et al., 2004) (Figure 4). 

 

 



Figure 5. Représentation des différentes étapes de développement nodulaire d’un nodule déterminé de

soja (à droite) et indéterminé de pois (à gauche)

Les numéros correspondent aux différentes étapes du processus d’induction et d’infection des nodules.

Les nodules déterminés ont une croissance définie qui s’arrête lorsque le nodule devient capable de fixer

l’azote atmosphérique. Le tissu central contient de nombreuses cellules infectées par les bactéries (en

noires). Les nodules indéterminés continuent leur croissance en longueur indéfiniment. Leur tissu central

est découpé en 4 zones : (I) un méristème apical assurant la croissance en longueur du nodule; (II) une

zone d’infection contenant des cellules parcourues de cordon d’infection portant les bactéries; (III) une

zone de fixation contenant les cellules infectés capables de fixer l’azote atmosphérique; (IV) une zone de

senescence où les symbiosomes sont éliminés des cellules.

(Adapté de Ferguson et al., 2010)

Nodule 

indéterminé
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1.2.2. Les différentes étapes de l’organogenèse nodulaire 

 

 En plus de la formation du cordon d’infection, la reconnaissance des rhizobiums en surface 

déclenche une reprise du cycle cellulaire de certaines cellules du cortex. L'organogénèse nodulaire 

est initiée dans les tissus internes de la racine et doit être synchronisée avec la formation et 

l’élongation du cordon d’infection pour que la libération de la bactérie se fasse dans les bonnes 

cellules et au bon moment. Trois morphologies différentes de nodules ont été décrites chez les 

légumineuses : (I) les nodules indéterminés, allongés, dont la croissance est continue grâce à un 

méristème apical; (II) des nodules déterminés, arrondis, dont la croissance s’arrête peu après la 

libération des bactéries dans les cellules du primordium et (III) les nodules aeschynomenoïdes, 

également à croissance déterminée dont les particularités seront décrites dans la partie 3.2.2. Quelle 

que soit la morphologie du nodule, il est toujours constitué d’une zone centrale et d’une zone 

périphérique. La zone centrale correspond au tissu infectieux contenant les bactéries et est le siège 

de la fixation biologique de l’azote atmosphérique. La zone périphérique est quant à elle constituée 

de trois tissus différents remplissant des rôles distincts. Le tissu épidermique joue un rôle de 

structure et de maintien de l’intégrité physique du nodule. Le tissu endodermique forme une 

barrière hermétique empêchant l’oxygène de pénétrer dans le tissu infectieux. Et enfin, le tissu 

vasculaire assure les échanges nutritionnels entre le nodule et le reste de la plante (Guinel, 2009). 

Une succession de divisions cellulaires anticlines et périclines assure la formation du primordium 

nodulaire (Figure 5). Ces divisions débutent à un endroit différent en fonction du type de nodules 

formés (Oldroyd et al., 2011). Les nodules de type indéterminé, comme observés chez M. truncatula 

ou Phaseolus vulgaris (le haricot commun), sont initiés dans le cortex interne et le péricycle (Timmers 

et al., 1999) alors que les nodules déterminés, comme chez L. japonicus ou le soja Glycine max, 

proviennent du cortex moyen et externe (Ferguson et Mathesius, 2014).  

 Les nodules indéterminés ont la particularité de posséder un méristème apical qui assure au 

nodule une croissance en longueur continue, ce qui lui confère une forme allongée. La zone 

infectieuse de ces nodules est divisée en quatre parties en fonction du niveau de différenciation des 

bactéries dans les cellules (Figure 5). 

1.2.3. Internalisation des bactéries dans le primordium nodulaire 

 

 Lorsque le cordon d’infection atteint le primordium nodulaire, les bactéries sont internalisées 

dans les cellules du cortex et forment un compartiment individuel entouré d’une membrane, et sans 

paroi, que l’on appelle « symbiosome » (Brewin, 2004). L’internalisation est assurée par un 

mécanisme comparable à une endocytose de la membrane du cordon d’infection, appelée 

« infection droplet » (Figure 6). Au sein du symbiosome, un profond changement métabolique va 



Figure 6. Internalisation des bactéries dans les cellules du tissu infectieux

Les symbiosomes sont formés par internalisation des bactéries dans les cellules du tissu infectieux depuis

des « infections droplet » émergents des cordons d’infection (1). Chez les plantes du clade des IRLC et des

Dalbergoïdes, les bactéries sont soumises aux NCRs secrétés par la cellule hôte en provenance de

l’appareil de Golgi (2 en haut). Le transporteur BacA (ou BclA chez les Bradyrhizobium) permet à la

bactérie de résister à l’activité antimicrobienne des NCRs (3 en haut). En cas de mutation de ces

transporteurs, la bactérie meurt et le processus symbiotique est avorté (2 en bas).

(Adapté de Haag et al., 2011)
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permettre à la bactérie de fixer l’azote atmosphérique grâce à la nitrogénase, c’est le processus de 

différenciation en bactéroïde. Chez la plupart des légumineuses, incluant L. japonicus, les bactéroïdes 

ont une taille et une forme comparables à la bactérie en vie libre. Ils conservent également leur 

capacité de division une fois libérés des nodules. On parle alors de bactéroïdes de type U (pour 

« unmodified ») (Mergaert et al., 2006). Les symbiosomes contiennent généralement plus de deux 

bactéroïdes de type U. En revanche, la différenciation est parfois accompagnée d’un changement 

morphologique de la taille et de l’aspect des bactéroïdes, c’est le cas chez certaines légumineuses, 

comme celles du clade des IRLC (Inverted Repeat Lacking Clade) auquel appartient M. truncatula 

(Haag et al., 2013) ou celles du clade des Dalbergoïdes, auxquels appartiennent les Aeschynomene et 

les plantes du genre Arachis. Chez Medicago truncatula ou Aeschynomene afraspera, le symbiosome 

contient un unique bactéroïde de forme allongée, parfois ramifié, caractérisé par une perméabilité 

membranaire plus importante. On parle de bactéroïdes de type E (pour « elongated »). En revanche, 

chez l’arachide ou chez d’autres espèces d’Aeschynomene comme A. indica, les bactéroïdes ont une 

forme sphérique. On parle de type S (pour « spherical ») (voir la partie 3.2.3). Dans les deux cas, 

durant leur différenciation, les bactéroïdes de type E et S deviennent polyploïdes (par 

endoréplication) et leur capacité à retrouver une croissance en vie libre est compromise. On parle 

alors de « différenciation terminale » et il est supposé que cette différenciation conduit à une 

optimisation de l’interaction symbiotique (Mergaert et al., 2006; Oono et Denison, 2010; Czernic et 

al., 2015).  

 Le phénomène de différenciation terminale est contrôlé par la plante hôte via la production 

massive d’une large diversité de petits peptides anti-microbiens riches en cystéines, les NCRs (pour 

« nodule-specific cysteine rich ») (Mergaert et al., 2003; Van de Velde et al., 2010). Chez M. 

truncatula, plus de 600 gènes codant pour des NCRs ont été identifiés et beaucoup d’entre eux sont 

localisés dans les mêmes régions génomiques. Malgré leur nombre considérable, suggérant une 

redondance fonctionnelle, certains d’entre eux sont essentiels et leur mutation spécifique conduit, 

chez M. truncatula, à des problèmes de différenciation et à une symbiose non fonctionnelle (Horváth 

et al., 2015; Kim et al., 2015; Wang et al., 2017; Yang et al., 2017). Pendant longtemps, il était 

supposé que le processus de différenciation impliquant des NCRs était spécifique aux légumineuses 

du clade des IRLC mais récemment, comme décrit dans la partie 3.2.3, des NCRs-like ont pu être mis 

en évidence chez les plantes du genre Aeschynomene.  

 Du coté bactérien les gènes bacA, ou bclA chez certains Bradyrhizobium, représentent des 

éléments clés de la différenciation en bactéroïde. Ces gènes codent pour des transporteurs 

membranaires qui confèrent une résistance à l’activité anti-microbienne des NCRs (Haag et al., 

2011). Un mutant du gène bacA chez Ensifer meliloti, ou bclA chez la souche Bradyrhizobium sp. 

ORS285, induit la formation de nodules non-fonctionnels dans lesquels les bactéries ne se 



Figure 7. Structure de la nitrogénase et organisation des gènes impliqués dans sa biosynthèse

A. Organisation du cluster de gènes de fixation d’azote nif d’une bactérie fixatrice d’azote, Klebsiella

oxytoca. La couleur des gènes se rapporte à la structure en 3 dimensions représentée en B. B. Structure

enzymatique du complexe nitrogénase. C. Organisation atomique des trois différents métalloclusters de

la nitrogénase. Les gènes nif impliqués dans la biosynthèse de chaque métallocluster sont représentés en

dessous.

(Adapté de Oldroy et Dixon, 2014)

A
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différencient pas en bactéroïdes et meurent rapidement après avoir été confrontées aux NCRs 

produits par la cellule hôte (Haag et al., 2011; Guefrachi et al., 2015) (Figure 6). 

1.2.4. La nitrogénase 

   

 Une fois intégrée dans les symbiosomes, ou une fois le processus de différenciation en 

bactéroïde terminé, les bactéries deviennent aptes à fixer l’azote atmosphérique grâce à l’expression 

des gènes codant pour la nitrogénase. Chez les rhizobiums, la nitrogénase est un complexe 

enzymatique associant un homodimère δ2 (protéine-Fe; NifH) constitué de deux chaines identiques, 

et un hétérotétramère α2β2 (protéine Mo-Fe; NifDK). La protéine-Fe est une dinitrogénase réductase 

qui possède un centre Fer-Soufre (le cluster-P) et un site d’interaction avec l’ATP (adénosine 

triphosphate). La protéine Mo-Fe est composée de deux sous-unités α (NifD), de deux sous-unités β 

(NifK) et porte deux métalloclusters 4Fe-4S ainsi que deux cofacteurs polypeptidiques fer-

molybdène-soufre (FeMo-co). Les gènes nifH, nifD et nifK sont généralement retrouvés sur un 

plasmide ou un îlot symbiotique à proximité de d’autres gènes nif et fix impliqués dans la synthèse 

du FeMo-co, la maturation, le fonctionnement et la régulation de la nitrogénase (Figure 7). 

 La réaction de fixation d’azote commence par la réduction de deux molécules d’ATPs par la 

protéine-Fe qui induit un changement de conformation et la rend capable d’oxyder une ferrédoxine 

ou une flavodoxine d’origine végétale. Les électrons captés sont ensuite transférés à la protéine Mo-

Fe par l’intermédiaire du molybdène où la réduction du diazote en NH3 a lieu selon la réaction 

suivante : 

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

 La fixation d’azote par la nitrogénase nécessite un apport en ATPs très important. En effet, en 

tenant compte du besoin en ferrédoxine ou flavodoxine réduite, la réduction du diazote 

atmosphérique requiert 25 équivalents d’ATPs par molécule de N2 fixée, ce qui fait de ce processus 

l’un des plus couteux en énergie du monde vivant (Simpson et Burris, 1984). De manière 

surprenante, malgré la capacité à fixer le N2 en condition symbiotique, la plupart des rhizobiums sont 

incapables de le fixer en condition de vie libre. En effet, la synthèse d’un des constituants essentiels 

de la nitrogénase, le FeMo-co, nécessite l’apport d’homocitrate non synthétisé par la bactérie mais 

transféré par la plante aux bactéroïdes. Seules certaines souches de Bradyrhizobium et Azorhizobium 

caulinodans qui présentent le gène nifV, codant une homocitrate synthase, possèdent la capacité de 

fixation du N2 en vie libre (Dreyfus et al., 1988; Alazard, 1990; Wongdee et al., 2016; Nouwen et al., 

2017).  

 Le contrôle de la pression partielle en oxygène dans le tissu infectieux du nodule est très 

important. En effet, la nitrogénase est en partie constituée de métalloclusters qui peuvent s’oxyder 



Figure 8. Représentation du métabolisme au cours de la fixation d’azote et des différents échanges

entre le bactéroïde et la cellule hôte

La partie en bas à droite est spécifique des plantes du clade des IRLC et des Dalbergoïdes et représente la

production de NCRs et leur sécrétion dans le symbiosome. En bref, la plante fournit à la bactérie des

substrats carbonés, majoritairement sous forme de malate, issus du catabolisme des hexoses produits par

la photosynthèse. Ces substrats sont utilisés par la bactérie pour la production d’ATPs via le cycle de

Krebs (cycle TCA) qui assure l’apport énergétique pour l’activité nitrogénase. L’azote fixé par la

nitrogénase est exporté sous forme de NH4
+ dans la cellule hôte qui peut ensuite le métaboliser dans des

acides aminés grâce à la glutamate synthase (GS).

(Adapté de Oldroy et al., 2011)
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en présence de dioxygène et ainsi rendre la nitrogénase irréversiblement inactive. Afin de réduire la 

pression partielle en oxygène, la plante produit une globine spécifique à l’intérieur du nodule, la 

leghémoglobine, qui séquestre l’oxygène pour assurer le bon fonctionnement de la nitrogénase 

(Oldroyd et Dixon, 2014). L’abondance de cette protéine dans les nodules est responsable de la 

coloration rose du tissu infectieux. 

1.2.5. Echanges nutritionnels au sein du nodule 

 

 La membrane du symbiosome est une interface qui assure la régulation du transport de 

métabolites entre la plante hôte et les bactéroïdes fixateurs d’azote. De nombreux transporteurs et 

canaux ont été caractérisés et permettent le contrôle des échanges entre les deux organismes 

(Clarke et al., 2014). Les principaux échanges de nutriments à travers la membrane des symbiosomes 

sont les transports de dicarboxylates, de la plante aux bactéroïdes, en échange du produit de fixation 

de la nitrogénase, le NH3/NH4
+ (Halbleid et Ludden, 2000). La plante fournit principalement du 

malate aux bactéroïdes, venant de l’oxydation des hexoses produits par son activité 

photosynthétique. Elle apporte également à la bactérie l’homocitrate nécessaire à la synthèse du 

FeMo-co de la nitrogénase. L’oxydation du malate par la bactérie via le cycle de Krebs (ou cycle TCA 

pour « tricarboxilic acid ») fournit l’ATP nécessaire pour le fonctionnement de la nitrogénase. Chez 

les bactéroïdes, l’assimilation de l’ammonium produit par la nitrogénase est bloquée pour être 

secrétée dans les cellules végétales. D’autres échanges de nutriments ont lieu au cours de 

l’interaction symbiotique et pour plus d’informations, j’invite le lecteur à consulter les revues 

suivantes : Oldroyd et al., 2011; Udvardi et Poole, 2013; Clarke et al., 2014 (Figure 8). 

  

 De la reconnaissance des rhizobiums jusqu’à la formation d’un nodule fixateur d’azote, la 

symbiose entre les rhizobiums et les légumineuses est un processus complexe qui fait intervenir de 

très nombreux acteurs moléculaires. Dans la partie suivante, nous nous attacherons à la description 

des acteurs principaux qui assurent la mise en place et le maintien de cette interaction symbiotique. 

 

 

 

 

 

 



Figure 9. Structure chimique générique de différents flavonoïdes produits par les légumineuses

Les différentes structures des flavonoïdes produits par les légumineuses influencent leur reconnaissance

par NodD ce qui conditionne le spectre d’hôte de la plante.

(Tohge et al., 2017)
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1.3. Les bases moléculaires de l’interaction symbiotique entre les rhizobiums et les 

légumineuses 

 

1.3.1. L’étape pré-symbiotique : la reconnaissance des deux partenaires et le dialogue 

moléculaire 

 

 Les flavonoïdes sont des métabolites secondaires, des polyphénols, aux fonctions 

extrêmement variées chez les plantes. Plus de 8000 flavonoïdes différents ont été identifiés jusqu’à 

présent, ce qui en fait la classe de polyphénols la plus représentée (Falcone Ferreyra et al., 2012; 

Tohge et al., 2017). Ces molécules sont excrétées par le système racinaire des plantes et 

représentent les premiers signaux perceptibles par la microflore de la rhizosphère (Mönchgesang et 

al., 2016). Au cours de l’interaction entre les rhizobiums et les légumineuses, ces flavonoïdes 

remplissent plusieurs fonctions déterminantes. Tout d’abord, ils agissent en tant que chimio-

attractant pour aider à l’attraction des bactéries vers la surface des racines. Cependant, ils sont 

principalement connus pour leur rôle dans l’induction de l’expression des gènes de nodulation (gène 

nod) chez les rhizobiums. Comme nous le verrons, ces genes interviennent dans la synthèse et la 

secrétion des facteurs Nods (FNs), la molécule signale dont la reconnaissance par la plante déclenche 

le processus symbiotique (Rolfe, 1988; Lerouge et al., 1990). Cette induction chez la bactérie se fait 

par l’intermédiaire de NodD, un facteur de transcription de la famille LysR qui, en se liant avec les 

flavonoïdes, assure l’induction des gènes de nodulation nod (Schell, 1993). Tous les flavonoïdes ne 

peuvent pas agir en tant qu’inducteur. Il existe une certaine spécificité de l’interaction de NodD avec 

les flavonoïdes, ce qui constitue une première étape de sélection du partenaire symbiotique et 

permet une modulation du spectre d’hôtes de la plante (Cunningham et al., 1991) (Figure 9). 

 Comme tous les membres de la famille de facteurs de transcription LysR, le régulateur NodD 

possède un domaine C-terminale de fixation à un inducteur, et un domaine N-terminal caractérisé 

par un motif HTH (pour « helix-turn-helix ») permettant l’interaction avec l’ADN. Une fois la liaison 

avec les flavonoïdes établie, NodD interagit avec l’ADN sur une séquence conservée, appelée nod 

box, et déclenche l’expression des gènes nod situés en aval. Comme nous le verrons dans la partie 

2.3.2, NodD régule également l’expression des gènes codant pour les systèmes de sécrétion de type 

III (T3SS) et IV (T4SS) (Deakin et Broughton, 2009). Certaines souches de rhizobiums, comme 

Rhizobium leguminosarum, ne possèdent qu’une seule copie de NodD et sa mutation leur fait perdre 

leur capacité de nodulation. A l’inverse, de nombreux rhizobiums possèdent plusieurs copies de 

NodD. C’est le cas de Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110, Bradyrhizobium sp. ORS285, E. fredii 

NGR234, E meliloti ou même Rhizobium tropici qui possèdent entre deux et cinq copies de NodD 

(Broughton et al., 2000). Il est supposé que les différentes versions de NodD intéragissent avec 



Figure 11. Structure chimique générique des facteurs Nods produits par les rhizobiums

La structure des FNs peut varier d’une souche bactérienne à l’autre en fonction de son répertoire de

gènes nod. Les gènes nodABC structuraux participent à la synthèse du core chimique des FNs. D’autres

gènes nod, plus spécifiques, et le plus souvent dispensables, sont impliqués dans l’ajout de décorations

autour du squelette carboné aux emplacements R1 à R6.

(Perret et al., 2000)

Figure 10. Modèle de la régulation de l’expression des gènes nod chez la souche Bradyrhizobium

diazoefficiens USDA110

Après reconnaissance de la génistéine, l’expression des gènes de nodulation nod et nol chez USDA110 est

activée par les régulateurs NodD1 et NodVW. Une répression de l’expression des gènes de nodulation est

contrôlée par NolA et par NodD2. NolA active l’expression de nodD2 qui agit comme répresseur de

l’expression des gènes nod.

(Loh et Stacey, 2003)
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différents flavonoïdes, permettant ainsi une modulation du spectre d’hôtes de la bactérie. En effet, le 

transfert de NodD1 de NGR234 à d’autres rhizobiums leur confère la capacité de noduler de 

nouvelles plantes (Bender et al., 1988).  

 Les facteurs de transcription de la famille LysR sont connus pour être fonctionnellement 

actifs sous forme de tétramère (Maddock et Oyston, 2008). Bien qu’aucune étude ne montre une 

interaction de NodD avec lui-même, la présence de plusieurs versions de NodD chez certains 

rhizobiums pourrait suggérer l’existence d’homo ou d’hétéro-tétramère. La combinaison de 

différents NodD au sein d’un hétéro-tétramère pourrait alors augmenter le nombre de flavonoïdes 

reconnus et ainsi contribuer à l’élargissement du spectre d’hôtes de la bactérie. Il est à noter 

qu’aucune interaction directe des flavonoïdes avec NodD n’a été à ce jour démontrée. 

 Même si NodD est considéré comme le « master régulateur » de l’expression des gènes de 

nodulation, d’autres types de régulateurs sont connus pour leur participation à la modulation de 

l’expression des gènes nod. Chez E. meliloti, un second régulateur LysR, SyrM, régule l’expression des 

gènes nod indépendamment de la reconnaissance de flavonoïdes (Kondorosi et al., 1991). Chez B 

diazoefficiens USDA110, les trois régulateurs supplémentaires NolA, NodV et NodW peuvent 

contrôler l’induction de l’expression des gènes de nodulation en l’absence de NodD (Loh et Stacey, 

2003) (Figure 10). 

 

 Les facteurs Nod (FNs), synthétisés et sécrétés par les gènes nod suite à l’activation de NodD 

par les flavonoïdes, correspondent à des molécules de lipochitooligosaccharides (LCO). De manière 

intéressante, des LCOs sont aussi impliqués dans la mise en place de la symbiose mycorhizienne, ils 

sont alors appelés facteurs Myc-LCOs (Maillet et al., 2011). Les FNs présentent un squelette 

moléculaire conservé chez tous les rhizobiums possédant des gènes nod. Ce squelette est constitué 

de trois à six résidus de N-acétyl-D-glucosamine liés en β-1,4 auquel est associé une chaine d’acides 

gras qui peut présenter une longueur et un niveau de saturation variable (Sergeevish et al., 2015) 

(Figure 11). Cette structure est très proche de celle de la chitine, à l’exception de la chaine d’acides 

gras supplémentaires. Elle est synthétisée par trois gènes clés, nodA, nodB et nodC, organisés en 

opérons et strictement conservés chez tous les rhizobiums nodulants, à l’exception des 

Bradyrhizobium photosynthètiques dont je discuterais dans la partie 3.2. D’autres gènes nod, plus 

spécifiques à certaines espèces, voir même à certaines souches, contrôlent l’ajout de nombreuses 

modifications moléculaires sur le squelette des FNs. La plupart des rhizobiums secrète un 

assortiment de FNs. Chaque souche possède ainsi un set spécifique de gènes nod qui, ensemble, 

permettent la synthèse d’un cocktail de FNs reconnus par la plante hôte (Sergeevish et al., 2015). Le 

spectre d’hôtes d’un rhizobium est ainsi largement conditionné par ces différentes modifications. 

Pour exemple, les gènes nodH, nodP et nodQ, retrouvés chez E. meliloti, contrôlent l’ajout d’un 
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groupement sulfate à l’extrémité réductrice, ce qui permet à ces FNs d’être spécifiquement reconnus 

par la plante hôte Medicago truncatula (Ardourel et al., 1994). L’inactivation de nodS (qui code pour 

une N-méthyltransferase) chez A. caulinodans, E. fredii NGR234 et R. tropici abolit la nodulation sur 

Leucaena leucicephala alors que son introduction chez d’autres souches la confère (Lewin et al., 

1990; Krishnan et al., 1992; Jabbouri et al., 1995; Welkens et al., 1995). Il existe ainsi de multiples 

gènes nod spécifiques décrits chez différentes souches de rhizobiums, l’alphabet étant limité à 26 

lettres, ceux-ci ont été dénommés par la suite nol puis noe. Le dernier en date, oublié en 2019 par 

Daubech et ses collaborateurs, a été nommé noeM. Malheureusement, il n’existe pas à l’heure 

actuelle de revue récente reprenant l’ensemble de ces gènes nod, nol et noe.  

 Enfin, les gènes nodI, nodJ codent pour des protéines formant un complexe impliqué dans la 

sécrétion des FNs à travers l’enveloppe bactérienne (Dénarié et al., 1996). 

1.3.2. La perception des facteurs Nods par la plante 

 

 Les études portant sur la perception des FNs, et sur la signalisation moléculaire qui en dérive, 

ont principalement été menées sur les deux légumineuses modèles Medicago truncatula et Lotus 

japonicus. Ce sont l’utilisation de la génétique directe et de l’analyse des phénotypes de banques de 

mutants, qui ont permis l’identification de la majorité des acteurs de la voie de transduction du signal 

de nodulation. Sauf à de rares exceptions, chacun des gènes caractérisés chez l’une des deux plantes 

modèles trouve son homologue fonctionnel chez la seconde. Dans cette partie, je m’attacherais à 

décrire les principaux acteurs de la voie de signalisation moléculaire conduisant à l’induction de la 

nodulation. Pour cela, j’utiliserais lorsque cela est possible, la nomenclature des gènes utilisée chez 

Lotus japonicus. Cette description n’a pas pour but d’être exhaustive, mais seulement d’apporter une 

vue d’ensemble de la voie de transduction déclenchée par la reconnaissance des FNs. Pour plus 

d’informations, j’invite le lecteur à consulter les revues détaillées suivantes : Ferguson et al., 2010; 

Oldroyd, 2013; Sergeevich et al., 2015; Kudla et al., 2018. 

 

 L’analyse des banques de mutants de M. truncatula et L. japonicus a rapidement conduit à 

l’identification de locus impliqués dans la perception des FNs. Une mutation dans l’un de ces locus 

entraine une perte systématique de la capacité à noduler, on parle de phénotype Nod-. Les gènes de 

ces locus ont été caractérisés comme codant pour des récepteurs sérine/thréonine kinases à motif 

lysine extracellulaire (LysM-RLK) (Amor et al., 2003; Madsen et al. 2003; Radutoiu et al., 2003). Les 

récepteurs LysM sont impliqués dans la perception de nombreux patterns moléculaires conservés 

chez les bactéries, les MAMPs (pour « microbe-associated molecular patterns »), tels que les 

lipopolysaccharides, les peptidoglycanes ou la chitine (Tanaka et al., 2013; Zipfel et Oldroyd, 2017). 



Figure 13. Mesure spatio-temporelle des oscillations calciques générées dans un poil absorbant lors de

la reconnaissance des FNs par les récepteurs NFR1/NFR5

Les régions mesurées sont entourées d’un cercle blanc dans l’insert A. La concentration en calcium est

représentée par un gradient de couleurs allant du bleu (moins concentré) au rouge (plus concentré)

comme indiqué dans la barre d’échelle à droite. L’insert B permet de localiser l’emplacement du noyau

(n).

(Adapté de Ehrhardt et al., 1996)

Figure 12. Reconnaissance des FNs et de différents oligosaccharides par des récepteurs LysM-RLKs

Les récepteurs LysM-RLKs sont impliqués dans la perception de composés oligosaccharidiques produits

par les microorganismes. Les deux récepteurs NFR1/NFR5 reconnaissent les FNs produits par les

rhizobiums de la même manière que les récepteurs CEBIP, CERK1 et LYM1/3 reconnaissent la chitine et

les peptidoglycanes. La perception des FNs entraine l’activation de la signalisation symbiotique alors que

la perception de la chitine ou des peptidoglycanes entraine une signalisation conduisant à l’activation du

système immunitaire.

(Oldroy, 2013)
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Ces récepteurs sont caractérisés par la répétition d’un petit motif de 44 à 65 acides aminés (le motif 

LysM) associé à un domaine kinase (RLK). Deux récepteurs LysM-RLKs différents ont été identifiés 

comme jouant un rôle majeur dans la perception des FNs : NFR1 pour « nod factor receptor 1 » (LYK3 

chez M. truncatula) et NFR5 (NFP). Ces deux récepteurs sont membranaires et interagissent 

ensemble pour former un hétérodimère dont l’interaction avec les FNs a pu être démontré chez le 

lotier en 2012 (Broghamme et al., 2012; Moling et al., 2014). Le domaine kinase de NFR5 est 

naturellement muté, le rendant non fonctionnel. A l’inverse, celui de NFR1 est nécessaire pour 

l’induction nodulaire. Des analyses in vitro ont permis de démontrer qu’il possède une activité 

d’autophosphorylation et de transphosphorylation à NFR5 (Madsen et al., 2011). Le modèle ainsi 

établit propose que la reconnaissance des FNs par le complexe NFR1/NFR5 libère l’activité 

d’autophosphorylation de NFR1 qui transfère ensuite le groupement phosphate à NFR5 (Figure 12). 

 Il est important de noter que ce mécanisme de reconnaissance des FNs est très proche de 

celui qui assure la reconnaissance de la chitine par le complexe de récepteurs LysM-RLKs LYK5/CERK1 

chez Arabidopsis thaliana (Figure 12). Il a ainsi été suggéré que la fonction initiale des LysM-RLKs 

serait la reconnaissance de dérivés de chitine produits par les champignons pathogènes (Nakagawa 

et al., 2011). De plus, l’étude des régions génomiques qui entourent les gènes LysM-RLKs chez les 

légumineuses et chez d’autres plantes (notamment A. thaliana et le riz) laisse supposer que les LysM-

RLKs descendent tous d’un ancêtre commun (Zhu et al., 2006). Zhang et ses collaborateurs (2007) 

proposent que les LysM-RLKs des légumineuses ont suivi plusieurs étapes de duplications et de 

diversifications ayant conduit à la capacité à reconnaitre spécifiquement les FNs. Toutes ces données 

mettent en évidence les liens très étroits qui existent entre le déclenchement du système 

immunitaire et la voie de signalisation symbiotique (Zipfel et Oldroyd, 2017). 

1.3.3. Le déclenchement des oscillations calciques  

 

 La perception des FNs au niveau de la membrane des poils absorbants entraine deux 

réponses physiologiques : (I) un influx rapide de calcium Ca2+ dans la cellule depuis le milieu 

extracellulaire et; (II) une oscillation de la concentration en Ca2+ localisée autour du noyau (Ehrhardt 

et al., 1996; Shaw et Long, 2003; Kosuta et al., 2008) (Figure 13). Ces oscillations nucléaires 

représentent un marqueur de la réponse symbiotique et de nombreuses études ont permis 

l’identification des différentes protéines recrutées pour la mise en place de ce signal. Chez le lotier, 

deux transporteurs de potassium, CASTOR et POLLUX, localisés au niveau de l’enveloppe nucléaire, 

sont indispensables pour le déclenchement des oscillations. Chez Medicago truncatula, c’est DMI1 

qui remplit le rôle joué par CASTOR et POLLUX. Bien que ces canaux soient nécessaires pour la mise 

en place des oscillations calciques, ils n’assurent que le transport de potassium. Celui-ci permet de 



Figure 14. Modèle de la voie de signalisation conduisant à la génération des oscillations calciques

La reconnaissance des FNs par les deux récepteurs NFR1/NFR5 déclenche deux réponses calciques : (I)

l’influx de calcium depuis le milieu extérieur qui est supposé être dépendant de certaines NADPH

oxidases RBOH comme lors de l’activation du système immunitaire (Zipfel et Oldroy, 2017); (II) des

oscillations de la concentration en calcium localisées autour du noyau. Cette deuxième réponse serait

dépendante de la production de mévalonate qui jouerait le rôle de second messager entre le site de

reconnaissance des FNs sur la membrane cytoplasmique et celui de la génération des oscillations

calciques par des transporteurs de l’enveloppe nucléaire. (Adapté de Oldroyd, 2013 et de Zipfel et

Oldroyd, 2017)

Ca2+ spiking
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contrebalancer la dépolarisation membranaire engendrée par les oscillations calciques. Le canal 

permettant le transport du calcium, CNGC15, n’a été identifié que récemment chez Medicago 

truncatula. Il interagit avec DMI1 et assure la libération du calcium depuis l’enveloppe nucléaire 

(Charpentier et al., 2016). Enfin, l’homéostasie nucléaire du calcium est maintenue par la fonction de 

MCA8 dont l’activité est dépendante de l’hydrolyse d’ATP (Capoen et al., 2011). 

 Pendant longtemps, le mécanisme qui relie la perception des FNs par NFR1/NFR5 au 

déclenchement des oscillations calciques nucléaires est resté énigmatique. Ces dernières années, de 

nombreuses études ont permis d’avancer sur la compréhension de cette étape. Identifié en 2002, la 

mutation de SYMRK (DMI2) entraine un phénotype Nod-. Ce n’est qu’en 2014 qu’Antolin-Llovera et 

ses collaborateurs démontrent que SYMRK joue un rôle central dans la voie de transduction du 

signal. Le gène SYMRK code un récepteur sérine/thréonine kinase mais, à la différence de 

NFR1/NFR5, il ne possède pas de domaine LysM mais un domaine LRR (pour « leucine-rich repeats ») 

(Endre et al., 2002). Il interagit avec NFR5 sur la membrane plasmique des cellules (Antolin-Llovera et 

al., 2014) et son domaine kinase interagit du côté cytoplasmique avec HMGR (une 3-hydroxy-

3-methylglutaryl-CoA reductase), une enzyme clé de la voie de biosynthèse du mévalonate. Le 

mévalonate pourrait bien représenter le second messager assurant la transduction du signal de la 

membrane du poil absorbant au noyau puisque son application seule est suffisante pour activer les 

oscillations calciques (Venkateshwaranet et al., 2015). La transduction du signal mévalonate semble 

passer du cytoplasme au noyau par les pores nucléaires puisque de nombreuses nucléo-porines 

(NUP85, NUP133 et NENA) sont nécessaires pour la génération des oscillations calciques (Kanamori 

et al., 2006; Saito et al., 2007). Combinant toutes ces données, un modèle de la génération des 

oscillations calciques, présenté dans la figure 14, a été proposé par Giles Oldroyd en 2013. 

1.3.4. Interprétation des oscillations et expression des premiers gènes de nodulation 

 

 Les oscillations calciques nucléaires sont interprétées par la protéine calcium calmoduline-

dépendante serine/thréonine kinase CCaMK (DMI3 chez M. truncatula) (Mitra et al., 2004; Lévy et 

al., 2004). L’activité de la CCaMK est dépendante de deux phénomènes : (I) une fixation directe du 

calcium à trois motifs « EF-hand » et; (II) la fixation de calcium à une calmoduline (CaM) qui interagit 

avec le domaine kinase de CCaMK (Tirichine et al., 2006; Gleason et al., 2006). Les oscillations 

calciques déclenchent une autophosphorylation de CCaMK puis un transfert du groupement 

phosphate à son substrat principal, le facteur de transcription CYCLOPS (IPD3) (Messinese et al., 

2007; Yano et al., 2008; Singh et al., 2014). CYCLOPS appartiendrait à un complexe qui contient au 

moins trois facteurs de transcription à domaine GRAS : NSP1, NSP2 et DELLA (Jin et al., 2016; 

Fonouni-Farde et al., 2016). Ce complexe participe, entre autres, à l’activation de l’expression 



Figure 15. Modèle de la voie de signalisation en aval des oscillations calciques

La CCaMK est indispensable au décodage des oscillations calciques générées par la reconnaissance des

FNs. Dans le noyau, la phosphorylation de CYCLOPS par la CCaMK active le complexe transcriptomique

formé des protéines CYCLOPS, NSP1, NSP2 et DELLA. Ce complexe agit en tant qu’activateur de la

transcription, entre autres, des deux gènes ERN1 et NIN, indispensables pour le déclenchement du

processus d’infection et d’organogénèse des nodules. (Adapté de Oldroy, 2013)

DELLA

Figure 16. Modèle de la communication symplasmique au cours des premières étapes du

développement nodulaire chez M. truncatula

La perception des FNs sur la membrane du poil absorbant entraine l’expression, entre autres, de NIN et la

formation du cordon d’infection. Un signal, dont la nature est encore inconnue, active l’expression de

MtBG2 dans les cellules du cortex interne et dans celles du péricyle (1). L’activité de MtBG2 augmente la

connectivité symplasmique depuis le cortex jusqu’à l’épiderme (2 et 3). Cette nouvelle connexion

symplasmique est requise pour l’expression de NIN dans le cortex moyen et interne, aboutissant à la

formation du primordium nodulaire (4). ep, épiderme; oc, cortex externe; IT, cordon d’infection; it, cortex

interne.

(Gaudioso-Pedraza et al., 2016)
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génétique de deux autres facteurs de transcription jouant un rôle déterminant dans l’établissement 

de la symbiose : ERN1 (pour « ethylene response factor (ERF) required for nodulation 1 ») nécessaire 

à la formation du cordon d’infection et NIN (pour « nodule inception ») qui joue un double rôle dans 

l’infection et l’organogenèse nodulaire (Singh et al., 2014; Cerri et al., 2017) (Figure 15). 

1.3.5. Contrôle génétique et hormonale de l’organogène et de l’infection des nodules 

 

 L’activation de la voie de signalisation décrite précédemment entraine deux réponses 

spécifiques, une réponse épidermique aboutissant à la formation du cordon d’infection et une 

réponse corticale assurant une reprise des divisions cellulaires. Ces deux réponses sont séparées 

dans l’espace mais coordonnées dans le temps. Ainsi, les cellules épidermiques en cours d'infection 

doivent nécessairement communiquer avec les cellules du cortex/péricyle où le primordium 

nodulaire est initié (Xiao et al., 2014). Ce processus est étroitement intégré et l'organogenèse cesse si 

l'infection échoue. Il a rapidement été proposé que la voie de transport symplasmique soit recrutée 

pour le transfert d’une signalisation entre les cellules de l’épiderme et celles du cortex. Récemment, 

il a été démontré chez M. truncatula que la reconnaissance des FNs au niveau de l’épiderme induit 

l’expression de MtBG2 au niveau du cortex. Ce dernier régule le transport intercellulaire via les 

plasmodesmes en augmentant leur perméabilité par dégradation de la callose (Gaudioso-Pedraza et 

al., 2016). Sa mutation entraine une diminution de la connectivité symplasmique entre le cortex et 

l’épiderme et est corrélée à une diminution drastique de l’expression de NIN en présence de 

rhizobiums. Le modèle ainsi établit propose que le signal assurant la communication entre le cortex 

et l’épiderme passe probablement par la voie symplasmique. Cependant, ce signal reste encore 

aujourd’hui à identifier (Figure 16). 

 Le déclenchement de la voie symbiotique au niveau de l’épiderme entraine l’expression de 

nombreux gènes impliqués dans la courbure du poil absorbant, dans la formation du cordon 

d’infection et dans sa progression jusqu’au primordium nodulaire. La mutation de certains de ces 

gènes affecte précocement l’infection et aucune courbure du poil absorbant n’est observée (c’est le 

cas notamment de la mutation de NIN, NSP1, NSP2). D’autres mutations ne bloquent pas la 

formation de foyers d’infection, mais réduisent drastiquement le nombre de cordons induits (cyclops, 

ern1). Enfin, certains mutants présentent une croissance du cordon d’infection anormale ou 

prématurément arrêtée (lin/cerberus, vapyrin, rpg, nap1, pir1, symrem1) (Oldroyd et al., 2011). Pour 

plus de détails sur le rôle spécifique de ces gènes, j’invite le lecteur à consulter la revue d’Oldroyd et 

ses collaborateurs (2011) qui établissent une liste de gènes impliqués dans ces processus. 

 



Figure 17. Rôle des auxines et des cytokinines dans l’induction du méristème nodulaire

L’activation de l’organogénèse nodulaire requiert la reconnaissance des FNs à la surface du poil absorbant

et l’induction du facteur de transcription NIN, qui est suffisant pour l’activation d’une signalisation

impliquant les cytokinines dans le cortex de la racine. Cette signalisation passe par le récepteur des

cytokinines LHK1 (CRE1) et inhibe l’activité des transporteurs d’auxines PINs dans les cellules du cortex.

L’accumulation d’auxines qui en résulte induit une reprise des divisions cellulaires et la formation d’un

primordium nodulaire.

(Adapté de Oldroy et al., 2011)
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 L’activation artificielle de beaucoup de composants de la voie de signalisation décrit 

précédemment, tels que les récepteurs des FNs, la CCaMK ou CYCLOPS, entraine la formation 

spontanée de nodules non infectés. L’ajout ectopique de cytokinines est également suffisant pour 

stimuler la formation de structures nodulaires sur les racines de certaines légumineuses (Cooper et 

Long, 1994; Heckmann et al., 2011; Podlešáková et al., 2013). Il apparait alors que la signalisation 

induite par les cytokinines, joue un rôle important dans l’induction de l’organogenèse nodulaire (Miri 

et al., 2016). L'organogenèse induite par les cytokinines est dépendante de l'activation des facteurs 

de transcription NSP1, NSP2, NIN et ERN1. Chez le lotier, ce processus est contrôlé par un récepteur 

des cytokinines, LHK1 (pour « lotus histidine kinase 1 »; CRE1 chez M. truncatula) (Heckman et al., 

2011; Plet et al., 2011). L’activation de la voie cytokinine via LHK1 entraine un changement dans le 

transport polarisé de l’auxine, inhibé après l’ajout de FNs ou de rhizobiums (Noorden et al., 2006; 

Plet et al., 2011). Ces résultats ont été reliés avec des études démontrant que l’ajout d’inhibiteurs du 

transport de l’auxine est suffisant pour induire une organogenèse nodulaire en l’absence de 

bactéries (Hirsh et al., 1989). Ainsi, il est proposé que la signalisation induite par les cytokinines, 

activée lors de la reconnaissance des FNs, conduit à l’inhibition localisée du transport de l'auxine 

dans le cortex (et le péricycle chez M. truncatula), ce qui entraine son accumulation et une reprise 

des divisions cellulaires. Il en résulte la formation du primordium nodulaire (Figure 17). D’autres 

phytohormones sont impliquées dans l’organogenèse et l’infection des nodules. Comme dans tous 

les processus développementaux, les réponses induites par ces hormones forment un réseau 

complexe et les interconnexions qu’elles établissent entre elles sont encore largement inconnues. 

Les réponses hormonales ont été étudiées sur différentes légumineuses, avec des méthodes et des 

conditions différentes, ce qui rend difficile la construction d’un modèle d’interaction hormonal au 

cours de la nodulation (Ferguson et Mathesius, 2014). J’invite ainsi le lecteur à lire la revue de Liu et 

ses collaborateurs (2018) qui fournit une analyse bibliographique récente des connaissances 

actuelles sur les réponses hormonales au cours du processus de nodulation.  

1.3.6. Existence d’une voie symbiotique commune à la nodulation et à la mycorhization 

   

 L’étude des nombreux gènes impliqués dans la voie de signalisation de la nodulation a 

montré que certains d’entre eux sont également impliqués dans le processus de mycorhization et 

dans le processus d’endosymbiose nodulaire entre les plantes actinorhiziennes et les bactéries du 

genre Frankia (Parninske, 2008; Hocher et al., 2019). Ces études ont conduit à l’hypothèse que les 

symbioses mycorhiziennes à arbuscules et les endosymbioses nodulaires utilisent la même voie de 

signalisation. On parle alors de voie de signalisation symbiotique commune ou CSSP (pour « common 

symbiotic signaling pathway »). La CSSP est supposée débuter en aval de la perception des FNs, au 



Figure 18. Conservation de la voie de signalisation symbiotique commune (CSSP) au cours du processus

de nodulation (chez les légumineuses et les plantes actinorhiziennes) et de mycorhization

De nombreux gènes et seconds messagers sont nécessaires à la mise en place des deux endosymbioses

nodulaires (rhizobacterienne et actinorhizienne) et de la mycorhization. Ces acteurs forment une voie de

signalisation symbiotique commune ou CSSP. Les différents acteurs de la CSSP ont tout d’abord été

caractérisés chez les légumineuses modèles (en vert) et leur implication dans le processus de

mycorhization (en orange) a été démontrée plus tard. De nombreux gènes de la CSSP sont conservés chez

Casuarina glauca, qui établit une endosymbiose nodulaire avec des bactéries Gram positives du genre

Frankia. Il est aujourd’hui admis que le processus symbiotique déclenché par les Frankia sur Casuarina

passe également par la CSSP (en violet). La molécule signal produit par les Frankia (AF), permettant le

déclenchement du processus symbiotique, reste encore aujourd’hui inconnue (Hocher et al., 2019).

(Barker et al., 2017)
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niveau de SYMRK, et se terminer en amont de l’expression des gènes spécifiques à la nodulation, au 

niveau de CYCLOPS (Figure 18).  

 Beaucoup de similarités existent entre la mycorhization et les endosymbioses nodulaires. 

Tout comme les rhizobiums produisent des FNs en réponse aux flavonoïdes, les champignons à 

arbuscules produisent, comme indiqué précédemment, des facteurs Myc-LCOs en réponse aux 

strigolactones (Akiyama et al., 2005; Maillet et al., 2011). Même si les récepteurs des facteurs Myc-

LCOs ne sont pas encore connus, il est supposé que le mécanisme de leur reconnaissance fait 

intervenir des LysM-RLKs similaires à ceux déjà caractérisés pour la reconnaissance des FNs (Genre et 

Russo, 2016; Zipfel et Oldroyd, 2017). A ce jour, la molécule signal permettant le déclenchement de 

la nodulation des plantes actinorhiziennes par les Frankia reste encore inconnue mais de 

nombreuses études suggèrent qu’à la différence des FNs et Myc-LCOs, cette molécule signal n’est 

pas un dérivé de chitine (Hocher et al., 2019). 

 L’hypothèse que les endosymbioses nodulaires ont évolué à partir du processus de 

mycorhization est aujourd’hui largement acceptée et permet d’expliquer les très nombreuses 

similarités qui existent entre ces deux interactions. En particulier, plusieurs caractéristiques de 

restructuration des cellules végétales au cours des deux interactions sont très similaires (Parniske et 

al., 2008; Oldroyd et al., 2013). Ainsi, le nombre de gènes conservés entre les deux processus doit 

probablement être plus important que les quelques-uns actuellement répertoriés dans la CSSP. Il 

n’est donc pas surprenant que l’on ait déjà identifié des gènes symbiotiques communs qui n’entrent 

pas dans la CSSP, comme CERBERUS ou VAPYRIN, qui participent tous les deux au processus 

d’infection des symbiotes bactériens et fongiques (Yano et al., 2009; Ivanov et al., 2012).  

 

1.4. Implication du système immunitaire dans l’interaction symbiotique entre les 

rhizobiums et les légumineuses 

 

 La perception des signaux environnementaux et la capacité à y répondre sont des 

mécanismes essentiels à la survie des organismes. Dans leur environnement, les plantes doivent faire 

face à un contact permanent avec des populations très diverses de micro-organismes incluant les 

bactéries, les champignons ou les virus. A la différence des animaux, le système immunitaire des 

plantes repose uniquement sur une immunité innée, et non adaptative, qui intègre deux niveaux de 

perception différents. Le premier niveau passe par une reconnaissance de certains patterns 

moléculaires retrouvés majoritairement en surface des micro-organismes comme les LPS, les EPS, les 

KPS, la chitine, les petidoglycanes, ou la flagelline. On regroupe ces patterns sous le terme de MAMPs 

ou de PAMPs (pour « microbe- ou pathogen-associated molecular patterns ») (voir ci-dessous). Cette 

reconnaissance est assurée par des récepteurs membranaires PRRs (pour « pattern recognition 



Figure 19. Différents exemples de RLKs impliqués dans la reconnaissance de MAMPs

Les principales classes de receptor-like kinase (RLKs) impliquées dans la perception de MAMPs sont

représentées (Zipfel et Oldroy, 2017). En générale, les éliciteurs de nature protéique (comme les épitopes

flg22 de la flagelline des bactéries et nlp20) sont reconnus par les récepteurs à domaine LRR

extracellulaire (en orange). Les éliciteurs de type N-acetylglucosamine comme les

lipochitooligosaccharides (LCOs), la chitine ou les peptidoglycanes, sont reconnus par des domaines LysM

(en rouge). D’autres classes de récepteurs sont impliquées dans la reconnaissance de lipopolysaccharides,

comme les récepteurs lectin-like en jaune, ou d’oligogalacturonides, comme les récepteurs de type EGF

(pour « epidermal growth factor ») en vert.

(Adapté de Zipfel et Oldroy, 2017)

Eliciteurs protéiques N-acetylglucosamine
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receptors ») qui conduit à l’activation de la PTI (pour « pattern-triggered immunity »; l’immunité 

médiée par les PAMPs). Le second niveau fait intervenir des récepteurs intracellulaires, souvent de 

type NLR (pour « nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor »), qui permettent 

la reconnaissance directe ou indirecte de protéines effectrices sécrétées par certains pathogènes 

dans les cellules de l’hôte, on parle alors d’ETI (pour « effector trigerred immunity »; l’immunité 

médiée par les effecteurs) (Macho et Zipfel, 2014). 

1.4.1 Le système immunitaire végétal : le modèle en zig-zag  

 

 La PTI repose sur la perception de patterns moléculaires interprétés par la plante comme un 

signal de danger. Ces patterns peuvent être de nature moléculaire et d’origines différentes. On en 

distingue deux types : (I) les patterns du non-soi produits par un pathogène, ce sont les MAMPs ou 

les PAMPs et (II) les patterns du soi, libérés par la plante lors de la reconnaissance du pathogène ou à 

la faveur d’une blessure, on parle alors de DAMPs (pour « damage-associated molecular patterns ») 

(Boller et Felix, 2009). La reconnaissance de ces patterns est assurée par des récepteurs PRRs qui 

sont soit des receptor-like kinases (RLKs), ou des receptor-like proteins (RLPs). Les RLKs sont 

composés de trois domaines différents : un domaine extracellulaire potentiellement impliqué dans la 

reconnaissance du pattern moléculaire, un domaine transmembranaire et un domaine kinase 

intracellulaire impliqué dans la transduction du signal. Les RLPs ont une structure similaire au RLKs 

mais ne possèdent pas de domaine kinase. En fonction de la nature du domaine extracellulaire, ces 

récepteurs peuvent reconnaitre différents types de MAMPs/PAMPs/DAMPs. Les récepteurs à motif 

leucine-rich-repeat (LRR-RLKs) sont impliqués dans la reconnaissance de protéines alors que les 

récepteurs à motifs lysine (LysM-RLKs) sont, quant à eux, impliqués dans la reconnaissance de 

composés polysaccharidiques (Macho et Zipfel, 2014) (Figure 19). 

 La reconnaissance d’un MAMPs, d’un PAMPs ou DAMPs par un PRR entraine de nombreux 

changements physiologiques et génétiques parmi lesquels une augmentation cytosolique de la 

concentration en Ca2+, une production et une libération rapide d’espèces réactifs de l’oxygène (des 

ROS pour « reactive oxygen species »), une activation des voies de signalisation via des cascades de 

phosphorylation (MAPKs pour « mitogen-activated protein kinases »), le dépôt de callose dans la 

paroi végétale et l’expression de gènes relatifs à l’immunité (Boller et Felix, 2009). Ces mécanismes 

forment une réponse dite « basale » qui est, la plupart du temps, suffisante pour contenir l’infection 

du pathogène. La preuve de son efficacité est la nécessité pour les agents pathogènes à supprimer 

activement cette première réaction immunitaire pour développer une infection chronique (Dou et 

Zhou, 2012). 



Figure 20. Représentation des trois types de système d’injection utilisés par les bactéries Gram

négatives pour la sécrétion d’effecteurs dans les cellules de l’hôte

L’utilisation des systèmes de sécrétion de type III (T3SS), IV (T4SS) et VI (T6SS) par les bactéries répond au

besoin de réprimer les mécanismes de défense de l’hôte pour assurer une infection chronique efficiente.

Ces systèmes sont spécialisés dans l’injection de protéines effectrices à l’intérieur des cellules de l’hôte

grâce à une structure en injectisome par laquelle transite les effecteurs. Une fois dans les cellules de

l’hôte, les effecteurs perturbent le plus souvent les voies de signalisation conduisant à l’activation du

système immunitaire. La description détaillée du T3SS fait l’objet de la partie 2.

(Adapté de Costa et al., 2015)

T3SS T4SS T6SS

Figure 21. Illustration du modèle en zig-zag proposé par John et Dangls en 2006

Ce modèle illustre la notion de « course à l’armement » souvent utilisée pour qualifier la co-évolution des

gènes de résistance des plantes et des effecteurs des pathogènes. La description de ce modèle fait l’objet

de la partie 1.4.1.

(John et Dangls, 2006)
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 De nombreux pathogènes ont développé des stratégies de contournement des défenses 

basales, passant la plupart du temps par la sécrétion de protéines effectrices, ou effecteurs, qui ont 

principalement pour rôle d’interférer avec les voies de signalisation qui assurent le déclenchement 

de la PTI, on parle alors d’ETS pour « effector triggered susceptibility ». Chez les bactéries Gram 

négatives, l’injection de ces protéines dans le cytoplasme des cellules hôtes nécessite l’utilisation de 

systèmes de sécrétion spécifiques. Trois types de système de sécrétion sont couramment utilisés par 

ces bactéries pour la sécrétion d’effecteurs : le système de sécrétion de type III (T3SS pour « type 3 

secretion system »), le T4SS et le T6SS (Costa et al., 2015) (Figure 20). Ces trois systèmes de sécrétion 

sont des complexes de protéines formant une structure comparable à une seringue assurant 

l’injection des effecteurs depuis le cytoplasme de la bactérie jusqu’à celui des cellules de la plante 

hôte. La diversité et les fonctions des effecteurs caractérisés à ce jour sont considérables et le cas du 

T3SS des rhizobiums, et des effecteurs qu’il secrète, sera détaillé dans la partie 2.  

 L’une des clés de la résistance des plantes aux agents pathogènes est leur capacité à 

reconnaître certains de ces effecteurs par l’intermédiaire de protéines de résistance (protéine R) 

correspondant la plupart du temps à des récepteurs cytosoliques nucleotide-binding/leucine-rich-

repeat (NB-LRR). Cette reconnaissance entraine le déclenchement d’une réponse immunitaire rapide 

et puissante, appelée ETI, qui est associée à une production massive de ROS et de composés 

antimicrobiens. L’ETI se distingue surtout de la PTI par le déclenchement d’une mort cellulaire 

programmée, une HR (pour « hypersensitive response »), autour du site de la reconnaissance de 

l’effecteur (Greenberg et Yao, 2004). L’effecteur ainsi reconnu est alors présenté comme un facteur 

d’avirulence (Avr), car il est responsable de la perte du pouvoir pathogène de la souche lorsqu’il est 

reconnu.  

 De manière comparable à une course à l’armement, la pression de sélection opérée par les 

protéines R a conduit les bactéries à développer des stratégies de contournement de l’ETI. Ces 

stratégies sont nombreuses et peuvent passer par l’acquisition de nouveaux effecteurs agissant 

comme suppresseur de l’ETI ou, à l’inverse, la modification ou la perte de l’effecteur reconnu par la 

protéine R. En parallèle, les plantes ont diversifié leurs protéines R pour assurer une reconnaissance 

efficace de nouveaux effecteurs.  

 Ce modèle de co-évolution de l’interaction plante-bactérie a pour la première fois été 

présenté par Jones et Dangl en 2006 et a été nommé modèle en zig-zag (Figure 21). Il décrit de 

manière simplifiée et claire, les bases de l’interaction plante/pathogène. Comme nous le verrons 

dans la suite du manuscrit, ce modèle s’applique également pour l’interaction symbiotique entre les 

rhizobiums et les légumineuses. 



Figure 22. Architecture de l’enveloppe membranaire d’une bactérie Gram négative présentant

différents types de polysaccharides de surface

L’enveloppe des bactéries Gram négative est constituée de deux membranes, externe et interne,

séparées par un espace périplasmique contenant des peptidoglycanes. Différents types de

polysaccharides de surface sont ancrés dans la membrane externe de la bactérie, comme les LPS et les

KPS. Ces polysaccharides trahissent la présence de la bactérie et agissent comme des éliciteurs puissants

du système immunitaire des plantes. La sécrétion d’exopolysaccharides (EPS) dans le milieu extérieur

permet, entre autres, de masquer la présence des polysaccharides de surface et agit comme une « cape

d’invisibilité » pour la bactérie.

(Adapté d’Alexander et Rietschel, 2001)
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1.4.2. Le rôle des MAMPs au cours de l’interaction symbiotique 

 

 Tout comme les bactéries pathogènes, les rhizobiums possèdent à leur surface de nombreux 

MAMPs, parmi lesquels la flagelline, et de nombreux polysaccharides de surface comme des 

lipopolysaccharides (LPS), des exopolysaccharides (EPS), des β-glucanes, et des polysaccharides 

capsulaires (K-antigen polysaccharide, KPS). Les polysaccharides de surface ont principalement pour 

fonction de former une barrière protectrice pour la bactérie et ils constituent ainsi un complexe 

macromoléculaire à l’interface entre le rhizobium et sa plante hôte. Les KPS forment une couche 

supérieure adhésive à la surface des bactéries alors que les EPS sont secrétées vers l’extérieur et ne 

sont pas, ou très peu, associés aux cellules bactériennes (Kannenberg et Brewin, 1994; Becker et 

Pühler, 1998). Les β-glucanes, qui forment des polymères cycliques, sont généralement concentrés 

dans le périplasme de l’enveloppe bactérienne où ils jouent un rôle important dans l’adaptation 

osmotique de la bactérie (Miller et al., 1986; Breedveld et al., 1993). Enfin, les LPS sont ancrés dans la 

membrane externe de l’enveloppe grâce à un lipide A relié à un core oligosaccharidique et un O-

antigène polysaccharidique (Fraysse et al., 2003) (Figure 22).  

 Tous ces composés de surface trahissent la présence de la bactérie et, dans un contexte 

pathogène, leurs reconnaissances par des récepteurs PRR entrainent, la plupart du temps, 

l’activation des défenses immunitaires conduisant à la PTI (Macho et Zipfel, 2014) (figure 1.4.2). Il 

semble cependant que la co-évolution des légumineuses et des rhizobiums ait conduit à une 

modification des MAMPs, et de leurs récepteurs respectifs chez les plantes, afin d’empêcher le 

déclenchement des défenses immunitaires au cours de la symbiose (Gourion et al., 2014). Le cas de 

l’épitope 22 de la flagelline (flg22) des rhizobiums est souvent cité en exemple pour illustrer cette 

hypothèse. Dans un contexte pathogène, flg22 est reconnu par le récepteur de plante FLS2 (pour 

« flagellin sensitive 2 ») ce qui permet l’activation de la PTI (Chinchilla et al., 2006). Des études 

menées sur l’épitope flg22 des rhizobiums ont montré qu’il est divergent par rapport à celui des 

bactéries pathogènes mais surtout qu’il est inactif en tant qu’éliciteur des défenses immunitaires 

(Felix et al., 1999, Lopez-Gomez et al., 2012). De plus, l’expression de FLS2 est drastiquement réduite 

dans les nodules de L. japonicus, ce qui suggère, une nouvelle fois, une adaptation du déclenchement 

du système immunitaire de la plante au cours de la nodulation (Lopez-Gomez et al., 2012, Gourion et 

al., 2014). 

 Tout comme les FNs, d’autres oligosaccharides, dont les LPS, les EPS et les peptidoglycanes, 

sont connus pour jouer un rôle important dans l’établissement du processus symbiotique (Downie, 

2010). Ces différentes molécules sont supposées aider la bactérie à faire face aux stress immunitaires 

imposés par la plante, mais dans le cas des EPS, différentes variations de composition et de structure 

peuvent contribuer à la spécificité d’hôte (Downie, 2010, Gully et al., 2016). En effet, un récepteur 



Figure 23. Modèle de la perception en deux étapes d’une souche de rhizobium compatible

A. La colonisation et la reconnaissance spécifique des FNs entrainent une expression de EPR3 et

l’induction du cordon d’infection après courbure du poil absorbant (étape 1). La perception des EPS et des

FNs par EPR3 et NFR1/NFR5 respectivement, permet la poursuite du processus d’infection (étape 2). B. La

signalisation de base médiée par EPR3 influence positivement l’infection de la bactérie. C. La perception

d’un EPS compatible par EPR3 stimule la progression du processus d’infection. D. La reconnaissance d’un

EPS incompatible bloque le processus d’infection.

(Adapté de Kawaharada et al., 2015)
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kinase à domaine LysM, EPR3, est impliqué chez le lotier dans la reconnaissance directe des EPS des 

rhizobiums (Kawaharada et al., 2015). L’expression du gène EPR3 est induite lors de la 

reconnaissance des FNs ce qui suggère un mécanisme de perception du rhizobium en deux étapes : 

(I) la première perception de la bactérie passe par la reconnaissance des FNs par les récepteurs 

NFR1/NFR5 et permet l’initiation du processus symbiotique; (II) un second niveau de perception 

passe par la reconnaissance spécifique des EPS par EPR3 qui assure le contrôle de la compatibilité du 

rhizobium et la colonisation (Figure 23) (Kawahara et al., 2015). Cette étude met en évidence le rôle 

déterminant joué par les récepteurs LysM-RLKs dans la nodulation. 

 

1.4.3. L’activation des mécanismes de défense des légumineuses au cours de 

l’interaction symbiotique 

   

 Une analyse transcriptomique de la réponse précoce de Glycine max à Bradyrhizobium 

diazoefficiens USDA110 a montré que de nombreux gènes de défenses des plantes sont induits 12h 

après inoculation mais que leur niveau d’expression diminue graduellement jusqu’à un niveau basal 

après 24h (Libault et al., 2010). Des observations similaires ont été faites chez les deux légumineuses 

modèles M. truncaltula et L. japonicus (Stacey et al., 2006; Jones et al., 2008). Pour exemple, un 

traitement de L. japonicus avec une suspension cellulaire de son symbiote hôte Mesorhizobium loti 

active les défenses de la plante de la même manière qu’un traitement avec un PAMPs couramment 

reconnu par les plantes, la flagelline flg22 (Lopez-Gomez et al., 2012). Ce type de traitement entraine 

une augmentation de la production d’éthylène et active des cascades de phosphorylation via les 

MAPKs. Comme nous l’avons vu précédemment, la reconnaissance des FNs par les récepteurs 

NFR1/NFR5, entraine un influx de Ca2+ à l’intérieur des poils absorbants, mais également une 

production active de ROS (Cardenas et al., 1999 ; Shaw et Long, 2003). Ces changements 

physiologiques sont assimilables à ceux activés lors du déclenchement de la PTI par un agent 

pathogène. De manière intéressante, la production de ROS, et plus particulièrement celle du 

peroxyde d’oxygène (H2O2), semble également jouer un rôle important dans l’établissement de 

l’interaction symbiotique puisqu’une souche mutée de E. meliloti sur-exprimant une catalase (une 

enzyme de dégradation de l’H2O2), montre des propriétés de nodulation et d’infection fortement 

altérées (Jamet et al., 2007). Les ROS jouent également un rôle important dans les étapes plus 

tardives de l’interaction, puisque le gène RbohA de la plante (qui encode une NADPH oxidase 

impliquée dans la production de H2O2) est nécessaire à une nodulation efficiente chez M. truncatula 

(Marino et al., 2011). Ainsi, toutes ces observations indiquent que le système immunitaire de la 

plante est bien activé au cours de la nodulation, mais surtout que son activation est nécessaire à 

l’établissement d’une interaction efficiente.  



Figure 24. Balance entre la réponse immunitaire et la réponse symbiotique au cours du processus

d’infection des rhizobiums

Les MAMPs produits par les rhizobiums activent une réponse immunitaire transitoire chez la plante

comparable à une PTI (en bleu). La production de FNs par la bactérie, associée à la sécrétion d’effecteurs,

participent à la répression de la PTI ce qui permet l’établissement d’une interaction symbiotique

efficiente (en rouge).

(Cao et al., 2017)
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1.4.4. La répression des mécanismes de défenses au cours de l’interaction entre les 

rhizobiums et les légumineuses 

 

 Comme décrit précédemment, l’activation des mécanismes de défenses par les FNs est 

rapidement suivi de leur répression et, paradoxalement, la reconnaissance des FNs participe 

activement à ce phénomène (Libault et al., 2010; Gourion et al., 2014). Beaucoup d’études montrent 

que la concentration en acide salicylique, une hormone impliquée dans la signalisation immunitaire, 

est plus élevée dans les racines d’une légumineuse inoculée avec une souche mutée incapable de 

produire des FNs (Martinez-Abarca et al., 1998). Cette activité de suppression des défenses par les 

FNs est indépendante de la voie de signalisation de la nodulation puisqu’elle est toujours observée 

chez des sojas mutés dans les récepteurs aux FNs, NFR1/NFR5, mais elle est également observable 

chez des non-légumineuses telles qu’Arabidopsis thaliana (Liang et al., 2013) (Figure 24). 

 Le séquençage massif de génomes de rhizobiums a permis de mettre en évidence que 

beaucoup d’entre eux possèdent au moins un système d’injection de type T3SS, T4SS ou T6SS utilisés 

pour la sécrétion de protéines effectrices (Sugawara et al., 2013; Nelson et Sadowsky, 2015, Miwa et 

al., 2017). La présence de ces systèmes de sécrétion répond nécessairement au besoin de 

suppression des mécanismes immunitaires de la plante au cours de l’interaction. Comme nous le 

verrons en détails pour le T3SS dans la partie 2.4, les analyses fonctionnelles montrent que la 

mutation de ces systèmes, ou bien d’un effecteur en particulier, conduit parfois à une diminution de 

l’efficience symbiotique.  

 De même, plusieurs gènes chez la plante hôte (MtDNF2, MtSymCRK, et MtRSD identifiés chez 

Medicago truncatula) sont nécessaires pour la répression des mécanismes de défense dans le 

nodule, favorisant ainsi l’infection chronique de la bactérie. En effet, la mutation de ces gènes 

conduit à une mort des bactéries après leur internalisation dans la cellule (Berrabahet al., 2014a; 

2014b). Une étude réalisée par Berrabah et ses collaborateurs (2018) a montré que la répression du 

système immunitaire de la plante par MtSymCRK et MtDNF2 passe par la voie de signalisation de 

l’éthylène, une hormone impliquée, entre autres, dans le contrôle de l’activation du système 

immunitaire (Zipfel et al., 2013). 

 

 Depuis l’activation de la PTI au moment de la reconnaissance des FNs, jusqu’à l’utilisation de 

peptides NCRs antimicrobiens au cours de la différenciation en bactéroïde, tout semble indiquer 

qu’un contrôle excessivement fin de la réponse immunitaire, dans l’espace mais également dans le 

temps, est essentiel pour aboutir in fine à une nodulation efficiente dans laquelle la plante hôte 

accepte ou tolère une large population rhizobactérienne intracellulaire.  
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2. Le système de sécrétion de type III (T3SS) des rhizobiums  

2.1. La structure du système de sécrétion de type III 

2.1.1. Le T3SS : la découverte 

 

 Le système de sécrétion de type III est un complexe protéique formant une seringue 

spécialisée dans l’injection directe de protéines dites « effectrices » du cytoplasme bactérien au 

cytoplasme des cellules eucaryotes. Ces protéines effectrices, aussi appelées effecteurs de type III ou 

T3Es, jouent un rôle essentiel dans l’établissement de l’infection chez beaucoup de bactéries 

pathogènes et symbiotiques en réprimant les mécanismes immunitaires de l’hôte. Le T3SS est l’un 

des systèmes de sécrétion les plus sophistiqués et est probablement celui qui a été le plus étudié 

depuis les toutes premières études sur sa caractérisation, il y a presque 40 ans (Michiel et al., 1990; 

Deng et al., 2017). Il est retrouvé chez un très grand nombre de bactéries Gram négatives aux cycles 

de vie très variés et constitue un facteur de pathogénicité majeur chez la plupart des bactéries 

pathogènes. Les premières études sur des gènes du T3SS et des effecteurs remontent aux années 

1980, où l’utilisation de différentes stratégies de mutagénèses aléatoires sur les bactéries ont permis 

la découverte des gènes indispensables pour leur pouvoir pathogène (Lindgren et al., 1986). C’est en 

1990 que ce complexe est pour la première fois caractérisé comme étant un système de sécrétion à 

part entière chez la bactérie pathogène de l’Homme Yersinia (Michiel et al., 1990) et son nom lui est 

attribué en 1993 par Salmond et Reeves. Enfin, l’hypothèse que le T3SS pourrait être un système 

d’injection d’effecteurs comparable au T4SS, est proposée en 1997 après l’observation de structures 

filamenteuses associées au T3SS de Pseudomonas (Roine et al., 1997). L’ensemble de ces études, 

menées en parallèle sur des bactéries pathogènes de plantes et d’animaux, a posé les bases de notre 

compréhension des mécanismes de pathogénicité de beaucoup de bactéries. A partir de ces 

découvertes, et grâce à l’avènement de la biologie moléculaire, le T3SS a ensuite été décrit chez les 

genres Pseudomonas, Escherichia, Shigella, Salmonella et chez de très nombreuses autres bactéries 

pathogènes et symbiotiques des animaux et des plantes (Hueck, 1998; Dale et Moran 2006; Hu et al., 

2017). Il aura fallu attendre 1997 et le séquençage du premier plasmide symbiotique (pNGR234a) de 

la souche Ensifer fredii NGR234, pour qu’un T3SS soit identifié pour la première fois chez un 

rhizobium (Freiberg et al., 1997). Ce cluster a été initialement nommé tts pour (type three secretion), 

puis renommé rhc (pour « rhizobium conserved ») (Viprey et al., 1998) et a rapidement été identifié 

chez d’autres souches, d’abord Mesorhizobium loti MAFF303099 (Kaneko et al., 2000) puis 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110 (Göttfert et al., 2001) et deux autres Ensifer fredii USDA257 

et HH103 (Marie et al., 2001). 
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Figure 25. Structure du système de sécrétion de type III des bactéries pathogènes et des rhizobiums

A. Structure du système de sécrétion de type III des bactéries pathogènes (Adapté de Wagner et al.,

2018). B. Structure du T3SS des rhizobiums. A l’exception du SctK (le cofacteur de l’ATPase), les protéines

composant le « needle tip » et le translocon, l’ensemble des constituants du T3SS des bactéries

pathogènes est conservé chez les rhizobiums (Adapté de Staehelin et Krishnan, 2015). C. Nomenclature

des composants du T3SS. La nomenclature universelle (Uni.) proposée par Hueck (1998), est écrite à

gauche et son équivalent chez les rhizobiums (Rhc), d’après Viprey et ses collaborateurs (1998), est écrite

à droite.
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2.1.2. Le corps basal du système de sécrétion de type III  

 

Depuis la découverte du T3SS, énormément d’études ont été publiées sur la structure et la 

fonction de chacune des protéines entrant dans sa composition. Cependant, ces études ont 

principalement été menées chez les bactéries pathogènes des animaux, et tout particulièrement chez 

les pathogènes de l’Homme Salmonella/Yersinia/Escherichia. Très peu d’études structurales ont été 

menées sur les pathogènes de plantes et les rhizobiums à l’exception des pili et des translocons 

(Marie et al., 2003; Saad et al., 2005; 2008). Malgré tout, étant donné le niveau de conservation de 

beaucoup d’éléments de la seringue, il est largement supposé que les protéines identifiées et 

caractérisées chez les pathogènes d’animaux possèdent la même structure et remplissent le même 

rôle que leurs homologues chez les rhizobiums. Les paragraphes suivants visent à apporter une vue 

générale et simplifiée de la structure du T3SS. Ils ne se veulent pas exhaustifs et pour plus 

d’informations, j’invite le lecteur à consulter les quatre excellentes revues suivantes : Büttner, 2012; 

Notti et Stebbins, 2016; Deng et al., 2017 et Wagner et al., 2018. 

 

 Le système de sécrétion de type III est constitué de plus de 20 protéines nommées 

historiquement de manières différentes suivant la bactérie dans lesquelles elles ont été identifiées. 

Afin d’éviter toute confusion et de faciliter les comparaisons entre les différentes bactéries, une 

nomenclature unifiée et universelle a rapidement été proposée pour nommer les différents 

composants du T3SS (Hueck, 1998). Cette nomenclature utilise le préfixe Sct pour «secretion and 

cellular translocation», suivi en suffixe de la lettre d’identité du gène correspondant utilisée dans la 

nomenclature Ysc de Yersinia.  

 Chez les rhizobiums, de la même manière, les gènes codant pour les composants du T3SS 

portent pour la plupart le préfixe Rhc suivi en suffixe de la même lettre d’identité du gène utilisée 

dans la nomenclature Ysc de Yersinia. Cette nomenclature a été proposée par Viprey et ses 

collaborateurs en 1998. Cependant, quelques exceptions existent. En effet, certains gènes codant 

pour des composants du T3SS des rhizobiums ont été identifiés dans le cadre de l’étude de la 

symbiose fixatrice d’azote. Avant de comprendre que ces gènes codent pour des composant du T3SS, 

et puisque leur mutation provoquait un phénotype symbiotique, ces gènes ont alors été confondus 

avec des gènes de nodulation et le suffixe nol leur a été attribué. De la même manière, les gènes 

codant pour la partie extracellulaire portent le suffixe nop (pour « nodulation outer protein »), utilisé 

pour les effecteurs de type III, car ils ont initialement été caractérisés comme codant des protéines 

sécrétées jouant un rôle symbiotique avant de comprendre qu’ils participent à la formation du pilus 

et du translocon. Enfin, d’autres gènes portent le suffixe y4, qui a été utilisé pour nommer les 

différents gènes identifiés lors de l’annotation du premier plasmide symbiotique chez Ensifer fredii 



Nomenclature 

unifiée
Fonction putative

Homologue chez les 

rhizobium

Homologue 

chez le flagelle

SctC Sécrétine RhcC1/RhcC2 -

SctD Anneau interne RhcD FliG

SctJ Anneau interne RhcJ FliF

SctF Pilus NopA/NopB FlgE

SctI Inner rod NolU -

SctU Autoprotéase RhcU FlgB

SctV Appareil d’export RhcV FlhA

SctR Anneau interne RhcR FliP

SctS Anneau interne RhcS FliQ

SctT Anneau interne RhcT FliR

SctQ
Anneau

cytoplasmique
RhcQ FliM-FliN

SctN ATPase RhcN FliI

SctL « Stator » NolV FliH

SctO « Stalk » RhcZ FliJ

SctE translocon NopX -

Tableau 1. Composants structuraux du T3SS des rhizobiums et leur homologue chez le flagelle

(Adapté de Deng et al., 2017)



Introduction 

 

27 
 

NGR234 (Freiberg et al., 1997). Malheureusement, il n’a jamais été proposé d’homogénéiser le nom 

de tous ces gènes en utilisant une seule et même nomenclature. J’utiliserais donc les noms qui sont 

les plus couramment utilisés pour nommer ces différents gènes.  

  

 Le T3SS peut être séparé en deux grandes structures : (I) un corps basal membranaire associé 

à tous les complexes intracellulaires nécessaires à son fonctionnement, très conservés entre les 

bactéries et; (II) une structure extracellulaire, très variable d’un genre bactérien à l’autre, composée 

du pilus et du translocon (Figure 25). 

 Le corps basal est organisé pour former un pore traversant la double membrane et la couche 

de peptidoglycane de l’enveloppe bactérienne. Il est constitué de trois protéines différentes SctC, 

SctD et SctJ formant deux anneaux transmembranaires et un troisième inter-membranaire. Les deux 

protéines SctD et SctJ forment l’anneau ancré dans la membrane interne de la bactérie tandis que la 

protéine SctC constitue les deux autres anneaux, l’un ancré dans la membrane externe et l’autre 

traversant l’espace inter-membranaire et assurant la liaison entre l’anneau externe et interne 

(Marlovits et al., 2004 ; Schraidt et Marlovits, 2011). Localisés à la base du corps basal, ancrés dans la 

membrane interne, les cinq protéines SctRSTUV forment l’appareil d’exportation dont la structure 

n’est pas encore correctement caractérisée. Cependant, il est admis que cet appareil joue le rôle de 

porte d’entrée du T3SS pour les effecteurs (Zarivach et al., 2008; Wiesand et al., 2009). L’appareil 

d’exportation est entouré par un quatrième anneau, l’anneau C (ou C-ring) formé de la protéine SctQ 

et qui assure le chargement des effecteurs avant l’entrée dans le T3SS. Enfin, le complexe ATPase, 

situé sous l’anneau C, est constitué des protéines SctNLOK et assure, entre autres, l’apport 

énergétique nécessaire pour la sécrétion des effecteurs, notamment grâce à l’activité ATPase de SctN 

(Makino et al., 2016; Radics et al., 2014; Dohlich et al., 2014). A l’intérieur de la lumière du pore 

formé par les trois anneaux, il est supposé que SctI forme un cylindre interne assurant la jonction 

entre le corps basal et le pilus extracellulaire (Marlovits et al., 2004). 

 A l’exception de SctK, un homologue des gènes codant chacune de ces protéines a été 

identifié chez les rhizobiums (Staehelin et al., 2015; Deng et al., 2017 ) (Figure 25, Tableau 1). 

Cependant, le T3SS des rhizobiums présente la particularité de posséder deux homologues partiels 

du gène codant pour la sécrétine sctC, rhcC1 et rhcC2 (Abby et Rocha, 2012; Tampakaki et al., 2014). 

Abby et ses collaborateurs (2012) soulignent que seul RhcC1 possède le domaine d’interaction avec 

SctD et que RhcC2 a la particularité de posséder un domaine d’interaction membranaire (Yeat et 

Bateman, 2003). Il est alors proposé que, chez les rhizobiums, RhcC2 forme l’anneau externe du 

corps basal et que RhcC1 permet de faire le lien entre l’anneau externe et l’anneau interne. Cette 

particularité structurale est à relier avec la présence de y4yS, un gène conservé et spécifique du 

cluster T3SS des rhizobiums, qui agirait comme stabilisateur de RhcC2 dans les membranes 



Figure 26. Modèles putatifs de la structure extracellulaire du T3SS des rhizobiums

Trois arrangements possibles des protéines NopA, NopB et NopX, constituant le pilus du T3SS de NGR234,

ont été proposés par Saad et ses collaborateurs (2008). Dans les trois modèles, le corps basal du T3SS est

représenté par un ovale gris et le putatif translocon NopX par un carré blanc. NopA et NopB sont

représentés respectivement par des ronds noirs et blancs.

NopA NopB
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(Mercante et al., 2015). Il est également intéressant de souligner qu’une troisième sécrétine RhcC3, 

de petite taille, a pu être identifiée chez Bradyrhizobium elkanii USDA61 (Okazaki et al., 2009). Ainsi, 

toutes ces observations suggèrent que le corps basal du T3SS des rhizobiums pourrait bien posséder 

une structure légèrement différente par rapport à celui décrit chez les pathogènes des animaux. 

2.1.3. La structure extracellulaire du système de sécrétion de type III 

 

 Le corps basal du T3SS est relié au pilus extracellulaire grâce à SctI et forme un canal par 

lequel les effecteurs peuvent transiter. Si les protéines du corps basal sont les plus conservées entre 

les différents types de T3SS étudiés à ce jour, les protéines constituant la partie extracellulaire sont 

en revanche extrêmement variables. Cette grande variabilité s’explique par le fait qu’elles sont en 

contact direct avec les cellules de l’hôte et doivent donc être adaptées pour assurer une interaction 

efficiente. Devant la diversité des protéines constituant cette partie extracellulaire chez les 

différentes bactéries, je ne m’attacherais à décrire uniquement celles des rhizobiums et j’invite une 

nouvelle fois les lecteurs à consulter les revues citées au début de la partie précédente pour obtenir 

plus d’informations sur la structure extracellulaire du T3SS des bactéries pathogènes de plantes et 

d’animaux.  

 Des observations au microscope électronique à transmission ont permis d’estimer la taille du 

pilus des rhizobiums à environ 2µm (Saad et al., 2005). La purification du pilus extracellulaire 

d’Ensifer fredii NGR234 a montré qu’il est composé d’au moins trois protéines différentes, NopA, 

NopB et NopX, qui interagissent toutes l’une avec l’autre (Saad et al., 2008). NopA ne montre aucune 

homologie avec les protéines des pilus des autres bactéries mais possède néanmoins une structure 

secondaire en harpin caractéristique des protéines entrant dans la composition des pili (Deakin et al., 

2005; Kim et Krishnan, 2014). Un BLAST de la protéine NopB révèle des homologies avec FlgK, une 

protéine faisant le lien entre le crochet et le pilus du flagelle (Saad et al., 2008). Enfin, la protéine 

secrétée NopX (ou NolX) est supposée jouer le rôle de translocon et bien qu’aucune démonstration 

formelle sur sa capacité à former un pore dans les membranes n’existe, NopX présente des 

homologies avec HrpF et PopF, deux translocons du T3SS de Xanthomonas et Ralstonia, 

respectivement (Buttner et al., 2002; Meyer et al., 2006). Ces observations ont permis à Saad et ses 

collaborateurs (2008) de proposer plusieurs modèles quant à la structure de la partie extracellulaire 

du T3SS des rhizobiums (Figure 26). De manière surprenante, un certain nombre de souches de 

Bradyrhizobium, dont la souche modèle B. diazoefficiens USDA110, ne possèdent aucun gène 

homologue à nopX sans que cela n’affecte la sécrétion de leurs effecteurs dans les cellules de l’hôte 

(Göttfert et al., 2001; Krause et al., 2002; Wenzel et al., 2013; Okazaki et al., 2016; Tampakaki et al., 

2014). De plus, Marie et ses collaborateurs (2003) démontrent que la mutation de nopX chez NGR234 



Figure 27 Comparaison de la structure du corps basal du flagelle et du T3SS

Les composants conservés chez les deux structures sont listés au centre. Les composants spécifiques à

chacune des deux structures sont listés sur le coté gauche pour le flagelle et sur le coté droit pour le T3SS.

(Adapté de Diepold et Armitage, 2015)

Flagelle T3SS



Introduction 

 

29 
 

n’abolit pas totalement la fonction du T3SS. Ces observations sont d’autant plus troublantes 

considérant que, chez d’autres souches d’Ensifer, la mutation de nopX conduit à un phénotype 

équivalent à un mutant dans le T3SS (Zhao et al., 2018). Une des hypothèses est que l’absence de 

NopX serait complémentée par une autre protéine. Cependant, aucun autre translocon putatif n’a 

été identifié chez les rhizobiums et la recherche par BLAST des translocons connus ne permet pas de 

faire ressortir de candidat. Chez les pathogènes de plante, beaucoup de translocons prédits ne sont 

pas essentiels pour la pathogénicité (Büttner, 2012). Une des hypothèses avancée par Daniella 

Büttner (2012) serait que certaines harpins pourraient remplir le rôle de translocon. Cette hypothèse 

est principalement fondée sur l’observation que HrpZ, une harpin de Pseudomonas syringae, 

interagit avec les membranes de la cellule hôte pour former un pore transmembranaire fonctionnel 

(Engelhardt et al., 2009 ; Haapalainen et al., 2011). Très peu de choses sont connues sur la structure 

extracellulaire du T3SS des rhizobiums mais quoiqu’il en soit, ces observations laissent supposer que 

le translocon NopX pourrait bien être dispensable à la fonction d’injection d’effecteurs chez 

beaucoup de souches de rhizobiums. 

2.1.4. L’origine du système de sécrétion de type III  

 

 Dès les premières observations structurales du T3SS au microscope électronique à 

transmission, de nombreux points communs ont été relevés entre sa structure et celle du flagelle des 

bactéries Gram négatives (Roine et al., 1997). Tout comme le T3SS, le flagelle présente une structure 

filamenteuse extracellulaire associée à un corps basal ancré dans l’enveloppe bactérienne grâce à 

deux anneaux interne et externe (Figure 27). De plus, le mouvement de rotation du filament est 

assuré par un complexe moteur à ATPase, proche de celui utilisé pour l’injection des effecteurs à 

travers le T3SS (Berg, 2003). Sur l’ensemble des protéines constituant le T3SS, au moins 9 sont 

homologues à des protéines constituant le flagelle. Ces protéines (SctJ/FliF chez le flagelle, SctL/FliH, 

SctN/FliI, SctQ/FliM-FliN, SctR/FliP, SctS/FliQ, SctT/FliR, SctU/FlhB and SctV/FlhA) entrent toutes dans 

la constitution de la partie membranaire et intracellulaire des deux structures et sont codées par des 

gènes dont l’organisation génétique est en synténie (Van Gijsegem et al., 1995; Huech 1998). Ces 

observations ont alors conduit à deux hypothèses quant à l’origine du T3SS : (I) soit le T3SS dériverait 

d’un flagelle ancestral; (II) soit les deux structures ont évolué indépendamment l’une de l’autre mais 

partagerait un ancêtre commun (McCann et Guttman, 2007). Une étude phylogénomique réalisée 

sur plus de 1000 génomes a permis la validation de la première hypothèse et démontre que le T3SS 

est issu d’une exaptation du flagelle (une adaptation sélective opportuniste ne remplissant pas les 

fonctions qui lui étaient initialement attribuées) (Abby et Rocha, 2012). L’évolution du flagelle en 

T3SS se serait produite en deux étapes consécutives. La première étape a conduit à l’apparition d’un 



Figure 28. Scénario putatif de l’évolution du flagelle conduisant à l’apparition du T3SS

A. La perte de certains gènes spécifiques du flagelle est probablement la première étape ayant conduit à

l’apparition d’un premier T3SS ancestral. B. L’acquisition de sctD et sctI aurait conduit à la formation d’un

second intermédiaire, sans pilus, qui est encore conservé chez les bactéries du genre Myxococcus. C.

L’acquisition du gène codant pour la sécrétine sctC aurait ensuite conduit à l’apparition du T3SS tel qu’il

est connu aujourd’hui. Enfin, le T3SS a rapidement évolué indépendamment dans chacun des genres

bactériens pour s’adapter aux différents hôtes. Chez les rhizobiums (Rhizo), un ou plusieurs événements

supplémentaires ont conduit à l’acquisition de plusieurs homologues différents de sctC (rhcC).

(Adapté de Abby et Roch, 2012)

A B C

T3SS avec sécrétine SctCT3SSFlagelle
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intermédiaire ancestral ayant perdu les éléments essentiels à la mobilité du flagelle et que l’on peut 

encore retrouver chez certaines Myxobacteries (Abby et Rocha, 2012). La seconde étape a conduit à 

l’apparition du T3SS grâce à l’acquisition de la sécrétine SctC suivi d’adaptations multiples et 

spécifiques aux niches écologiques des différentes bactéries, ayant permis une diversification de la 

partie extracellulaire (Abby et Rocha, 2012) (Figure 28). 

 

2.2. Distribution et diversité des clusters T3SS 

2.2.1. Acquisition du T3SS par les bactéries 

 

 Ces dernières années, la disponibilité croissante de séquences génomes bactériens a révélé 

que le système de sécrétion de type III est très répandu mais que l’organisation génétique des 

clusters peut présenter des variations considérables (Abby et Rocha, 2012; Tampakaki et al., 2014; 

Hu et al., 2017). Chez toutes les bactéries, le système de sécrétion de type III est codé par un 

ensemble de 20 à 30 gènes, souvent organisés en plusieurs opérons. Ces clusters sont typiquement 

retrouvés aux seins d’ilots de pathogénicité aussi bien insérés dans le chromosome bactérien que 

distribués sur des plasmides. Il en est de même chez les rhizobiums où le cluster T3SS est souvent 

retrouvé dans une région de 50 à 100 kpb portée soit par un plasmide symbiotique (pSym), soit par 

un ilot symbiotique intégré dans le génome de la bactérie (Tampakaki et al., 2014). En plus de 

contenir les gènes codant pour la seringue, ces ilots contiennent également une grande partie des 

gènes codant pour les effecteurs de type III. Ils portent de nombreux autres gènes impliqués souvent 

dans l’adaptation à la vie en association avec un hôte, et chez les rhizobiums, on y retrouve 

systématiquement les gènes de nodulation nod et de fixation d’azote fix/nif. Le G+C% de ces ilots est 

différent du reste du génome, ils sont riches en éléments transposables, en séquences répétées et en 

ARNs de transferts (ARNt) (Hsiao et al., 2005). Toutes ces particularités font de ces ilots des régions 

très instables et sujettes à de très nombreux réarrangements génétiques (Alfano et al., 2000). 

L’instabilité de ces ilots est considérée comme une force majeure de l’évolution des clusters T3SS et 

représente également un moteur important pour son acquisition par transfert horizontal (HGT pour 

« horizontal gene transfert ») (Juhas et al., 2009). L’importance de ces HGTs dans l’évolution du T3SS 

et des bactéries est souvent mise en évidence chez les bactéries pathogènes par la présence de 

plusieurs T3SS codés par deux clusters différents au sein de la même souche. C’est le cas, par 

exemple, de Salmonella enterica, qui possède deux clusters T3SS SPI-I et SPI-II et qui les utilise 

différemment au cours de son cycle infectieux (Ramos-Morales, 2012). Chez les rhizobiums, 

l’acquisition du T3SS peut se faire soit lors de l’acquisition d’un plasmide (souvent le plasmide 

symbiotique), soit via le transfert d’un ilot symbiotique d’une souche à une autre. En 2016, Ling et 



Figure 29. Modèle du mécanisme du transfert horizontal d’un ilot symbiotique

Le modèle a été proposé par Ling et ses collaborateurs (2016) à la suite de l’étude du transfert horizontal

de l’ilot symbiotique d’Azorhizobium caulinodans à Mesorhizobium huakui.① et②: La reconnaissance des

flavonoïdes par deux facteurs de transcription LysR différents de la bactérie déclenche deux processus :

(I) l’expression des gènes de nodulation par le facteur de transcription NodD, indispensables à

l’établissement de la symbiose; (II) l’induction de l’expression de l’integrase C, intC, par le facteur de

transcription AhaR. ③ : IntC participe à l’excision de l’ilot symbiotique au niveau de l’ARNt-gly. L’ilot
symbiotique peut alors être transféré par transfert horizontal sous forme circulaire à d’autres rhizobiums,

leur conférant la capacité d’interagir avec de nouvelles plantes④ (Ling et al., 2016).

Figure 30. Arbres phylogénétiques du T3SS chez les rhizobiums et chez les bactéries pathogènes de

plantes et d’animaux basés sur les homologues de la protéine SctU

A. Arbre phylogénétique des homologues de la protéine SctU. Chaque couleur représente une des 7

familles de T3SS différentes. Les deux sous-familles α- et β-Rhc composent la famille Rhc. Les homologues

de SctU chez le flagelle sont en noir (Adapté de Gazi et al., 2012). B. Arbre phylogénétique des

homologues de la protéine SctU (RhcU) des rhizobiums. Chacune des couleurs représente une sous-

famille Rhc différente (Tampakaki et al., 2014).
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ses collaborateurs montrent que ce transfert peut être stimulé par la sécrétion d’exsudats racinaires 

(des flavonoïdes) par la plante chez Azorhizobium caulinodans et peut ainsi conduire à des 

changements drastiques du spectre d’hôtes de la bactérie (Figure 29). 

2.2.2. Phylogénétique des clusters T3SS 

 

  Des analyses phylogénétiques des protéines constituant le corps basal du T3SS permettent 

de répartir les différents clusters en 7 familles phylogénétiques au sein desquelles l’organisation 

génétique des clusters est relativement homogène (Gazi et al., 2012) : (I) La famille Ysc avec les 

bactéries du genre Yersinia comme représentante; (II) Inv-Mix-Spa ou SPI-I formant une famille 

regroupant les clusters T3SS des Salmonella (Inv-Spa) et des Shigella (Inv-Mix); (III) la famille Ssa-Esc 

ou SPI-II regroupant les clusters T3SS retrouvés chez les Escherichia et Salmonella; (IV) la famille Hrc-

Hrp1 et (V) la famille Hrc-Hrp2 retrouvées toutes les deux chez les bactéries pathogènes de plantes 

du genre Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia, Pantoea et Ralstonia, mais également des 

pathogènes d’animaux du genre Vibrio et Burkholderia; (VI) la famille Cds ou Chlamydiale 

exclusivement retrouvée chez les Chlamydia; et enfin (VII) la famille Rhc, retrouvée chez les 

rhizobactéries (Figure 30A). Récemment, l’analyse de 20 000 génomes bactériens par Hu et ses 

collaborateurs (2017) a permis d’identifier, en plus des 7 familles déjà connus, 6 autres nouvelles 

familles phylogénétiques. Au-delà de la description formelle de nouveaux clusters, cette étude 

montre qu’il existe une diversité considérable de T3SS chez les bactéries. La comparaison des 

topologies des arbres phylogénétiques des bactéries (basée sur les séquences de l’ARN ribosomique 

16S), et des arbres phylogénétiques des protéines composant le T3SS, montre une forte 

incongruence, ce qui renforce l’idée que le T3SS est rarement acquit de manière verticale mais à la 

faveur d’évènements de transfert horizontaux (Gophna et al., 2003). Ces transferts ont lieu la plupart 

du temps entre des espèces qui partagent les mêmes niches écologiques (Pallen et al.2005). Ainsi, les 

clusters Hrp1 et Hrp2 sont dans la grande majorité des cas conservés chez des pathogènes de plantes 

alors que les clusters de la famille Rhc ne sont en générale retrouvés que chez les rhizobiums. 

 Une analyse plus précise de la famille Rhc montre qu’elle est divisée en quatre sous-groupes 

différents (Figure 30B). Le groupe α-RhcI contient les T3SS retrouvés sur les plasmides symbiotiques 

des Ensifer, et sur les ilots symbiotiques des Mesorhizobium et des Bradyrhizobium; le groupe α-RhcII 

contient les clusters T3SS retrouvés sur d’autres plasmides de certaines souches d’Ensifer et chez 

certaines souches de Mesorhizobium; et le groupe α-RhcIII qui est représenté par des clusters T3SS 

retrouvés chez des souches du genre Rhizobium. Un quatrième groupe, β-Rhc, contient le cluster 

T3SS retrouvé chez les β-rhizobiums tels que Cupriavidus taiwanensis et certaines souches de 

Burkholderia (Gazi et al., 2012; Tampakaki et al., 2014; Liu et al., 2018). Jusqu’à présent, seuls les 



Figure 31. Organisation génétique des clusters fonctionnels RhcI chez les rhizobiums modèles

L’organisation génétique de la région I est très conservée chez les différents rhizobiums possédant un

cluster de type RhcI. En revanche, de nombreuses variations existent dans l’organisation génétique des

régions II et III. Chaque gène est représenté par une flèche indiquant le sens de transcription. Les gènes

rhc conservés sont représentés en rouge et les lettres capitales au dessus correspondent à l’identité du

gène dans la nomenclature Rhc. Les gènes codant pour des composants spécifiques du T3SS des

rhizobiums sont représentés par des flèches quadrillées en rouge. Les noms des gènes sous les flèches

correspondent à ceux utilisés dans la littérature. Les flèches fines rouges et noires représentent

respectivement les nod box et les tts box. Les flèches jaunes représentent des effecteurs putatifs dont des

homologues chez d’autres rhizobiums sont connus alors que les flèches bleues représentent des

effecteurs putatifs spécifiques de USDA110. La flèche verte correspond au gène codant pour l’inducteur
(ttsI) du T3SS. Les flèches blanches et celles rayées noires représentent respectivement des gènes

hypothétiques et des transposases. Enfin, les étoiles bleues indiquent la présence de régions riches en

éléments mobiles.

(Adapté de Tampakaki, 2014)
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clusters de type RhcI ont montré leur fonctionnalité dans la sécrétion d’effecteurs (leur description 

fera l’objet de la partie suivante). Une seule étude fonctionnelle a été réalisée sur le cluster β-Rhc où 

il est démontré que sa mutation chez la souche Cupriavidus taiwanensis n’altère pas sa capacité de 

nodulation chez sa plante hôte Mimosa pudica mais lui confère la capacité de noduler Leucaena 

leucocephala (Saad et al., 2012). Récemment, une étude menée sur Mesorhizobium alhagi 

CCNWXJ12-2 suggère que le cluster RhcII est impliqué dans la résistance de la bactérie en vie libre au 

stress environnementaux (Liu et al., 2018). Cependant, et jusqu’à présent, aucune étude sur le rôle 

symbiotique des deux sous-groupes RhcII et RhcIII n’est disponible.  

 

2.3. Le cluster RhcI des rhizobiums 

2.3.1. Structure et organisation génétique du cluster RhcI 

   

 Chez les rhizobiums, la plupart des gènes qui codent pour les composants du T3SS sont 

retrouvés dans trois régions génétiques distinctes du cluster RhcI : une région centrale (région I) et 

deux régions périphériques (région II et III) qui peuvent être à une distance variable de la région I en 

fonction des souches (Figure 31). La région I est la plus grande des trois et porte une grande partie 

des gènes qui codent pour le corps basal du T3SS. Ces gènes sont supposés appartenir à la même 

unité transcriptionelle et l’on y retrouve, dans l’ordre de transcription, nopB (composant du pilus), 

rhcJ, nolU, rhcLNZQSTU, et le gène rhcC1 en sens opposé. Cette région est la plus conservée des trois 

et elle est retrouvée à l’identique chez tous les rhizobiums qui possèdent un cluster RhcI (Tampakaki 

et al., 2014). Les régions II et III sont beaucoup plus variables, elles contiennent les autres gènes 

codant pour la seringue mais également certains effecteurs de type III et d’autres gènes de fonction 

inconnue dont la présence et l’organisation est souche-spécifique. La région II porte le gène codant 

pour le putatif translocon NopX ainsi qu’un second opéron contenant le gène ttsI (pour « type three 

secretion inducteur »), codant pour le régulateur transcriptionel du T3SS, et les gènes rhcC2 et y4xK 

(de fonction inconnue) (Viprey et al., 1998, Marie et al., 2001). La région III porte les composants de 

la seringue au sein d’un troisième opéron avec dans l’ordre nopC (un putatif effecteur), nopA (un 

composant du pilus), rhcDV et y4yS. Chez les Bradyrhizobium, cet opéron a la particularité de 

contenir, entre rhcD et rhcV, deux gènes supplémentaires de fonction inconnue (bll1801 et 

bll1802/nopAL chez B. diazoefficiens USDA110) (Göttfert et al., 2001; Okasaki et al., 2009; Tampakaki 

et al., 2014; Songwatana et al., 2016).  

 



Figure 32. Représentation WebLogo du consensus de 30 tts box différentes

Les 30 tts box ont été extraites des promoteurs de gènes codant pour des composants du T3SS et des

effecteurs Nops chez E. fredii NGR234 (7 tts box), E. fredii USDA257 (4 tts box), B. diazoefficiens USDA110

(10 tts box) et B. elkanii USDA61 (9 tts box) (Marie et al., 2004; Zehner et al., 2008; Okazaki et al., 2009).

L’alignement a été réalisé en utilisant la plateforme en ligne Weblogo

https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi. Les tts box contiennent les deux motifs conservés GTCAG et

GN[A/C]AG toujours séparés de 6 nucléotides. Ce haut degrés de conservation est utilisé pour la

recherche de gènes candidats codant pour des effecteurs Nops (Kimbrel et al., 2013; Songwattana et al.,

2017).

motif 1 motif 2
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2.3.2. Régulation de l’expression des gènes du T3SS et des effecteurs chez les 

rhizobiums 

 

 L’expression des gènes du T3SS des pathogènes d’animaux et de plantes est influencée par 

de très nombreux facteurs environnementaux, tels que la température, le pH, l’osmolarité, la 

disponibilité en nutriments (et notamment en carbone) et en cations divalents (Francis et al., 2002). 

Si la structure du T3SS des rhizobiums est probablement identique à celle des bactéries pathogènes, 

la régulation des gènes codant cette machinerie de sécrétion, ainsi que les effecteurs, sont différents. 

Elle implique l’activateur transcriptionnel TtsI qui, en se fixant sur le motif tts box (5’-GTCAGcT-N6-

GacAG-N11-A-3’) retrouvé dans la région promotrice des gènes du T3SS et des effecteurs, active leur 

expression (Krause et al., 2002; Marie et al., 2004; Wassen et al., 2008; Zehner et al., 2008). Une 

étude menée sur le régulateur TtsI d’E. fredii NGR234 a montré qu’il pouvait également participer à 

l’induction de l’expression de gènes qui ne sont pas reliés au T3SS, dont certains impliqués dans la 

synthèse de LPS (Marie et al., 2004).  

 Du fait de sa très forte conservation, la séquence tts box est un marqueur génomique fort 

pour l’identification de gènes sous le contrôle de TtsI, et elle peut notamment être utilisée pour 

l’identification de nouveaux effecteurs de type III (Figure 32). TtsI appartient à la famille de 

régulateurs à double composants OmpR. L’activité régulatrice des protéines de cette famille dépend 

d’un second partenaire, une histidine kinase, qui s’auto-phosphoryle à la reconnaissance d’un signal 

environnemental. Le groupement phosphate est ensuite transféré sur un résidu asparte du 

régulateur OmpR, ce qui induit un changement de conformation et libère son activité inductrice, lui 

permettant d’interagir avec un élément en cis dans les promoteurs des gènes à réguler (Stock et al., 

2000). Cependant, dans le cas de TtsI, un résidu glutamate remplace le résidu asparte supposé 

recevoir la phosphorylation. Chez d’autres bactéries, ce type de substitution entraine une activité 

constitutive du régulateur OmpR, qui ne nécessite plus l’intervention d’un partenaire (Delgado et 

al.1993; Klose et al.1993; Lan and Igo 1998). TtsI semble donc être constitutivement actif dès lors 

qu’il est exprimé et la régulation de son activité ne peut se faire qu’au niveau transcriptionnel (Marie 

et al., 2004). L’expression de TtsI est dépendante de la reconnaissance de flavonoïdes par la protéine 

NodD, qui interagit directement sur la nod box retrouvée dans la région promotrice de l’opéron 

ttsI/rhcC2/y4xK (Krause et al., 2002; Marie et al., 2004; Kobayashi et al., 2004; Bolzan de Campos et 

al., 2011). Cette régulation du T3SS par la protéine NodD, initialement identifiée chez la souche E. 

fredii NGR234 (Viprey et al., 1998), démontre une nouvelle fois l’importance jouée par le T3SS au 

cours du processus symbiotique (Deakin et al., 2009). La régulation de l’expression du T3SS par NodD 

n’est pas si claire chez Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110. L’expression des gènes du T3SS et 

des effecteurs sont bien induits par un flavonoïde, la génisteïne, cependant, le principal régulateur 



Figure 33. Modèle de la régulation transcriptionnelle du T3SS et des effecteurs Nops chez B.

diazoefficiens USDA110

NodD1, mais également le système à deux composants NodVW est requis pour l’induction du T3SS

d’USDA110 après reconnaissance des flavonoïdes. NodD et NodW peuvent interagir avec le promoteur du

gène ttsI. Les têtes de flèche grises et noires représentent respectivement les nod box et les tts box. Cm :

enveloppe bactérienne.

(Krause et al., 2002)
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ne semble pas être NodD mais le régulateur à double composant NodVW (Figure 33) (Krause et al., 

2002; Lang et al., 2008). Deux autres cas particuliers ont été relevés chez deux souches de 

Bradyrhizobium elkanii. Bolzan de Campos et ses collaborateurs (2011) ont montré l’existence chez la 

souche B. elkanii SEMIA587 d’une tts box en amont du gène ttsI, mettant en évidence une boucle de 

rétroaction positive de TtsI sur sa propre expression. Le second cas a été rapporté par Okazaki et ses 

collaborateurs (2009) chez B. elkanii USDA61. Les auteurs démontrent que cette souche peut 

secréter des effecteurs de type III dans le surnageant bactérien en l’absence d’inducteur connu. 

Aucune hypothèse n’est proposée par les auteurs mais cette observation suggère l’existence d’une 

voie alternative d’induction du T3SS, indépendante de la reconnaissance de flavonoïdes, chez 

certaines souches de Bradyrhizobium.  

 

2.4. Les effecteurs de type III 

2.4.1. Généralité sur les effecteurs de type III 

 

 Les effecteurs de type III ou T3Es sont par définition des protéines secrétées à travers le 

système de sécrétion de type III. Certaines protéines de la seringue ont initialement été considérées 

par certains auteurs comme des effecteurs, car retrouvées sécrétées dans le surnageant bactérien. 

C’est le cas notamment des protéines constituant le pilus du T3SS. Dans cette partie du manuscrit, le 

mot « effecteur » ne fera référence qu’aux protéines qui sont secrétées dans les cellules de l’hôte et 

qui n’entrent pas dans la composition de la seringue. 

 

 Les T3Es ont principalement pour rôle de favoriser l’installation et la dissémination de la 

bactérie dans son hôte (Büttner, 2016). La sécrétion des T3Es est assurée par un peptide signal non 

clivable à l’extrémité N-terminale de la protéine (Dean et al., 2011). Il est important de noter, que 

dans la plupart des cas, la sécrétion des effecteurs requiert l’assistance de protéines chaperonnes qui 

interagissent directement avec les T3Es et qui empêchent leur agrégation et/ou leur dégradation 

dans le cytoplasme bactérien. Plusieurs protéines chaperonnes ont été caractérisées chez les 

pathogènes de plantes et d’animaux mais aucun candidat n’a été identifié chez les rhizobiums (Lohou 

et al., 2013). Après sécrétion, les effecteurs ciblent des processus cellulaires et physiologiques clés, 

souvent reliés au système immunitaire, et perturbent leur fonctionnement pour aider à la 

colonisation de la bactérie.  

 La structure des T3Es est extrêmement variée, et ils sont très souvent présentés comme des 

protéines modulaires multifonctionnelles. Ils peuvent être composés de motifs très différents tels 

que des sites actifs enzymatiques, des domaines d’interaction protéine-protéine, des domaines 
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d’interaction aux acides nucléiques, ou des motifs de localisation subcellulaire (Dean et al., 2011; 

McCann et Guttman, 2007). La conservation de certains domaines fonctionnels a permis de définir 

des grandes familles d’effecteurs dont le rôle dans le processus d’infection a pu être démontré 

(Bastedo et al., 2019). Pour plus d’informations sur les différents domaines fonctionnels des T3Es, 

j’invite les lecteurs à consulter les deux excellentes revues de Paul Dean (2011) et de Daniela Büttner 

(2016) qui présentent chacune un inventaire exhaustif sur cette thématique. Même si de 

nombreuses connaissances sur les effecteurs sont aujourd’hui disponibles, la fonction de la plupart 

d’entre eux reste encore inconnue et leur caractérisation représente souvent une tache fastidieuse. 

Leur étude est souvent rendue difficile par l’existence d’une redondance fonctionnelle importante, si 

bien que l’inactivation d’un seul effecteur conduit rarement à une altération de la virulence de la 

bactérie (Vivian et Arnold, 2000; Noël et al., 2003). 

2.4.2. Identification des effecteurs Nops 

 

 Chez les rhizobiums, les effecteurs de type III ont été appelés initialement Nop pour 

«nodulation outer protein» (Marie et al., 2001). Historiquement, NopP et NopC ont été les deux 

premiers effecteurs Nops identifiés chez Ensifer fredii USDA201 en utilisant une technique de 

« promoteur trapping » inductible par des exsudats racinaires (Sadowsky et al., 1988). Depuis 

l’identification du système de sécrétion de type III chez les rhizobiums, trois approches différentes 

ont été utilisées pour identifier spécifiquement de nouveaux effecteurs Nops : (I) La comparaison du 

sécrétome de la souche sauvage avec celui d’un mutant dans le T3SS (Marie et al., 2004; Lorio et al., 

2004; Hempel et al., 2009; Okazaki et al., 2009; Okazaki et al., 2010; Tsukui et al., 2013); (II) la 

recherche du motif tts box dans les promoteurs des gènes (Marie et al., 2004; Zehner et al., 2008; 

Okazaki et al., 2010; Kimbrel et al., 2013; Songwattana et al., 2017); (III) l’identification de gènes 

codant pour des facteurs d’incompatibilité d’hôte liée au T3SS en utilisant une banque de mutants 

d’insertion de transposon (Faruque et al., 2015; Zhao et al., 2018; Nguyen et al., 2017; 2018 ). Pour 

confirmer la sécrétion des effecteurs candidats identifiés par ces deux dernières techniques, une 

fusion traductionnelle du candidat avec à une adenylate-cyclase (CyaA) est exprimée chez la bactérie 

et chez un mutant dans le T3SS. L'activité du domaine CyaA requiert une calmoduline qui n'est 

retrouvée que chez les cellules eucaryotes. Ainsi, la sécrétion du candidat n'est confirmée qu'en cas 

d'augmentation significative de la concentration en AMP cyclique dans les tissus du nodule infecté 

par la bactérie sauvage (Chakravarthy et al., 2017). Une autre méthode consiste à produire un 

anticorps spécifique du candidat et à comparer son profil de sécrétion dans les surnageants de la 

souche sauvage et de son mutant dans le T3SS en présence d’un flavonoïde inducteur (Staehelin et 



Effecteur Souche/accession Fonction putative Références de la sécrétion

NopM NGR234/AAB91674 Novel E3 ligase Kambara et al. 2009

NopT NGR234/NP_444174 Cysteine protease Kambara et al. 2009

NopL NGR234/NGR_a00770 - Kambara et al. 2009

NopE USDA110/blr1649 - Wenzel et al. 2010

NopP NGR234/NGR_a00570 - Kambara et al. 2009

NopJ NGR234/NGR_a02610 Acetyltransferase Kambara et al. 2009

NopD HH103:SFHH103_psfHH103d_287 SUMO protease Rodrigues et al. 2007

NopC HH103/AAY33494 - Jiménez-Guerrero et al. 2015

NopAA; GunA2 USDA110/blr1656 Endoglucanase Süb et al 2009

NopAR USDA110/bll1840 - Tsukui et al. 2013

NopH USDA110/Bll1804 - Hempel et al. 2009

NopAG; NopF USDA110/bll1862 - Süb et al 2009

BEL2-5 USDA61/AKS25901.1 SUMO protease Faruque et al., 2015

InnB USDA61/WP_018270178 - Nguyen et al., 2018

Tableau 2. Liste des 14 bona fide effecteurs Nops
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Krishnan, 2015). L'utilisation de ces différentes techniques a conduit à l'identification de 14 bona fide 

effecteurs Nops dont les caractéristiques sont résumées dans le Tableau 2. 

 En 2013, Kimbrel et ses collaborateurs ont publié une étude sur l’identification d’effecteurs 

Nops chez des souches de Bradyrhizobium et d’Ensifer en couplant une recherche de tts box, et une 

validation des candidats identifiés par l’utilisation d’un système de sécrétion hétérologue 

Pseudomonas/Arabidospis, couramment utilisé pour la caractérisation d’effecteurs de pathogènes. 

En bref, la partie N-terminale de la protéine candidate, supposée contenir le peptide signal de 

sécrétion, est fusionnée à la partie C-terminale de l’effecteur AvrRpt2 qui est responsable de 

l’induction d’une HR sur Arabidopsis. Cette protéine fusion est exprimée dans un Pseudomonas qui 

est ensuite inoculé dans les feuilles d’Arabidopsis. Dans le cas d’une translocation, une HR est 

rapidement induite à l’endroit de l’inoculation. Etonnamment, certains composants du corps basal 

du T3SS (RhcJ, RhcQ, NolV et NolU) ont été considérés comme secrétés en utilisant cette approche. 

Ainsi, les gènes caractérisés en utilisant cette technique doivent être considérés comme des 

effecteurs putatifs qui demandent une validation complémentaire. Pour cette raison, ces candidats 

ne sont pas listés dans le Tableau 2.  

 Le nombre d’effecteurs peut varier considérablement d’une souche à l’autre. Jusqu’à 

présent, aucune étude de génomique comparative à grande échelle de la distribution de ces 

effecteurs au sein des rhizobiums n’est disponible. Il apparait néanmoins que les Bradyrhizobium 

semblent posséder un effectome plus étendu que celui des souches d’Ensifer et Mesorhizobium qui 

ont été étudiées (Kimbrel et al., 2013; Songwattana et al., 2017; Piromyou et al., 2019). De même, 

très peu d’études fonctionnelles ont été menées afin de caractérisers les Nops connus. Sur les 14 

bona fide Nops, seulement cinq (NopM, NopT, NopL, NopP, NopE) ont été caractérisés d’un point de 

vue fonctionnel. La partie suivante s’attachera à résumer les connaissances publiées sur ces cinq 

effecteurs. 

2.4.3. Caractéristiques et fonctions de cinq effecteurs Nops 

 

 NopM appartient à la grande famille d’effecteurs IpaH qui ont tous la particularité de 

posséder un domaine NEL (pour «novel E3-ubiquitine ligase») du coté C-terminal de l’effecteur, 

précédé par un domaine LRR (Bastedo et al., 2019). Les effecteurs appartenant à cette famille sont 

conservés aussi bien chez les rhizobiums que les pathogènes de plantes et d’animaux (Lin et 

Marchner, 2017). NopM est souvent retrouvé en multi-copie chez les rhizobiums et les homologies 

partagées entre tous ses homologues se limitent, parfois, uniquement au domaines LRR-NEL (Kimbrel 

et al., 2013; Songwattana et al., 2016). La fonction de ces effecteurs est similaire aux E3-ubiquitines 

ligases des eucaryotes et il est donc supposé que NopM exploite ou détourne le protéasome des 
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Figure 34. Fonctions cellulaires connues des effecteurs Nops

Les effecteurs Nops (en jaunes) sont sécrétés dans la cellule hôte tout au long du processus symbiotique

(Gourion et al., 2014). Seuls les effecteurs Nops dont une étude fonctionnelle a été réalisée sont

représentés ici. Leurs activités sont déduites des différentes études publiées jusqu’à présent. La

reconnaissance des facteurs Nods par les récepteurs spécifiques (en violets) active la voie de signalisation

symbiotique conduisant à l’expression des gènes nécessaires à l’établissement de la nodulation (à

gauche). En parallèle, la reconnaissance de PAMPs par des récepteurs LRR membranaires (en bleus)

active les voies de signalisation MAPKs (ovales bleus) conduisant à l’activation du système immunitaire, ce

qui peut alors interférer avec la mise en place de la nodulation. La modulation du système immunitaire

par les effecteurs Nops est nécessaire à l’établissement de la symbiose. Les cibles de ces effecteurs (en

vertes) sont encore largement inconnues mais il est cependant supposé que beaucoup d’entre elles

participent aux voies de signalisation MAPKs. P, phosphorylation. Ub, ubiquitination.
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cellules hôtes pour la dégradation spécifique de sa cible par l’ajout d’une ou plusieurs protéines 

d’ubiquitine (Figure 34). Les analyses fonctionnelles de NopM ont toutes été réalisées chez Ensifer 

fredii NGR234 où il a été confirmé que NopM possède une activité de poly-ubiquitination 

dépendante de la cystéine Cys338 (Xin et al., 2012). Xu et ses collaborateurs (2018) ont démontré que 

NopM est phosphorylé in planta et in vitro par la MAPK NtSIPK (pour «salicylic acid-induced protein 

kinase») de Nicotiana tabacum sans que cela n’altère son activité E3-ubiquitine ligase. Le rôle de 

cette phosphorylation, reste encore aujourd’hui à déterminer. L’expression transitoire de NopM dans 

des feuilles de N. benthamiana réduit la production de ROS induite par la flagelline flg22, alors 

qu’elle induit une ETI conduisant à une HR chez N. tabacum. Toutes ces observations laissent 

supposer que NopM intervient dans la répression du système immunitaire de la plante. Son rôle 

symbiotique a été confirmé sur Lablab purpureus où la mutation de NopM chez E. frediii NGR234, ou 

celle de son site actif Cys338, réduit drastiquement le nombre de nodules induits (Kambara et al., 

2009; Xin et al., 2012). 

 NopL est un effecteur spécifique des rhizobiums encodé par un gène de la région III du 

cluster RhcI (Tampakaki et al., 2014). Sa mutation chez la souche Ensifer fredii NGR234 entraine 

l’induction de nodules nécrotiques sur Phaseolus vulgaris associée à une senescence précoce des 

bactéroïdes et son expression dans N. tabacum inhibe l’induction des protéines PR (pour 

« pathogenesis-related »), protéines à activité antimicrobienne produites lors de la reconnaissance 

d’un agent pathogène (Ge et al., 2016; Bartsev et al., 2004). Des analyses biochimiques ont montré 

que NopL est phosphorylé par la MAPK SIPK dans le noyau des cellules végétales et que cette 

phosphorylation est indispensable à son activité de répression du système immunitaire (Zhang et al., 

2011; Ge et al., 2016). Récemment, une recherche de QTL réalisée sur Glycine max cv. Merr en 

réponse à un mutant dans nopL chez Ensifer fredii HH103 a permis l’identification de deux cibles 

putatives, une serine-thréonine phosphatase et une sérine-thréonine kinase (Zhang et al., 2018). Le 

rôle de ces deux protéines dans la symbiose reste encore à déterminer mais ces observations 

semblent indiquer que NopL interagit avec la voie d’induction MAPK et réprime ainsi les mécanismes 

de défense des plantes (Figure 34). 

 NopT est une cystéine protéase C58 appartenant à la grande famille d’effecteurs 

YopT/AvrPphB (Staehelin et Krishnan, 2015). Comme toutes les protéines de cette famille, NopT 

s’auto-clive après translocation et deux modifications post-traductionnelles (une myristoylation et 

une palmitoylation) assurent son ancrage dans la membrane de la cellule hôte (Dowen et al., 2009). 

La mutation de NopT chez la souche NGR234 a un effet négatif sur l’interaction symbiotique avec 

Tephrosia vogelii. Enfin, l’expression de NopT de NGR234 et de NopT1 d’USDA110 dans le tabac 

induit des réactions hypersensibles qui sont abolies lorsque les acides aminés requis pour sa 

localisation membranaire sont mutés (Dai et al., 2008; Fotiadis et al., 2011). La cible de NopT est 
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encore inconnue mais il est supposé qu’elle est membranaire et qu’elle contient la séquence en acide 

aminé DKM requise pour l’activité de clivage de NopT (Dowen et al., 2009) (Figure 34). 

 NopE est un effecteur caractérisé chez B. diazoefficiens USDA110 où il y est retrouvé en deux 

copies. NopE possède une activité d’auto-clivage qui lui est conféré grâce à deux domaines MIIA 

(pour «metal ion-inducible autocleavage») récemment caractérisés (Schirrmeister et al., 2011; 

Wenzel et al., 2010; Duran et al., 2019). Seule la mutation des deux copies de NopE chez B. 

diazoefficiens USDA110 montre une réduction de la nodulation sur G. max et Macroptilium 

atropurpurem suggérant une redondance fonctionnelle des deux homologues (Wenzel et al., 2010) 

(Figure 34). Le domaine MIIA est retrouvé chez d’autres effecteurs Nops putatifs de Bradyrhizobium 

(Duran et al., 2019) mais il est également conservé chez certaines protéines identifiées dans d’autres 

genres bactériens, comme des Burkholderia et des Vibrio (Wenzel et al., 2010). NopE pourrait donc 

appartenir à une nouvelle famille d’effecteurs de type III, caractérisée par la conservation du 

domaine MIIA, et dont la répartition au sein des bactéries reste encore à préciser.  

 L’effecteur NopP, tout comme NopL, est spécifique des rhizobiums et aucun domaine 

fonctionnel connu n’a pu être identifié dans sa séquence. Peu d’informations sont disponibles quant 

à sa fonction, néanmoins, tout comme NopL et NopM, il est phosphorylé in vitro par des kinases de 

plantes et in planta à l’intérieur des nodules (Skorpil et al., 2005). L’une des hypothèses est que NopP 

participerait à la répression des mécanismes immunitaires au cours de l’interaction symbiotique en 

interférant avec la voie MAPK comme le fait NopL (Figure 34). Seul le double mutant nopL/nopP chez 

la souche E. fredii NGR234 montre une réduction de la nodulation sur Tephrosia vogelii et Flemingia 

congesta laissant supposer que NopP et NopL pourraient jouer un rôle synergique dans la répression 

des mécanismes de défenses de la plante au cours de l’interaction symbiotique.  

2.4.4. Les effecteurs Nops : une épée à double tranchant 

 

 En 2009, Deakin et Broughton présentaient les symbiotes comme des pathogènes 

« intelligents ». Comme nous l’avons vu précédemment, et de manière similaire aux bactéries 

pathogènes, la plupart des Nops dont les fonctions ont été étudiées agissent en tant que répresseur 

du système immunitaire de leur hôte. Il apparait alors évident que la suppression des mécanismes de 

défenses de la plante à un effet positif sur l’établissement et le maintien de la symbiose (Gourion et 

al., 2014). 

 Cependant, en 2015, Stahelin et Krishnan qualifiaient les effecteurs Nops d’épée à double 

tranchant pour les rhizobiums. En effet, la mutation du T3SS, ou d’un Nop en particulier, peut avoir 

des effets aussi bien positifs que négatifs sur l’interaction symbiotique, conduisant à des variations 

du spectre d’hôtes de la bactérie. De nombreuses études rapportent des cas d’incompatibilités 
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d’hôtes liées à la sécrétion d’effecteurs Nops (Gourion et al., 2014; Miwa et al., 2017). C’est le cas de 

NGR234 où la mutation du T3SS restaure une capacité de nodulation sur Pachyrhizus tuberosus mais 

réduit drastiquement celle sur Flemingia congesta (Skorpil et al., 2005). Plus récemment, l’analyse 

d’une banque de mutants Tn5 de B. elkanii USDA61 a conduit à l’identification de l’effecteur InnB 

responsable de l’incompatibilité de la souche avec Vigna radiata cv. KPS1 (Nguyen et al., 2017; 2018). 

Une reconnaissance directe ou indirecte de certains Nops par des protéines de résistance Rj de la 

plante provoque la mise en place de mécanismes de défense similaires à l’ETI décrite dans les 

interactions plantes-pathogènes (Staehelin et Krishnan, 2015). Jusqu’à présent, seulement trois 

gènes codant pour des protéines de résistances, Rj2, Rfg1 et Rj4, ont été caractérisés chez les 

légumineuses, les trois chez le soja G. max. Les deux gènes Rj2 et Rfg1 sont alléliques et encodent 

des protéines de résistance « Toll-interleukin receptor/nucleotide-binding site/leucine-rich repeat » 

ou TIR-NBS-LRR (Yang et al., 2010). Plus récemment, le gène Rj4 a été identifié comme codant pour 

une protéine thaumatin-like appartenant à la famille des protéines PR5 (Hayashi et al., 2014). Cette 

dernière empêche certains cultivars de soja d’être nodulés par les souches B. elkanii USDA61 et B. 

japonicum Is-34 et deux études indépendantes ont identifié l’effecteur BEL2-5 comme étant 

responsable de cette incompatibilité (Faruque et al., 2015; Tsurumaru et al., 2015). 

 Récemment, une étude réalisée sur NopP a montré qu’il était responsable de 

l’incompatibilité d’hôte de B. diazoefficiens USDA122 sur Glycine max cv. Hardee (Rj2) (Sugawara et 

al., 2017). De manière surprenante, la souche B. diazoefficiens USDA110, compatible avec ce cultivar, 

présente un homologue de NopP qui ne diffère que de 3 acides aminés par rapport à celui 

d’USDA122. Cependant, seul le NopP d’USDA122 est reconnu par Rj2. De même, le changement de 

deux acides aminés de la protéine Rj2 chez certains cultivars de soja restaure la capacité de 

nodulation avec la souche USDA122 (Yang et al., 2010). Ces découvertes mettent en évidence que la 

reconnaissance des effecteurs Nop par les protéines de résistance relève d’une très haute spécificité.  

 La reconnaissance négative d’un symbiote efficient pour la nodulation comme USDA122 

soulève de nombreuses questions quant à l’origine des gènes de résistance dirigés contre des 

effecteurs Nops. Ces gènes ont-ils initialement pour rôle de sélectionner des symbiotes ? Comme 

décrit précédemment, la protéine Rj4 est une protéine thaumatine-like appartenant à la famille de 

protéines PR5, connues pour être induites lors de la reconnaissance d’agents pathogènes (van Loon 

et al., 2006; Liu et al., 2010; Hayashi et al., 2014). Certains effecteurs Nops présentent un haut degré 

de similarité avec des effecteurs de type III retrouvés chez des bactéries pathogènes. C’est le cas 

notamment de BEL2-5 et de NopT qui appartiennent respectivement aux grandes familles 

d’effecteurs de type III XopD et YopT/AvrPphB (Dowen et al., 2009; Faruque et al., 2015). Il est 

possible que ces gènes de résistance chez les légumineuses répondent, comme chez toutes les autres 
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plantes, à un besoin de contrôle des agents pathogènes et que la reconnaissance d’effecteurs Nops 

ne soit qu’une conséquence « collatérale ». 

 Très peu de choses sont connues sur les mécanismes de reconnaissance des effecteurs Nops. 

La caractérisation de nouveaux gènes de résistances chez les légumineuses permettra peut-être de 

mieux comprendre le rôle et l’aspect évolutif de l’incompatibilité entre les rhizobiums et les 

légumineuses. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 35. Phylogénie du genre Bradyrhizobium

L’analyse phylogénétique a été réalisée par maximum de vraisemblance sur 128 gènes du core génome

de 200 taxons. A. Résumé de la disposition dans l’arbre des 7 super-groupes. B. Arbre phylogénétique

incluant des génomes de Bradyrhizobium ainsi que d’autres Bradyrhizobiaceae, des Methylobacteriaceae,

des Xanthobacteraceae et des Rhizobiaceae, tous utilisés pour constituer un groupe externe. Les couleurs

des branches de l’arbre réfèrent à la nature des super-groupes comme indiqué dans la légende. La source

d’isolement des souches est indiquée par un symbole dont la signification est indiquée dans la légende.

(Adapté de Avontuur et al., 2019)
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3. Les symbioses FN-indépendantes dans le modèle symbiotique 

Bradyrhizobium / Aeschynomene 

3.1. Le couple symbiotique Bradyrhizobium / Aeschynomene 

  

Comme présenté dans la première partie, la plupart des mécanismes physiologiques et 

moléculaires de la symbiose entre les rhizobiums et les légumineuses ont été caractérisés chez les 

deux plantes modèles M. truncatula et L. japonicus. Ces modèles représentent les deux grands types 

de nodulation majoritairement retrouvés chez les légumineuses impliquant une infection 

intracellulaire via la formation d’un cordon d’infection et aboutissant à la formation de nodules de 

type déterminé (chez le lotier) ou indéterminé (chez la luzerne). Cependant, toutes les légumineuses 

ne présentent pas le même comportement symbiotique. C’est le cas des légumineuses tropicales du 

genre Aeschynomene, nodulées par des rhizobiums du genre Bradyrhizobium. Le couple symbiotique 

Bradyrhizobium / Aeschynomene présente de très nombreuses particularités qui font l’objet de cette 

troisième partie. 

3.1.1. La diversité du genre Bradyrhizobium 

 

 Les Bradryhizobium constituent l’un des principaux genres de rhizobiums capables d’induire 

des nodules sur les légumineuses. Ils ont initialement été caractérisés comme des rhizobiums à 

croissance lente (Bradys vient du grec ancien « βραδύς » qui signifie « lent ») et n’ont été reconnus 

comme formant un genre indépendant qu’en 1982 (Jordan, 1982). Récemment, une analyse du 

microbiote d’échantillons de sols provenant de multiples sites différents sur la surface du globe 

indique que les Bradyrhizobium sont les bactéries du sol les plus abondantes et ubiquitaires 

(VanInsberghe et al., 2015, Delgado-Baquerizo et al., 2018).  

 Les Bradyrhizobium interagissent symbiotiquement avec les principales légumineuses 

cultivées, dont le soja (Glycine max), l’arachide (Arachis hypogaea) et le Niébé (Vigna unguiculata), 

mais aussi avec de nombreuses autres légumineuses tropicales ou tempérées non cultivées (Xu et al., 

1995; Vinuesa et al., 2005; Stepkowski et al., 2007; Steenkamp et al., 2008; Ramírez-Bahena et al., 

2009; López-López et al., 2013; Delamuta et al., 2013; Delamuta et al., 2015). Ils sont par ailleurs 

capables de développer une interaction endophytique avec le riz, la première céréale mondiale pour 

l’alimentation humaine (Chaintreuil et al., 2000; Songwattana et al., 2017). 

 Le séquençage massif de génomes bactériens a permis de fournir à la communauté 

scientifique de nombreux génomes de référence de Bradyrhizobium. Leur génome est généralement 

composé d’un seul chromosome circulaire d’une taille allant de 7,8 à 10,1 Mpb. La présence d’un 

plasmide est rare et n’a été rapportée, à ce jour, que chez sept souches : BTAi1, NK6, DOA9, G22, 



Figure 36. Phylogénie du genre Aeschynomene et des genres associés

L’arbre phylogénétique a été réalisé en utilisant une analyse bayesienne sur la combinaison des ITS et du

gène matK (Brottier et al., 2018). Les cinq principaux clades sont indiqués par des numéros encerclés. A

droite sont indiqués les Aeschynomene du sous genre Aeschynomene (en vert), d’autres sous-genre

d’Aeschynomene (en bleu) et les genres associés (en orange). (Gr.) Les différents groupes d’inoculations
croisées (Gr. I, II ou III) présentés dans la partie 3.1.3 sont indiqués en gras. Les encarts gris représentent

des accessions appartenant à un même groupe d’inoculations croisées.

(Adapté de Chaintreuil et al., 2013 et de Brottier et al., 2018)
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CCBAU51670, CCBAU51649, CCBAU53363 (Giraud et al., 2007; Okazaki et al., 2015; Iida et al., 2015; 

Jones et al., 2016; Li et al., 2019; Avontuur et al., 2019). Cependant, une recherche récente des gènes 

repABC dans les génomes de Bradyrhizobium disponibles, spécifiquement impliqués dans la 

réplication des plasmides, suggère que le nombre de souches possédant au moins un plasmide serait 

plus important que les sept souches actuellement recensées (Ormeño-Orrillo et Martinez-Romero, 

2019).  

 Beaucoup de Bradyrhizobium possèdent les gènes nécessaires à l’établissement d’une 

endosymbiose nodulaire efficiente, à savoir les gènes de nodulation nod, les gènes de fixation 

d’azote nif/fix, mais également des gènes codant pour divers systèmes de sécrétion (T3SS, T4SS et 

T6SS) (Abby et al., 2016; Hu et al., 2017; Bernal et al., 2018; Avontuur et al., 2019). Ces gènes sont la 

plupart du temps retrouvés au sein d’un ilot symbiotique intégré dans le chromosome (Avontuur et 

al., 2019). Certaines souches de Bradryrhizobium ont également la particularité de posséder des 

gènes permettant la synthèse d’un photosystème dont l’activité photosynthétique est requise pour 

une nodulation de tige efficiente chez certaines légumineuses du genre Aeschynomene (voir la partie 

3.1.3) (Giraud et al., 2000; Giraud et al., 2002). 

 En 2019, deux études indépendantes ont établi une phylogénie du genre Bradyrhizobium en 

se basant sur près de 150 génomes fragmentés ou entiers. A l’exception de quelques souches, les 

deux études aboutissent au même arbre phylogénétique (Avontuur et al., 2019; Garrido-Sanz et al., 

2019) (Figure 35). L’étude d’Avontuur et ses collaborateurs (2019) découpe le genre Bradyrhizobium 

en sept super-groupes : I) le super-groupe B. japonicum comprenant 11 espèces ; II) le super-groupe 

B. elkanii comprenant 9 espèces ; III) le super-groupe B. jicamae comprenant 6 espèces ; IV) le super-

groupe des Bradyrhizobium photosynthétiques contenant une seule espèce recensée ; et V) ; VI) et 

VII) les super-groupes Kakadu, Soil1 et Soil2 sans souche « type » recensée (Avontuur et al., 2019). Il 

est à noter que le nombre d’espèces de Bradyrhizobium définies, bien qu’en pleine expansion ces 

dernières années, demeure réduit et non représentatif de la diversité observée au sein de ce genre 

(Ormeño-Orrillo et al., 2019). Une analyse phylogénétique de 5678 gènes recA et de 3575 gènes glnII 

de Bradyrhizobium menée par Ormeño-Orrillo et ses collaborateurs (2019) a estimé que le nombre 

d’espèces de Bradyrhizobium dans la nature devrait s’approcher de 800. Ce nombre, obtenu 

seulement sur la diversité génétique de deux gènes, doit malgré tout être considéré avec précaution. 

Cependant, toutes les études actuellement menées sur la diversité génétique des Bradyrhizobium 

s’accordent sur le fait que le nombre d’espèces existantes est bien supérieur à celui recensé 

actuellement. La majorité des souches de Bradyrhizobium, dont le génome a été séquencé, a été 

isolée de nodules de légumineuses, en particulier du soja G. max. Cela a pour conséquence une 

disproportion du nombre de souches dans les différents super-groupes précédemment décrits et 

restreint également notre vision de la diversité génétique du genre (Figure 35).  



Figure 37. La nodulation de tige chez les Aeschynomene

A et B. Photographies de tiges nodulées de différentes espèces d’Aeschynomene du groupe II (A) et du

groupe III (B) (voir la partie 3.1.3). La forme et la profusion des nodules peuvent varier en fonction de

l’espèce (Photographies : JF Arrighi). C. Coupe transversale de nodule de tige d’A. sensitiva infecté par

Bradyrhizobium sp. ORS278. La couleur rouge du tissus infectieux des nodules correspond à

l’accumulation de leghémoglobine produit par la plante.
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 L’étude de Delgado-Baquerizo et de ses collaborateurs (2018), mettant en évidence 

l’abondance des Bradyhrizobium dans les sols du monde entier, soulève de nombreuses questions 

quant à leurs rôles écologiques. Cette découverte pourrait inciter la communauté scientifique à 

fournir plus d’efforts de recherche sur ce genre bactérien afin de mieux comprendre leurs impacts 

sur le fonctionnement des écosystèmes et les relations qu’ils entretiennent avec les autres bactéries 

dans la rhizosphère. En particulier, il serait important, à l’avenir, de séquencer un plus grand nombre 

de génomes de Bradyrhizobium isolés du sol et non principalement de nodules. 

3.1.2. Les Aeschynomene : des légumineuses à nodulation caulinaire 

 

 Les plantes du genre Aeschynomene font parties de la sous-famille des Papillionoideae et 

appartiennent au clade des Dalbergioïdes. Le genre Aeschynomene comprend entre 175 et 180 

espèces d’arbustes ou de plantes herbacées vivaces ou annuelles mais il est estimé que le nombre 

d’espèces pourrait dépasser les 250 (Klitgaard et Lavin, 2005) (Figure 36). On y trouve également des 

plantes semi-aquatiques se développant dans des marais, le long des cours d’eau ou des rizières 

(Lavin et al., 2001; Arrighi et al., 2013). Les plantes du genre Aeschynomene établissent des 

endosymbioses nodulaires exclusivement avec les bactéries du genre Bradyrhizobium.  

 L’intérêt initialement porté aux Aeschynomene concernait la capacité de certaines espèces 

semi-aquatiques à former des nodules sur la tige, en plus des nodules racinaires. Cette 

caractéristique est rare chez les légumineuses et a été pour la première fois rapportée en 1928 chez 

Aeschynomene apsera L. par Hagerup. La formation de nodules de tige ne concerne pas que les 

Aeschynomene, elle a également été observée chez quelques rares autres espèces de légumineuses 

semi-aquatiques, chez des Papillionoideae appartenant au genre Discolobium, et Sesbania, et chez 

une Mimosoideae du genre Neptunia (Boivin et al., 1997; Allen et Allen, 1981). C’est au sein du genre 

Aeschynomene que cette caractéristique est la plus répandue, avec à ce jour 25 espèces rapportées 

comme étant capables de former des nodules de tige (Brottier et al., 2018). Il a été observé chez 

certaines espèces (A. afraspera et A. nilotica) que cette nodulation caulinaire peut être profuse, 

conférant à ces plantes une capacité de fixation d’azote exceptionnelle (Figure 37) (Dreyfus et 

Dommergues, 1981; Alazard & Becker, 1987). Ainsi, la quantité d’azote atmosphérique fixée par 

certaines Aeschynomene peut atteindre 100 kg.ha-1 (Alazard & Becker, 1987). Les Aeschynomene à 

nodules de tige ont été ainsi proposées par plusieurs ONG pour être utilisées en tant qu’engrais vert, 

notamment pour la culture du riz, où elles permettraient de fournir entre 25% et 35% de l’azote 

nécessaire à la culture (Alazard & Becker, 1987). 

 



Figure 38. Les groupes d’inoculations croisées entre Bradyrhizobium et Aeschynomene

Les Bradyrhizobium non-photosynthétiques, telles que les souches USDA110, DOA9 ou ORS3257, peuvent

former des nodules sur certaines espèces d’Aeschynomene des groupes I et II. Seules les Aeschynomene à

nodules de tige du groupe II et III peuvent être nodulées par des Bradyrhizobium photosynthétiques.

Certaines souches de Bradyrhizobium photosynthétiques ont un spectre d’hôte restreint aux

Aeschynomene du groupe III, telles que S58, ORS278 ou BTAi1, alors que d’autres ont un spectre plus

large qui peut s’étendre aux Aeschynomene du groupe II, c’est le cas de la souche ORS285. (*) A. uniflora

représente une exception dans le groupe I puisqu’elle peut former des nodules de tige.
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3.1.3. Les groupes d’inoculations croisées  

 

 L’étude du spectre d’hôtes des Bradyrhizobium isolés de nodules de racines et de tiges 

d’Aeschynomene a permis à Didier Alazard de définir trois groupes d’inoculations croisées (Alazard, 

1985). Chacun de ces groupes correspond à un ensemble d’espèces d’Aeschynomene pouvant être 

nodulées par les mêmes souches de Bradyrhizobium (Figure 38). 

 Le premier groupe rassemble des espèces d’Aeschynomene à nodulation exclusivement 

racinaires et nodulées naturellement par des Bradyrhizobium non-photosynthétiques à large spectre 

d’hôtes. Ces mêmes souches ne sont pas restreintes à noduler Aeschynomene et peuvent présenter 

un spectre d’hôtes s’étendant à d’autres espèces de légumineuses. Pour exemple, on retrouve dans 

ce groupe Aeschynomene americana, pouvant être nodulée par la souche modèle B. diazoefficiens 

USDA110 dont l’hôte naturel est le soja G. max (Chaintreuil et al., 2013). 

 Le troisième groupe d’Aeschynomene rassemble des espèces à nodulation de tiges et de 

racines ne pouvant être nodulées qu’avec certaines souches de Bradyrhizobium photosynthétiques, 

telles que ORS278 et BTAi1. A l’inverse du groupe I, les souches nodulant les Aeschynomene du 

groupe III ont un spectre d’hôtes très étroit et ne peuvent interagir qu’avec des espèces de ce même 

groupe. Le groupe III contient notamment les deux espèces modèles A. evenia et A. indica. 

 Le second groupe rassemble également des espèces d’Aeschynomene à nodules de tiges et 

de racines, dont A. afraspera. Ces espèces présentent un spectre d’hôtes plus large que celles du 

groupe III et peuvent être nodulées par des souches de Bradyrhizobium photosynthétiques, telle que 

la souche ORS285, ou par des Bradyrhizobium non-photosynthétiques nodulant des espèces du 

groupe I, telle que USDA110 (Chaintreuil et al., 2013). Il est à noter que les Bradyrhizobium 

photosynthétiques isolées des espèces de ce groupe sont également capables de noduler les 

Aeschynomene du groupe III contrairement aux souches non-photosynthétiques. Il existe ainsi une 

corrélation très forte entre le caractère photosynthétique retrouvé chez certaines souches de 

Bradyrhizobium et leur capacité à noduler les Aeschynomene du groupe III.  

  Il a pu être montré en 2000, par Eric Giraud et ses collaborateurs que le caractère 

photosynthétique de certaines souches de Bradryrhizobium est requis pour l’établissement d’une 

nodulation caulinaire efficiente sur A. sensitiva. En effet, la mutation du photosystème d’ORS278 

(mutations de certains gènes puf) entraine une réduction importante de la nodulation caulinaire, 

ainsi que de la croissance des plantes sans pour autant affecter la nodulation racinaire. Il est supposé 

que la photosynthèse confère un avantage sélectif à la bactérie en condition de vie libre, où les 

ressources en carbone sont limitées, mais également en condition de vie symbiotique où l’énergie 

nécessaire à l’activité de fixation d’azote peut être apportée par l’activité photosynthétique de la 



Figure 39. Au moins deux processus symbiotiques existent chez les légumineuses du genre

Aeschynomene

A. afraspera ne peut être nodulée que via un processus dépendant des FNs par des souches de

Bradyrhizobium qui produisent des FNs, telle qu’ORS285. Un mutant ∆nod perd sa capacité à

noduler cette espèce. A. sensitiva, qui appartient au groupe d’inoculation III, est nodulée via un

processus indépendant des FNs par des Bradyrhizobium photosynthétiques présentant (ORS285)

ou pas (ORS278) des gènes nod. La mutation des gènes nod chez la souche ORS285 n’a aucun

impact sur la capacité de cette souche à noduler cette espèce.

(Adapté de Giraud et al., 2007)

A. afraspera

ni ORS278 ORS285 285∆nod

A. sensitiva

ni ORS278 ORS285 285∆nod

Nodulation  FN-dépendante Nodulation  FN-indépendante



Introduction 

 

45 
 

bactérie dans les nodules de tiges limitant ainsi la contribution de la plante dans ce processus (Giraud 

et al., 2000). 

 

3.2. Le mécanisme symbiotique FN-indépendant entre les Bradyrhizobium 

photosynthétiques et les Aeschynomene du groupe III 

3.2.1. La découverte du premier mécanisme symbiotique FN-indépendante 

 

 Pendant longtemps, les études menées sur tous les rhizobiums nodulant avaient conduit à 

l’identification systématique des gènes nodABC nécessaires à la synthèse du squelette carboné des 

facteurs Nods (FNs). Considérant le rôle essentiel des FNs dans l’induction de la nodulation (voir la 

partie 1.3), cela avait conduit au dogme selon lequel les interactions endosymbiotiques nodulaires 

entre les rhizobiums et les légumineuses ne pouvaient être initiées que par la production de FNs par 

la bactérie et leur reconnaissance par des récepteurs de la plante.  

 Les premiers travaux sur l’identification des gènes nod chez certaines souches de 

Bradyrhizobium photosynthétiques remontent à 2001 où Chaintreuil et ses collaborateurs 

caractérisent le gène nodA de la souche ORS285, qui nodule les Aeschynomene des groupes II et III. 

Dans la même publication, les auteurs soulignent le fait que malgré l’utilisation de nombreux couples 

d’amorces différents, aucun n’a permis l’amplification des gènes de nodulation nodABC chez les 

Bradyrhizobium photosynthétiques nodulant exclusivement les Aeschynomene du groupe III. En 

2007, le séquençage du génome de deux de ces souches (ORS278 et BTAi1) révèle finalement 

qu’elles ne possèdent tout simplement pas les gènes nodABC nécessaires à la synthèse des FNs 

(Giraud et al., 2007). Malgré l’absence de ces gènes de nodulation, ORS278 et BTAi1 induisent la 

formation de nodules de tiges et de racines parfaitement fonctionnels sur les espèces 

d’Aeschynomene du groupe III (notamment A. sensitiva, A. evenia et A. indica) (Figure 39). Cette 

découverte fut le premier exemple de l’existence d’un mécanisme symbiotique FN-indépendant.  

 Il est important de noter que l’absence des gènes de nodulation nod chez les Bradyrhizobium 

photosynthétiques n’est pas systématique, comme illustré précédemment avec la souche ORS285 

(Chaintreuil et al., 2001). Cette souche possède un spectre d’hôtes plus large, regroupant les espèces 

d’Aeschynomene à nodules de tiges du groupe II et du groupe III. La mutation du gène nodB de 

ORS285 lui fait perdre la capacité à noduler les Aeschynomene du groupe II mais n’altère pas la 

nodulation sur celles du groupe III (Giraud et al., 2007). Ainsi, ces observations suggèrent qu’au 

moins deux processus symbiotiques co-existent dans le genre Aeschynomene : (I) un processus 

classique utilisant la reconnaissance des FNs, utilisé par les Aeschynomene du groupe I et II; (II) un 

processus FN-indépendant exclusivement utilisé par les Aeschynomene du groupe III. 



Figure 40. Observations des couronnes de poils axillaires et de leurs colonisations par ORS285 chez A.

indica

A. Les couronnes de poils axillaires, en orange, se développent à l’aisselle des racines latérales. B. et C.

L’inoculation d’une souche d’ORS285 marquée à la GFP montre que les couronnes de poils d’A. indica

sont massivement colonisées par la bactérie. Les cracks de l’épiderme formés à l’émergence de la racine

latérale constituent le point d’entrée de la plante pour la bactérie. (Adapté de Bonaldi et al., 2011)

A B C
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3.2.2. Organogenèse et infection des nodules racinaires chez les Aeschynomene 

 

 La symbiose entre les Bradyrhizobium et les Aeschynomene conduit à la formation de 

nodules racinaires ayant des caractéristiques particulières qui en font le troisième type nodulaire 

décrit chez les légumineuses, on parle de nodules de type aeschynomenoïde. Ces nodules ont une 

croissance déterminée et sont initiés à l’aisselle d’une racine latérale (Lavin et al., 2001). Il est à noter 

que ce type de nodule est retrouvé chez d’autres plantes nodulantes du clade des Dalbergioïdes, 

dont les plantes du genre Arachis.  

 Les processus d’infection et d’organogénèse des nodules chez les Aeschynomene ont 

principalement été décrits pour la nodulation de racines chez les deux espèces A. afraspera (à 

nodulation FN-dépendante) et A. indica (à nodulation FN-indépendant) grâce à l’utilisation de la 

souche ORS285 marquée avec la GFP (pour « green fluorescent protein »). Quel que soit le processus 

symbiotique utilisé, la formation des nodules est rapide et ne nécessite que 5 à 6 jours depuis 

l’inoculation jusqu’à la formation d’un nodule fonctionnel. Le paragraphe suivant apporte un résumé 

de ces mécanismes, décrits en détails dans la publication de Bonaldi et ses collaborateurs (2011). 

Bien que le processus diffère par la nécessité ou pas d’une signalisation initiée par les FNs, les 

processus d’infection et d’organogénèse nodulaire chez A. afraspera et A. indica demeurent très 

similaires. Il existe néanmoins beaucoup de variations par rapport au processus précédemment 

décrit chez les légumineuses modèles (voir la partie 1.2). 

 Tout d’abord, le processus d’infection chez les Aeschynomene ne passe pas par la formation 

d’un cordon au niveau des poils absorbants mais par une colonisation des poils axillaires disposés en 

couronne autour des racines latérales. Cette couronne joue probablement un rôle d’attraction et elle 

est d’ailleurs massivement colonisée en surface par la bactérie chez A. indica (Figure 40). L’infection 

passe par une progression des bactéries dans les espaces intercellulaires entre les poils axillaires 

jusqu’à la zone de fissure ou « crack» formée par l’émergence de la racine latérale. Ce mécanisme 

d’infection initié intercellulairement, dit par « crack entry », est estimé être partagé par près de 25% 

des légumineuses tropicales dont l’arachide (Sprent, 1989; Boogerd et Van Rossum, 1997). Une fois 

dans la zone corticale sub-épidermale, l’internalisation des bactéries dans les cellules se fait par une 

invagination locale de la paroi végétale selon un processus similaire à une endocytose. De manière 

intéressante, la première cellule infectée montre tous les signes d’une mort cellulaire comparable à 

une réaction hypersensible (HR). Sous la pression de turgescence exercée par les cellules voisines, 

cette dernière se collapse et forme des diverticules qui transportent les bactéries plus profondément 

dans le cortex. Une seconde invagination permet l’entrée des bactéries dans les cellules voisines, 

lesquelles commencent alors leurs divisions successives. Ces cellules sont à l’origine de toutes les 

cellules du tissu infectieux du futur nodule, on parle alors de cellules fondatrices. Les nodules de type 



Figure 41. Comparaison du processus d’infection et d’organogénèse nodulaire chez A. afraspera (A à D)

et chez A. indica (E à H) en interaction avec ORS285

A et E. L’infection d’A. afraspera débute par une progression des bactéries dans l’espace intercellulaire

depuis une zone de « crack » formée à l’émergence des racines latérales (A). Chez A. indica, la

colonisation de la couronne de poils est la première étape avant l’infection intercellulaire (E). B et F.

L’infection des premières cellules est concomitante avec la reprise des divisions cellulaires dans le cortex

interne chez A. afraspera (B) et externe chez A. indica (F). Chez A. afraspera, le cortex externe est

colonisé par des bactéries contenues dans des tubulures formées à l’intérieur de cellules géantes (en

vertes) (B). C, D, G, et H. Les nodules racinaires induits sont de type aeschynomenoïde et à la différence

d’A. indica (G et H), les nodules d’A afraspera possèdent une excroissance (en verte) contenant des

bactéries indifférenciées dans les tubulures (C et D). Le processus de différenciation conduit à la

formation de bactéroïdes sphériques chez A. indica (G) et allongés chez A. afraspera (C). racine principale;

lr, racine latérale; c, crack; ah, poil racinaire; p, primordium; fc, cellules fondatrices; gc, cellules géantes;

o, excroissance nodulaire; itl, tubulures similaires aux cordons d’infection; v, vascularisation; ciz, zone

centrale infectée; les cellules épidermiques sont en gris et corticales en blanc.

(Adapté de Bonaldi et al., 2011)
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aeschynomenoïde sont sphériques et à croissance déterminée et puisque le tissu infectieux dérive 

d’une ou de quelques cellules précédemment infectées par la bactérie, la quasi-totalité des cellules 

du tissu central du nodule est infectée (Figure 41) (Bonaldi et al., 2011). Les processus d’infection et 

d’organogénèse nodulaire chez les Aeschynomene apparaissent ainsi beaucoup moins complexes que 

ceux décrits chez les légumineuses modèles car ils n’impliquent pas la formation d’un cordon 

d’infection et le nodule peut résulter de la division successive d’une seule cellule corticale 

initialement infectée.  

 Il est à noter que des différences subtiles dans le processus d’infection ont été relevées entre 

A. indica et A. afraspera (Bonaldi et al. 2011). Chez A. indica, comme chez toutes les Aeschynomene 

du groupe III observées (E Giraud, communication personnelle), les poils axillaires entourant 

l’émergence des racines secondaires sont petits et profus alors qu’ils sont beaucoup plus longs et 

épars dans le cas d’A. afraspera. Ces poils axillaires sont recouverts d’un mucilage épais chez les 

Aeschynomene du groupe III et semblent jouer un rôle chimio-attractant ou stimulateur de la 

croissance bactérienne, on observe ainsi à leur niveau une forte population microbienne qui n’est 

pas retrouvée dans le cas d’A. afraspera. Une deuxième différence se situe au niveau de la première 

cellule infectée qui se trouve dans le cortex externe chez A. indica alors qu’elle est située plus 

profondément chez A. afraspera. Une autre différence entre les deux plantes est la présence d’un 

tissu infecté supplémentaire formant une excroissance à la surface de la majorité des nodules chez A. 

afraspera (Figure 41). A l’intérieur de ce tissu, les cellules végétales sont de très grande taille et les 

bactéries sont emprisonnées au sein de tubulures qui ressemblent à un cordon d’infection, mais qui 

ne dépassent pas les limites de la cellule. Ce tissu se forme au cours de la progression des bactéries 

dans l’espace intercellulaire et son rôle est encore incertain. Des analyses cytologiques ont montré 

qu’à la différence des bactéries contenues dans les cellules du tissu infectieux central, les bactéries 

des tubulures ne sont pas différenciées en bactéroïde et ont le même aspect que les bactéries en vie 

libre (Bonaldi et al., 2011). Comme certains rhizobiums sont connus pour perdre leur viabilité après 

l’étape de différenciation (Gresshoff et al., 1977; McRae et al., 1989), ce tissu pourrait constituer un 

réservoir de bactéries viables capables de réinfecter la plante après senescence des nodules (Bonaldi 

et al., 2011). En 2016, une étude menée sur le système de sécrétion de type III de la souche ORS285 a 

montré que l’induction de ce tissu dépend probablement de la sécrétion d’effecteurs de type III 

(Okazaki et al., 2016, Annexe 1). 

3.2.3. La différenciation en bactéroïde chez les Aeschynomene 

 

 Tout comme chez les légumineuses du clade des IRLC, auquel appartient Medicago 

truncatula, l’infection des bactéries dans les nodules d’Aeschynomene est suivie d’une étape de 



Figure 42. La morphologie des bactéroïdes d’ORS285 varie en fonction de la plante hôte

Les observations au microscope confocal (au centre) et au microscope électronique à transmission (à

droite) des cellules du tissu infectieux des nodules permettent de distinguer deux morphologies

différentes de bactéroïdes de la souche marquée ORS285-GFP. Chez A. afraspera, les bactéroïdes sont de

type E allongés (A) alors qu’ils sont de type S sphériques chez A. indica (B).

(Adapté de Bonaldi et al., 2011)
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différenciation terminale en bactéroïde. A l’exception de bactéries contenues dans les tubulures de 

l’excroissance des nodules d’A. afraspera, les bactéries dans les cellules du tissus infectieux subissent 

toutes une différenciation terminale. En fonction de la plante hôte, les bactéroïdes présentent 

différentes morphologies (Bonaldi et al., 2011). Chez les Aeschynomene des groupes I et II, à 

nodulation FN-dépendante comme A. americana et A. afraspera, les bactéroïdes sont de type E (pour 

« elongated », allongés) et montrent un niveau d’endoréplication pouvant aller jusqu’à 7C, c.-à-d 

sept copies du chromosome bactérien (Czernic et al., 2015). Chez les espèces du groupe III, à 

nodulation FN-indépendante telles que A. indica et A. evenia, les bactéroïdes sont de type S (pour 

« spherical », arrondis) et leur niveau d’endoréplication est plus important, jusqu’à 16C (Figure 42). 

Une étude récente comparant l’efficience de la fixation d’azote de ces deux types de bactéroïdes 

observés chez différentes espèces d’Aeschynomene suggère que les bactéroïdes de type S ont une 

performance symbiotique supérieure à celle des bactéroïdes de type E (Lamouche et al., 2018).  

 De la même manière que chez M. truncatula, la différenciation en bactéroïde de type E et S 

chez les Aeschynomene est dépendante de la synthèse de peptides antimicrobiens ressemblant aux 

NCRs des IRLC. Une caractérisation des NCRs-like produits par les Aeschynomene a montré qu’ils sont 

majoritairement anioniques et phylogénétiquement distincts de ceux retrouvés chez Medicago, ce 

qui suggère une convergence évolutive des mécanismes de différenciation chez les légumineuses 

appartenant aux clades IRLC et des Dalbergioïdes (Czernic et al., 2015). L’implication des NCRs-like 

dans la différenciation en bactéroïde chez les Aeschynomene a été testée par mutation du gène DNF1 

par RNAi (ARN-interférence). Ce gène assure la synthèse d’une enzyme impliquée dans le clivage du 

peptide signal des NCRs. Ce clivage est indispensable pour assurer l’adressage des NCRs à la 

membrane du symbiosome. Les bactéroïdes formés dans les nodules des lignées RNAi-dnf1 chez A. 

evenia présentent un défaut de différenciation morphologique (Czernic et al., 2015). 

 Du coté bactérien, des analyses in silico menées sur ORS285 et ORS278 ont permis 

l’identification du gène bclA (pour « bacA-like »), présentant une homologie faible avec bacA des 

Ensifer qui est impliqué dans la différenciation en bactéroïde chez Medicago (voir la partie 1.2.3). 

Comme bacA, le gène bclA code pour un transporteur ABC dont la mutation chez ORS285 et ORS278 

perturbe l’étape de différenciation en bactéroïde chez A. evenia (Guefrachi et al., 2015). De plus, bclA 

peut complémenter le rôle de son homologue bacA chez une souche E. meliloti mutée. Comme pour 

les NCRs entre Aeschynomene et Medicago, l’homologie faible qui existe entre bacA et bclA laisse 

supposer que leur fonction résulte également d’une convergence évolutive plutôt que de 

l’acquisition d’un caractère ancestral (Guefrachi et al., 2015). 

 L’ensemble de ces résultats permet de confirmer que les mécanismes de différenciation en 

bactéroïde chez les Aeschynomene sont comparables à ceux déjà décrits chez les légumineuses du 

clade IRLC.  



A B

C D

Figure 43. Structure et rôles des hopanoïdes de BTAi1 en interaction avec A. evenia

A. Chez les Bradyrhizobium, les molécules d’hopanoïdes (en bleu) sont liées de manière covalente aux

très longues chaînes d’acides gras (VLCFA, en rouge) du lipide A. On parle de molécules HoLA (pour

« hopanoïd-lipidA »). Le lipide A est constitué d’un résidu d’acide galacturonique (en jaune) et d’un

squelette polysaccharidique de 2,3-diaminoglucose (en violet) et de α-(1, 6)-mannose (en orange). B. La

présence de molécules d’hopanoïdes liées aux VLCFAs confère aux membranes des Bradyrhizobium une

grande rigidité. Les VLCFAs peuvent traverser les deux feuillets membranaires, augmentant ainsi leur

stabilité. C et D. Un mutant BTAi1∆shc, affecté dans la voie de biosynthèse des hopanoïdes, est

sévèrement affecté en condition de vie libre et symbiotique. Les observations au microscope électronique

à transmission montrent une perte de l’intégrité membranaire du mutant BTAi1∆shc (D) caractérisée par

une séparation des deux membranes de l’enveloppe bactérienne qui n’est pas observée chez la souche

sauvage (C).

(Adapté de Silipo et al., 2014 et Belin et al., 2018)



Introduction 

 

49 
 

3.2.4. Adaptation des Bradyrhizobium à la vie libre et symbiotique : la composition de 

l’enveloppe bactérienne joue un rôle essentiel dans la résistance aux stress biotiques et 

abiotiques 

 

 L’espace péribactéroïdien, entre la membrane du symbiosome et l’enveloppe du bactéroïde, 

est un environnement drastiquement différent de celui rencontré par la bactérie en condition de vie 

libre. La bactérie doit faire face à des conditions environnementales particulièrement agressives, 

souvent nécessaire pour une fixation d’azote efficiente, comme un pH acide qui permet de fournir 

des protons pour l’activité nitrogénase (Pierre et al., 2013). D’autres stress résultent d’un contrôle de 

la bactérie par la plante hôte, comme la sécrétion de peptides antimicrobiens NCRs utilisés pour la 

différenciation en bactéroïde (Kondorosi et al., 2013). L’espace péribactéroïdien contient également 

de nombreuses enzymes lytiques, normalement retrouvées dans les vacuoles des cellules végétales 

(Coba de la Pena et al., 2018). L’enveloppe membranaire de la bactérie constitue la première barrière 

pour faire face à ces stress biotiques. Elle joue un rôle essentiel dans le processus d’adaptation à la 

vie symbiotique.  

 L’enveloppe membranaire des Bradyrhizobium présente de nombreuses particularités qui 

contribuent à l’adaptation de la bactérie à la vie dans les nodules. Tout d’abord, et à la différence de 

la majorité des autres rhizobiums, des molécules d’hopanoïdes sont retrouvées au sein des 

membranes de l’ensemble des souches de Bradyrhizobium. Certaines, de façon inédite, sont liées à 

l’une des très longues chaînes d’acides gras (VLCFA) présente sur le lipide A du LPS de ces bactéries 

(Kannenberg et al., 1996) (Figure 43). Les hopanoïdes ont la même fonction que le cholestérol chez 

les cellules eucaryotes et forment une classe de lipides membranaires qui jouent un rôle important 

dans la rigidité et la stabilité des membranes (Belin et al., 2018). La mutation d’un gène clé (shc), 

impliqué dans la synthèse des hopanoïdes chez la souche BTAi1 (BTAi1∆shc), ne perturbe pas 

l’induction nodulaire sur A. evenia mais altère sévèrement l’intégrité de la bactérie dans les 

symbiosomes des nodules qui sénescent alors prématurément (Silipo et al., 2014). L’observation des 

bactéroïdes du mutant BTAi1∆shc au microscope électronique à transmission met en évidence une 

perte d’intégrité de l’enveloppe bactérienne parfois associée à une rupture de la membrane 

bactéroïdienne (Silipo et al., 2014 ) (Figure 43). De plus, des tests de résistances à différents stress 

abiotiques (H2O2, NaCl et SDS) ont montré que le mutant BTAi1∆shc est plus sensible que la souche 

sauvage. Ces observations démontrent que les hopanoïdes jouent un rôle essentiel dans la résistance 

aux stress biotiques et abiotiques et contribuent au maintien d’une infection chronique des 

Bradyrhizobium au sein des nodules. Il est ainsi proposé que les hopanoïdes constituent un élément 

clé du succès écologique des Bradyrhizobium (Belin et al., 2018). 
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 Des conclusions similaires ont été énoncées quant aux rôles des VLCFAs et des 

peptidoglycanes de l’enveloppe membranaire chez ORS278. En effet, l’étude des propriétés 

symbiotiques d’un mutant affecté dans le greffage de l’une des deux VLCFAs sur le lipide A des LPS 

montre une altération du maintien des bactéroïdes dans les nodules d’A. evenia et d’A. indica (Busset 

et al., 2017). De la même manière, la mutation d’une enzyme de modification des peptidoglycanes, 

une DD-carboxypeptidase, conduit à la formation de bactéroïdes hypertrophiés et à l’induction de 

nodules nécrotiques (Gully et al., 2016).  

 Tout comme les hopanoïdes, les VLCFAs et les peptidoglycanes jouent un rôle important dans 

le maintien de l’intégrité des membranes bactériennes en vie libre mais également en vie 

symbiotique. 

  

3.3. Les bases moléculaires de l’interaction entre les Bradyrhizobium 

photosynthétiques et les Aeschynomene : à la recherche du signal « non-Nod »  

3.3.1. La production de cytokinines par la bactérie contribue à l’organogenèse nodulaire 

 

 La découverte du processus symbiotique FN-indépendant chez les Aeschynomene a soulevé 

de nombreuses questions quant à la nature du signal bactérien permettant son déclenchement. 

Rapidement après la découverte de ce nouveau mécanisme symbiotique, l’équipe MSLT du LSTM 

s’est lancée à la recherche des gènes bactériens impliqués dans la synthèse de ce signal dit « non-

Nod », considérant l’absence de gènes nod canoniques chez ces bactéries. Pour cela, une approche 

sans a priori a été utilisée et une banque de mutants Tn5 aléatoires de la souche ORS278 a été 

criblée sur A. sensitiva et A. indica (Giraud et al., 2007; Bonaldi et al., 2010). Au total, ce sont plus de 

25 000 mutants qui ont été testés sur plante et près de 300 d’entre eux ont montré un phénotype 

allant d’une altération sévère du développement nodulaire (mutants Ndv-) à une déficience de 

l’activité fixatrice d’azote des nodules (mutants Fix-) (Giraud et al. 2007; Bonaldi et al., 2010). 

Cependant, ce criblage n’a pas permis l’identification d’un mutant Nod- strict comparable à la 

mutation des gènes nod chez les autres rhizobiums et pour expliquer cela, plusieurs hypothèses ont 

été proposées : (I) l’existence d’une redondance fonctionnelle du ou des gènes impliqués dans la 

synthèse du signal « non-Nod » ou encore l’existence de multiples signaux redondants « non-Nod »; 

(II) la possibilité que les gènes impliqués dans la production du signal « non-Nod » sont 

indispensables à la survie de la bactérie ou bien; (III) que la mutagénèse n’a pas été saturante et que 

les gènes essentiels à la synthèse du signal « non-Nod » n’ont tout simplement pas été mutés 

(Bonaldi et al., 2010). 



Figure 44. La synthèse de cytokinines par ORS285 contribue à l’interaction symbiotique avec A. indica

A. L’application de différentes molécules de cytokinines est suffisante pour induire des pseudo-nodules

chez A. indica. tZ, trans-zeatin; tZR, trans-zeatin riboside; iPR, N6-isopentenyladenine riboside; 2MeSiP, 2-

methylthiol N6-isopentenyladenine; 2MeStZ, 2-methylthiol trans-zeatin. B. La mutation du gène miaA

(∆miaA) chez ORS285 perturbe la croissance des nodules. Ce phénotype peut être complémenté après

l’ajout exogène de cytokinines (tzs).

(Adapté de Podlešáková et al., 2013)
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 Malgré tout, l’analyse des mutants Ndv- a montré que 50% d’entre eux étaient affectés dans 

la voie de biosynthèse des purines (Giraud et al., 2007; Bonaldi et al., 2010), dont l’adénosine 

monophosphate (AMP) est un précurseur de la synthèse des cytokinines, une des hormones 

impliquées dans le développement des plantes. Considérant que l’ajout exogène de cytokinines est 

suffisant pour déclencher l’induction de pseudonodules chez certaines légumineuses (voir la partie 

1.3.5), il a rapidement été proposé que la sécrétion de cytokinines par les Bradyrhizobium 

photosynthétiques puisse constituer un signal clé pour l’induction des nodules chez les 

Aeschynomene du groupe III. Partant de cette hypothèse, il a été démontré que la souche ORS285 

produit et secrète un large spectre de cytokinines suffisantes, en l’absence de la bactérie, pour 

induire des pseudonodules sur les racines A. indica précisément au point d’émergence des racines 

secondaires, là où la nodulation se met normalement en place (Podlešáková et al., 2013) (Figure 44). 

Chez ORS285, la synthèse de cytokinines passe majoritairement par la dégradation des ARNs de 

transferts (ARNt) modifiés par ajout d’un groupement isopentenyl- par l’enzyme MiaA (une ARNt 

isopentenyl-transferase). La mutation du gène miaA chez ORS285 réduit drastiquement la synthèse 

de cytokines. Cependant, l’inoculation de la souche mutante ORS285∆miaA provoque seulement un 

léger retard de nodulation et l’induction de nodules plus petits (Podlešáková et al., 2013) (Figure 44). 

Ces analyses démontrent que les cytokines produites par les Bradyrhizobium photosynthétiques 

contribuent positivement au développement nodulaire mais ne représentent pas la molécule clé à 

l’origine du signal « non-Nod ». Aujourd’hui et malgré le développement de nombreuses approches 

moléculaires, le(s) molécule(s) signal(s) « non-Nod » synthétisées par les Bradyrhizobium 

photosynthétiques demeurent toujours inconnues.  

3.3.2. Le processus symbiotique FN-indépendant recrute la voie symbiotique commune 

 

 L’étude du processus symbiotique FN-indépendant a principalement été menée sur l’espèce 

A evenia. La taille raisonnable de son génome (environ 380 Mpb), ainsi que son caractère diploïde 

homozygote en fait un modèle idéal pour mener des analyses génétiques (Arrighi et al., 2012; 

Chaintreuil et al., 2016). Considérant l’importance et la conservation de la voie symbiotique 

commune (la CSSP) dans les processus de nodulation FN-dépendant et de mycorhization, il a 

rapidement été suggéré que les Aeschynomene utilisent également la CSSP pour l’induction de 

nodules indépendamment des FNs (Fabre et al., 2015). Pour tester cette hypothèse, une analyse 

fonctionnelle des orthologues de trois gènes clés de la CSSP a été réalisée chez A. evenia. Par des 

approches de RNAi, les expressions des gènes AeSYMRK, AeCCaMK et AeLHK1 ont été éteintes ou 

drastiquement réduites et l’inoculation de ces lignées RNAi avec la souche ORS278 montre une 



Figure 45. Représentation schématique de la cascade de gènes symbiotiques identifiés chez M.

truncatula / L. japonicus et conservés chez A. evenia

Les gènes conservés dont des transcripts ont été détectés chez A. evenia sont en noirs et ceux dont aucun

transcrit n’a été détecté sont en gris. La régulation transcriptomique des gènes durant le processus

symbiotique chez A. evenia est indiquée par des cercles : blancs pour une expression constitutive, et

rouges pour une surexpression.

(Gully et al., 2018)
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réduction significative du nombre de nodules induits. Ces résultats ont permis de confirmer le 

recrutement de la CSSP dans le déclenchement de la nodulation FN-indépendant (Fabre et al., 2015).  

 Récemment, des analyses transcriptomiques d’A. evenia en réponse à l’inoculation d’ORS278 

ont été réalisées à différents pas de temps après inoculation. Ces analyses ont permis l’identification 

d’orthologues pour 39 gènes symbiotiques identifiés chez les deux légumineuses modèles M. 

truncatula et L. japonicus (Gully et al., 2018). Parmi eux, 8 gènes sont surexprimés durant le 

processus symbiotique chez A. evenia (Figure 45). De plus, et comme chez les légumineuses modèles, 

de nombreux gènes impliqués dans le déclenchement des mécanismes immunitaires sont réprimés 

dans les premières étapes de l’interaction chez A. evenia. A l’inverse, plus de 80 gènes codant pour 

des peptides NCRs-like sont surexprimés dans les étapes tardives du processus symbiotique (Gully et 

al., 2018). Ces analyses transcriptomiques ont également mis en évidence que 13 gènes clés de la 

symbiose conventionnelle FN-dépendante ne sont pas retrouvés exprimés (Figure 45). De manière 

cohérente, 9 de ces 13 gènes (NFR1, LYS2, LYS12, EPR3, MtFLOT2, MtFLOT4, MtMMPL1, MtRPG, 

MtANN1) sont impliqués dans des étapes qui n’ont pas lieu dans le modèle Bradyrhizobium / 

Aeschynomene, à savoir la reconnaissance des FNs et la formation et l’élongation du cordon 

d’infection (Gully et al., 2018). Le séquençage du génome d’A. evenia (en cours de publication) a, par 

ailleurs, montré que sur les 13 gènes qui n’ont pas été retrouvés exprimés, 9 sont tout simplement 

absents du génome d’A. evenia (MtFLOT2, MtFLOT4 ; MtRPG, MtANN1, EPR3, MtDNF2, MtSYMCRK ; 

SUNERGOS1, VAG1 ) (JF Arrighi, communication personnelle). 

 Considérant l’absence des gènes nodABC chez ORS278, on peut supposer que les étapes en 

amont de la CSSP chez A. evenia sont différentes de ce qui a été décrit chez les légumineuses 

modèles dans le cadre de la symbiose FN-dépendante. Le séquençage du génome d’A. evenia a mis 

en évidence la présence d’orthologues des deux récepteurs des FNs, NFR5 (MtNFP) et NFR1 (MtLYK3) 

(Gully et al., 2018; JF Arrighi, communication personnelle). Cependant, l’étude transcriptomique 

menée par Gully et ses collaborateurs (2018) a démontré que seul l’orthologue de NFR5 est exprimé 

chez la plante. Le fait qu’un orthologue de NFR1 soit retrouvé présent dans le génome, mais non 

exprimé, va bien dans le sens que la perception des FNs n’est pas impliquée dans la mise en place de 

ce processus symbiotique. Quant à l’expression observée de l’orthologue NFR5, cela semble 

également cohérent étant donné qu’un orthologue de ce récepteur chez Solanum lycopersicum 

(SlLYK10) est impliqué dans le processus de mycorhization et que les Aeschynomene sont également 

capables d’être mycorhizées (Buendia et al., 2016; F Cartieaux, communication personnelle).  

 L’ensemble de ces analyses a confirmé que le processus symbiotique FN-indépendant utilise 

la CSSP et de nombreux autres gènes connus pour être impliqués dans le processus symbiotique FN-

dépendant chez les légumineuses modèles. Elles ont également permis l’identification de gènes 

spécifiques d’A evenia induits dans les premières phases de la symbiose. Ces gènes sont aujourd’hui 
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en cours d’étude pour essayer de développer un bioassay qui pourrait être utilisé comme marqueur 

pour la recherche de la molécule signal « non-Nod » produite par la bactérie, à l’instar d’ENOD11 qui 

a été utilisé pour caractériser les facteurs Myc-LCOs (Maillet et al., 2011). 

3.3.3. Le développement d’une collection de mutants de nodulation : vers 

l’identification de nouveaux gènes symbiotiques chez A. evenia 

 

 Afin d’aller plus loin dans la dissection génétique des mécanismes symbiotiques mis en jeu au 

cours de la nodulation FN-indépendante, une approche de mutagénèse aléatoire par EMS (pour 

« ethyl methane sulfonate ») a été appliquée sur A. evenia. Ce type d’approche a été utilisée avec 

succès chez les légumineuses modèles M. truncatula, L. japonicus et G. max et a conduit à 

l’identification d’une grande partie des gènes de la CSSP ainsi que des récepteurs aux FNs 

(Szczyglowski et al., 1998; Catoira et al., 2000; Cooper et al., 2008; Tagdege et al., 2009). Ce projet, 

porté par Jean-François Arrighi et débuté à la fin de l’année 2014, a conduit au criblage en serre de 

67 000 plantes de génération M2 pour isoler des mutants EMS altérés dans la nodulation. Au final, 

260 mutants de nodulation ont été sélectionnés, répartis dans plusieurs grandes catégories 

phénotypiques : 51% sont Nod- (absence de nodule), 17% forment des petits nodules nécrotiques 

indiquant l’induction de réactions de défense, 28% sont Fix- (nodules non fixateurs) et les 4% 

restants sont Nod++ (phénotype hyper-nodulant) ou présentent des altérations du système racinaire. 

En parallèle à ce criblage, comme précédemment indiqué, le séquençage de novo en PacBio du 

génome d’A. evenia a été réalisé en collaboration avec C. Klopp, P. Leleu et L. Lamy sur la plateforme 

Bioinfo Génotoul de Toulouse. Ce génome de référence est utilisé pour déterminer la nature des 

gènes dont la mutation est responsable des phénotypes symbiotiques observés (JF Arrighi, 

communication personnelle).  

 Pour le moment, seuls les mutants Nod- sont en cours d’analyse et deux approches 

différentes ont été utilisées pour l’identification des gènes mutés : (I) une approche avec a priori par 

« Targeted Sequence Capture » qui permettra d’identifier les gènes connus et de distinguer ceux 

correspondant à des nouveaux gènes; (II) une approche sans a priori de re-séquençage dite de 

Mapping-by-Sequencing pour l’identification des SNPs responsables du phénotype observé. Ce travail 

est actuellement en cours dans l’équipe et entre dans le cadre du travail de thèse de Johan Quilbe (J 

Quilbe et JF Arrighi, communication personnelle). 

 Porté à terme, ce travail devrait permettre l’identification de nouveaux gènes symbiotiques 

et de progresser dans notre compréhension de la mise en place du mécanisme de nodulation FN-

indépendant entre les Bradyrhizobium photosynthétiques et les Aeschynomene du groupe III. 

 



Figure 46. Trois scénarios possibles de l’émergence de la symbiose FN-indépendante

Les couleurs bleu et rouge correspondent respectivement aux processus symbiotiques FN-indépendant et

FN-dépendant.

(Okubo et al., 2012)
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Figure 47. Modèle évolutif de la nodulation des légumineuses au cours du processus symbiotique

Il a été proposé par Madsen et ses collaborateurs (2010) que le processus d’infection intercellulaire

n’impliquant pas une signalisation FN-dépendante représenterait un mécanisme symbiotique ancestral.

Ce mécanisme serait conservé chez certaines légumineuses du genre Aeschynomene et masqué chez

certaines légumineuses (L. japonicus) qui utilisent la reconnaissance des FNs et l’initiation d’un cordon

d’infection pour la nodulation.

(Adapté de Madsen et al., 2010)
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3.3.4. Les différents scénarios évolutifs de la symbiose entre les Bradyrhizobium 

photosynthétiques et les Aeschynomene 

 

 Plusieurs scénarios évolutifs de l’apparition de la symbiose FN-indépendante chez les 

Aeschynomene ont été proposés (Figure 46). 

  Le premier scénario présente la symbiose FN-indépendante comme un processus de 

nodulation ancestral. Ce scénario se fonde initialement sur l’observation que les processus 

d’infection et d’organogénèse nodulaire chez les Aeschynomene semblent plus simples que ceux 

décrits chez les légumineuses modèles. La pertinence de ce scénario a été renforcée après la 

publication d’une étude menée par Madsen et ses collaborateurs (2010) sur des mutants du lotier. 

En effet, en utilisant un mutant gain-de-fonction de la CCaMK (snf1) formant des nodules spontanés 

sur le lotier, les auteurs ont montré que chez les doubles ou triples mutants snf1-nfr1, snf1-nfr5 et 

snf1-nfr1-nfr5, où les récepteurs des FNs sont mutés dans un fond génétique snf1, les nodules formés 

spontanément peuvent être infectés intracellulairement à de faibles fréquences par un mutant dans 

les gènes nod de Mesorhizobium loti (Madsen et al., 2010). Dans ce cas, aucun cordon d’infection, ni 

de courbure des poils absorbants, ne sont observés. De ce fait, l’infection des nodules par ce mutant 

nod bactérien passe par une voie intercellulaire de manière comparable aux Bradyrhizobium 

photosynthétiques sur Aeschynomene (Madsen et al., 2010; Bonaldi et al., 2011). Il a alors été 

proposé que le mécanisme symbiotique FN-indépendant, observé naturellement chez les 

Aeschynomene du groupe III, représenterait un processus symbiotique ancestral conservé chez 

certaines légumineuses, dont le lotier, mais masqué par l’acquisition d’un processus plus sophistiqué 

impliquant une signalisation FN-dépendante (Madsen et al., 2010; Bonaldi et al., 2011) (Figure 47). 

L’hypothèse est que la reconnaissance spécifique des FNs a offert une grande sécurité pour la plante 

puisqu’elle permet de sélectionner de manière plus spécifique les symbiotes avec lesquelles elle 

entre en interaction et ainsi d’éviter la colonisation des nodules par des bactéries opportunistes. 

 Le second scénario propose que le processus symbiotique FN-indépendant des 

Aeschynomene dérive de la voie FN-dépendante classique. En effet, les plantes du genre 

Aeschynomene utilisent majoritairement le processus FN-dépendant pour la nodulation et seules les 

Aeschynomene du groupe III, qui forment un groupe monophylétique, utilisent un processus FN-

indépendant (Chaintreuil et al., 2013). De plus, ces plantes ont un spectre d’hôtes bactériens 

restreint puisqu’elles entrent toutes en interaction symbiotique avec des souches de Bradyrhizobium 

qui appartiennent elles-mêmes à un même clade monophylétique (Miché et al., 2010). Cette 

spécificité suggère une co-évolution très forte entre les deux partenaires. L’hypothèse est que 

l’apparition du mécanisme FN-indépendant pourrait avoir une origine récente et représenterait une 

voie symbiotique alternative qui aurait dérivée de la voie FN-dépendante au cours de l’évolution. 



Figure 48. B. elkanii USDA61 est capable de noduler G.max cv. Enrei en l’absence de FNs

Capacité symbiotique de la souche USDA61 et ses mutants dérivés sur G. max cv Enrei (A et C) et sur son

mutant En1282 dans le récepteur des FNs NFR1 (B et D). La mutation chez USDA61 des gènes de

nodulation (BEnodC) n’abolit pas sa capacité de noduler le cultivar Enrei sauvage et son mutant En1282

(nfr1). Seules les mutations du système de sécrétion de type III de la bactérie (BErhcJ) ou de son

régulateur transcriptionel (BEttsI) empêche la formation de nodules sur le mutant de plante En1282

(nfr1).

(Adapté de Okazaki et al., 2013)
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Cette dérive pourrait être la conséquence d’une niche écologique particulière des Aeschynomene du 

groupe III, qui sont toutes semi-aquatiques. Les FNs sont des molécules diffusibles et ne représentent 

donc pas un signal moléculaire idéal dans un milieu aquatique. Les couples Aeschynomene du groupe 

III / Bradyrhizobium photosynthetiques se seraient alors adaptés, par modification des premières 

étapes de l’induction de la voie symbiotique, en développant un signal « non-Nod » plus adapté à 

l’environnement aquatique. Cette hypothèse est également appuyée par le fait qu’un orthologue de 

NFR1 (MtLYK3) est bien retrouvé dans le génome A. evenia même si celui-ci n’est pas exprimé (Gully 

et al., 2018; JF Arrighi, communication personnelle). 

 Enfin, le troisième scénario propose que l’ancêtre des Aeschynomene du groupe III était une 

légumineuse non-nodulante qui aurait acquis la capacité de nodulation indépendamment des autres 

légumineuses. 

 Ainsi, l’origine évolutive du processus symbiotique FN-indépendant est encore incertaine et 

soumise à débat. Jusqu’à présent, aucun scénario n’est réfutable. Cependant, comme décrit ci-

dessous, la découverte plus récente d’un nouveau processus symbiotique FN-indépendant chez une 

légumineuse, qui utilise classiquement un processus FN-dépendant (Glycine max) par des 

Bradyrhizobium non-photosynthétiques grâce à leur T3SS, apporte un nouvel éclairage évolutif et 

serait plus en faveur avec une origine ancestrale d’un processus symbiotique n’impliquant pas une 

signalisation FNs.  

 

3.4. Le piratage de la voie symbiotique par des Bradyrhizobium non-

photosynthétiques : le mécanisme symbiotique FN-indépendant T3SS-dépendant 

3.4.1. Découverte d’un nouveau processus symbiotique FN-indépendant chez le soja 

Glycine max  

 

 En 2013, l’étude du système de sécrétion de type III (T3SS) d’une souche de Bradyrhizobium 

non-photosynthétique, B. elkanii USDA61, a permis la découverte d’un second mécanisme 

symbiotique indépendant des FNs sur le soja Glycine max. La souche B. elkanii USDA61 est un 

symbiote naturellement efficient sur les deux cultivars G. max cv. Enrei et cv. Clark-rj1. Cependant, 

malgré la mutation du gène nodC indispensable à la synthèse des FNs, la souche mutante BEnodC ne 

perd pas sa capacité à induire des nodules sur ces deux cultivars. Les mêmes observations ont été 

réalisées sur un mutant dans le récepteur des FNs NFR1 du cultivar Enrei (En1282), qui peut toujours 

être nodulé par la souche USDA61 sauvage ou par son mutant BEnodC (Figure 48) (Okazaki et al., 

2013). De manière surprenante, les mutations du T3SS de la bactérie (BErhcJ) ou de son régulateur 

transcriptionnel TtsI (BEttsI) abolissent totalement la nodulation sur le mutant de plante nfr1 

(En1282) (Okazaki et al., 2013). 



Figure 50. Modèle de la signalisation moléculaire utilisée par USDA61 pour l’induction de la nodulation

FN-indépendante T3SS-dépendante sur G. max

La production de flavonoïdes par la plante hôte active l’expression des gènes de nodulation nod et du

T3SS par l’intermédiaire de NodD (en haut). La reconnaissance des FNs par les récepteurs NFR1/NFR5

active la voie de signalisation symbiotique conduisant à la formation des nodules et à leur infection par la

bactérie (à gauche). Certains effecteurs injectés dans les cellules de la plante hôte peuvent être reconnus

par des protéines de résistance (Rj2, Rj4), ce qui active les mécanismes de défense de la plante et réprime

la mise en place de la nodulation (à droite). Un ou plusieurs T3Es peuvent déclencher la voie de

signalisation symbiotique en court-circuitant les premières étapes de la reconnaissance des FNs (au

centre).

(Okazaki et al., 2013)

Figure 49. Le processus d’infection FN-indépendant T3SS-dependant passe par la voie intercellulaire sur

En1282 (nfr1)

A et B. Courbure du poil absorbant, et formation de cordons d’infection, induites sur Enrei par B. elkanii

USDA61 (A) et le mutant T3SS BErhcJ (B). Aucune courbure des poils absorbants n’est observée chez le

mutant En1282 (nrf1) inoculés avec B. elkanii USDA61 (C) et le mutant BEnodC (D) suggérant une

infection intercellulaire. De E à H. Aspect des nodules induits par USDA61 sur Enrei (E) et En1282 (nfr1)

(G), et de ses mutants dérivés BErhcJ sur Enrei (F) et BEnodC sur En1282 (nfr1) (H). De I à L. L’analyse

cytologique de coupes de nodules montre une désorganisation du tissu infectieux dans les nodules

induits sur En1282 (nfr1) par USDA61 (K) et BEnodC (L) qui n’est pas observée dans les nodules induits sur

la plante sauvage Enrei par USDA61 (I) et BErhcJ (J).

(Okazaki et al., 2013)
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 L’analyse des nodules induits par le mutant BEnodC sur les lignées nfr1 a montré qu’environ 

20% d’entre eux présentent une forme irrégulière et une zone d’infection segmentée. De plus, aucun 

cordon d’infection ou de courbure des poils absorbants n’a été observé ce qui suggère que l’infection 

des nodules passe par une voie intercellulaire (Figure 49) (Okazaki et al., 2013). Enfin, une analyse 

transcriptomique par Microarray réalisée sur le mutant nfr1 en réponse à USDA61 a montré une 

surexpression, entre autres, des deux gènes symbiotiques NIN et ENOD40. La surexpression de ces 

deux gènes est abolie lors de l’inoculation du mutant T3SS BErhcJ (Okazaki et al., 2013). Cela suggère 

que la voie d’induction des nodules par le T3SS rejoint celle déclenchée par la reconnaissance des 

FNs. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si la CSSP est impliquée dans 

cette nodulation T3SS-dépendante (Figure 50). 

 Comme nous l’avons vu dans la partie 2, le T3SS des rhizobiums est initialement connu pour 

la sécrétion de protéines effectrices Nops qui ont essentiellement pour rôle de limiter les 

mécanismes de défense de la plante afin de favoriser l’infection des nodules. Cependant, la 

découverte faite par Okazaki et ses collaborateurs (2013) est la première démonstration que des 

effecteurs Nops peuvent directement déclencher le mécanisme de nodulation, probablement en 

court-circuitant la voie de reconnaissance des FNs (Figure 50). Toutes ces observations ont conduit à 

la découverte d’un mécanisme symbiotique FN-indépendant mais dépendant du T3SS de la bactérie. 

3.4.2. Le mécanisme symbiotique FN-indépendant T3SS-dépendant chez Aeschynoneme 

 

 La découverte d’un processus FN-indépendant T3SS-dépendant était d’autant plus troublante 

que la majorité des Bradyrhizobium photosynthétiques sont dépourvus d’un cluster de gènes T3SS 

(Mornico et al., 2012). Une collaboration entre le LSTM et l’équipe japonaise dirigée par Shin Okazaki 

a été ainsi initiée pour déterminer si la souche B. elkanii USDA61 était capable de noduler A. indica 

en suivant ce nouveau processus. J’ai pu initier ce travail au cours d’un stage de 3ième année de 

licence au LSTM en 2014. Les résultats ont montré qu’USDA61 était capable d’induire un nombre de 

nodules comparable à celui induit par ORS278 sur A. indica. L’analyse des phénotypes symbiotiques 

des mutants dans les gènes nod et dans les gènes codant pour le T3SS de USDA61 a permis de 

montrer que, comme sur le soja, cette interaction symbiotique avec A. indica est exclusivement 

dépendante du T3SS (Figure 51) (Okazaki et al., 2016). Cependant, malgré la présence de nodules, les 

plantes d’A. indica restent petites, chlorotiques et sont comparables aux plantes non inoculées. Des 

analyses cytologiques montrent que de nombreux nodules sont nécrotiques et que leur infection par 

USDA61 ne se limite qu’aux espaces intercellulaires. Ainsi, tout semble indiquer que la souche 

USDA61 est capable d’induire des nodules grâce à son T3SS sur A. indica mais que le processus 

d’infection est rapidement stoppé par la mise en place de réactions de défenses (Figure 51). 



Figure 51. Propriétés symbiotiques de B. elkanii USDA61 et Bradyrhizobium sp. ORS3257 sur A. indica

De A à F. Analyse des nodules induits sur A. indica après inoculation de USDA61 sauvage (A, D, E et F) et

de ses mutants dérivés dans les gènes nod BEnodC (B) et dans le T3SS BErhcJ (C). De G à K. Analyse des

nodules induits sur A. indica après inoculation de ORS3257 sauvage (G, J et K) et de ses mutants dérivés

dans les gènes nod 3257∆nodABC (H) et dans le T3SS 3257∆T3SS (I). Observation de racines d’A. indica

inoculées avec les souches sauvages USDA61 (A) et ORS3257 (G), et de leurs mutants dérivés BEnodC (B),

BErhcJ (C), 3257∆nodABC (H) et 3257∆T3SS (I). D, E et F. Observation de l’infection intercellulaire dans les

nodules d’A indica induits par USDA61. D. Analyse en microscopie diascopique d’une coupe de nodule

induit par une souche USDA61 marquée GUS. E et F. Analyse en microscopie confocale d’un nodule induit

par une souche USDA61 marquée GFP. Les triangles rouges indiquent les zones de nécroses induites au

moment de l’infection. J et K. Observation en microscopie confocale de l’infection intracellulaire de

ORS3257. Un début de différenciation en bactéroïdes sphériques est observable en K.

(Adapté de Okazaki et al., 2016)
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 Considérant que chaque souche de Bradyrhizobium qui possède un T3SS est 

susceptible d’injecter un cocktail différent d’effecteurs, une large collection de Bradyrhizobium non-

photosynthétiques a été testée pour déterminer si certaines souches pouvaient aller plus loin que la 

souche USDA61 dans ce processus symbiotique T3SS-dépendant sur A. indica. La moitié des souches 

testées a induit la formation de nodules et des tests réalisés par PCR ont montré qu’elles possèdent 

toutes un T3SS. Certaines d’entre elles, comme la souche Bradyrhizobium sp. ORS3257 

(anciennement STM6978), peuvent induire des nodules infectés intracellulairement pour lesquels 

une faible activité nitrogénase est détectée par des tests ARA (pour « acetylene reduction 

assay »).Cependant, et à la différence des nodules induits par la souche de Bradyrhizobium 

photosynthétique ORS278, la différenciation terminale en bactéroïde dans les nodules induits par 

ORS3257 est rare. Lorsqu’elle est observée, les bactéroïdes sont de forme sphérique (de type S) mais 

sont colorés en rouge par le propidium iodure, ce qui suggère une perturbation de l’enveloppe 

bactérienne et surement la mort des bactéroïdes (Figure 51). 

 Cette capacité à être nodulée via le T3SS n’est pas restreinte à A. indica, puisque huit autres 

Aeschynomene du groupe III peuvent être nodulées par ORS3257 ou USDA61. Cependant, et comme 

chez A. indica, la souche USDA61 n’induit que des nodules dont l’infection est intercellulaire alors 

que la plupart des nodules induits par la souche ORS3257 montre une infection intracellulaire 

accompagnée d’une faible activité nitrogénase. Ainsi, un gradient dans l’efficience symbiotique des 

Bradyrhizobium en interaction avec les Aeschynomene du groupe III peut être mis en évidence en 

fonction de la souche inoculée. Tout d’abord, et malgré la présence d’un T3SS fonctionnel, certaines 

souches de Bradyrhizobium non-photosynthétiques, comme B. diazoefficiens USDA110 et 

Bradyrhizobium sp. DOA9, n’induisent pas de nodules (Krause et al., 2002; Okazaki et al., 2015; 

Songwattana et al., 2017). Comme B. elkanii USDA61, certains Bradyrhizobium peuvent induire la 

formation de nodules dont l’infection est exclusivement intercellulaire et souvent associée à des 

nécroses, alors que d’autres, comme la souche Bradyrhizobium sp. ORS3257, peuvent induire des 

nodules présentant une infection intracellulaire où une faible activité nitrogénase peut être 

détectée. Enfin, l’efficience symbiotique la plus élevée est obtenue en interaction avec les 

Bradyrhizobium photosynthétiques, selon le processus FN-indépendant T3SS-indépendant qui 

conduit à une différenciation terminale en bactéroïde et à une forte activité nitrogénase. (Okazaki et 

al., 2016 ) (Figure 52).  

 L’étude d’Okazaki et ses collaborateurs (2016) a permis de mettre en évidence l’existence de 

deux mécanismes de nodulation indépendante des FNs au sein des Aeschynomene : un mécanisme 

FN-indépendant T3SS-indépendant, utilisé par les Bradyrhizobium photosynthétiques, et un 

mécanisme FN-indépendant T3SS-dépendant, utilisé par les Bradyrhizobium non-photosynthétiques. 



Figure 52. Certaines Aeschynomene sont nodulées par des souches de Bradyrhizobium selon

deux processus symbiotiques FN-indépendant différents

(Adapté de Okazaki et al., 2016)

Nod-

B. diazoefficiens USDA110

Bradyrhizobium sp. DOA9

Nod+; Fix+

ORS3257

Nod+; Fix+++

ORS285

ORS278

BTAi1

Nod+; Fix-

B. elkanii USDA61

Efficience symbiotique

Infection intracellulaireInfection intracellulaireInfection intercellulaire

Bradyrhizobium non-photosynthétiques

utilisant un processus 

NF-indépendant T3SS-dépendant

Bradyrhizobium photosynthétiques

utilisant un processus 

NF-indépendant T3SS-indépendant



Introduction 

 

58 
 

Elle a donné lieu à une publication dans The ISME Journal à laquelle j’ai été associée en tant que co-

auteur (Okazaki et al., 2016). Cette publication est donnée en annexe.  
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4. Présentation du sujet de thèse 

 

 La mise en évidence en 2013 qu’une souche de Bradyrhizobium pouvait déclencher un 

processus symbiotique grâce à son T3SS indiquait l’existence d’un second mécanisme d’interaction 

symbiotique n’impliquant pas une signalisation déclenchée par les FNs. A la différence de la symbiose 

FN-indépendante T3SS-indépendante, identifiée en 2007 chez les Bradyrhizobium photosynthétiques 

et dont l’origine du signal clé « non-Nod » demeure encore inconnue, il pouvait être admis que le 

déclenchement de la symbiose T3SS-dépendante passe par l’activité d’un ou plusieurs effecteur(s) de 

type III sécrété(s) dans les cellules de la plante. Jusqu’alors, la majorité des études menées sur les 

effecteurs de type III des rhizobiums concernait leur capacité à moduler le spectre d’hôtes de la 

bactérie en interférant avec le système immunitaire de l’hôte. Le rôle parfois dispensable de 

beaucoup de ces effecteurs dans l’interaction symbiotique FN-dépendante n’avait pas fait de leur 

étude une priorité pour la communauté scientifique et de ce fait, très peu d’effecteurs ont été 

caractérisés à ce jour. La découverte de l’existence d’un mécanisme de nodulation T3SS-dépendant, 

sur le soja, puis sur Aeschynomene, a mis en lumière une nouvelle caractéristique fonctionnelle 

insoupçonnée que pouvait présenter certains effecteurs : celle de déclencher chez la plante hôte le 

programme de nodulation. Mais alors, quelle est la nature de ces effecteurs ? Comment agissent-ils 

pour le déclenchement de la nodulation ? Quelle est leur distribution parmi les rhizobiums ? 

L’objectif principal de ce travail de thèse a visé à répondre à ces questions. 

 L’étude menée par Okazaki et ses collaborateurs (2016), auquel j’ai pu contribué au cours 

d’un stage de L3 en 2014, a permis de poser les bases de mon travail de thèse en sélectionnant le 

couple ORS3257 / A. indica comme le couple modèle pour l’étude de ce nouveau processus 

symbiotique. En effet, la souche ORS3257 montre l’efficience symbiotique la plus élevée en 

interaction avec A. indica. De plus, et à la différence du soja en interaction avec B. elkanii USDA61, la 

synthèse des FNs par ORS3257 n’interfère pas avec la nodulation T3SS-dépendante sur A. indica. 

Ainsi, le phénotype symbiotique T3SS-dépendant est directement observable sans avoir besoin de 

travailler avec des mutants bactériens dans les gènes nod ou des mutants de plante dans les 

récepteurs des FNs. Une recherche in silico dans le génome de la souche ORS3257 a été réalisée afin 

d’établir une liste d’effecteurs candidats potentiellement sécrétés à travers son T3SS. Une 

mutagénèse systématique de ces effecteurs a ensuite été réalisée et les propriétés symbiotiques sur 

A. indica de chacun des mutants ont été déterminées afin d’identifier le ou les effecteurs 

indispensables à l’établissement de la nodulation. Ce travail, débuté il y a plus de quatre ans dans 

l’équipe MLST dirigée par Eric Giraud et qui s’inscrit directement dans mon objectif de thèse, a 

notamment conduit à l’identification d’un nouvel effecteur de type III jouant un rôle déterminant 
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dans le déclenchement du processus symbiotique. Cet effecteur, appelé ErnA, pour “effector 

required for nodulation A”, est largement conservé chez les Bradyrhizobium et j’ai pu initier au cours 

de ma dernière année de thèse, en collaboration avec l’équipe de Laurent Deslandes (LIPM, 

Toulouse), le début de sa caractérisation fonctionnelle. 

 La recherche des homologues d’ErnA nous a fait entrevoir que de nombreux génomes de 

Bradyrhizobium avaient été séquencés ces dernières années. Jusqu’alors, aucune étude n’était 

disponible sur la distribution du T3SS et des Nops chez ces bactéries. Ainsi, l’ensemble des génomes 

de Bradyrhizobium disponibles nous a offert l’opportunité d’étudier l’origine du T3SS et la diversité 

des Nops au sein de ce genre. En collaboration avec Florent Lassalle et le Génoscope d’Evry, nous 

avons réalisé une analyse génomique comparative sur près de 150 génomes de Bradyrhizobium 

isolés d’environnement très variés et comprenant beaucoup de souches nodulantes. Parallèlement, 

cette analyse nous a motivé à collecter le maximum de ces souches auprès des différents 

laboratoires qui les avaient isolées et/ou séquencées afin de réaliser des tests symbiotiques sur 

Aeschynomene. Le but de ce travail, réalisé par Alicia Camuel au cours de son stage de M1 que j’ai 

encadré, a été d’identifier les souches nodulant A. indica en utilisant le processus FN-indépendant 

T3SS-dépendant et de comparer leurs propriétés symbiotiques aux données de génomique 

comparative alors disponibles. Cette analyse a conduit à l’identification de nouveaux effecteurs 

candidats, différents d’ErnA, et probablement impliqués dans le déclenchement de la nodulation sur 

A. indica. 

 En parallèle de mon travail de thèse, un objectif secondaire a été d’étendre notre 

compréhension du rôle joué par le T3SS et les Nops des Bradyrhizobium en interaction avec des 

légumineuses d’intérêt agronomique. Ainsi, dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe 

thaïlandaise dirigée par Neung Teaumroong de l’Université de Technologique de Suranaree, j’ai 

travaillé sur deux études fonctionnelles du T3SS de la souche modèle Bradyrhizobium sp. DOA9, est 

capable de noduler plusieurs espèces d’intérêt agronomique en Thaïlande. 
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1. Contexte de l’étude 

 

L’objectif principal de mon travail de thèse a été d’avancer dans la compréhension de la mise 

en place du mécanisme symbiotique FN-indépendant T3SS-dépendant. Le choix de la souche à 

utiliser pour mener cette étude s’est porté sur Bradyrhizobium sp. ORS3257. Cette souche est celle 

qui a émergé comme étant la plus performante dans l’interaction T3SS-dépendante sur A. indica 

(Okazaki et al., 2016). De plus, elle présentait l’avantage d’être facilement transformée par 

conjugaison bactérienne.  

 Dès le début de l’étude, le génome d’ORS3257 était disponible au LSTM, d’abord sous forme 

de génome « draft », puis sous forme complet grâce à un séquençage PacBio suivi d’un assemblage 

effectué par Djamel Gully (Le Quéré et al., 2019; Chapitre 3). Contrairement aux Bradyrhizobium 

photosynthétiques, pour lesquels aucun a priori sur la nature des signaux « non-Nod » ne peut être 

fait, dans le cas du processus T3SS-dépendant, on pouvait considérer que l’établissement de la 

symbiose repose sur un ou plusieurs effecteurs de type III. Ainsi, nous avons privilégié une approche 

de génétique inverse pour identifier ces effecteurs « symbiotiques » permettant la formation de 

nodules infectés sur Aeschynomene.   

  En combinant deux recherches in silico complémentaires sur le génome d’ORS3257 - une 

recherche par HMM de tts box, correspondant au motif de fixation de TtsI, le régulateur 

transcriptionnel du T3SS et des T3Es; et une recherche par tblastn des effecteurs Nop connus – une 

liste de 27 gènes candidats a été établie. 

 Rapidement après l’identification des premiers gènes candidats, une mutagénèse dirigée a 

été réalisée. Pour cela, deux approches différentes ont été privilégiées : une mutagénèse 

insertionnelle pour les gènes candidats retrouvés isolés; et une mutagénèse par délétion de régions 

complètes du génome contenant plusieurs gènes candidats retrouvés proches les uns des autres. Ce 

travail, mené sur plusieurs années, a été en très grande partie effectué par Joël Fardoux, Clémence 

Chaintreuil et Eric Giraud. Au cours de mon stage de M2 et de ma première année de thèse, les 

propriétés symbiotiques de chacun des mutants ont été déterminées sur A. indica, conduisant à 

l’identification d’au moins cinq effecteurs jouant des rôles majeurs dans la limitation des mécanismes 

de défense de la plante, ainsi que dans l’organogénèse et l’infection des nodules. 

 Plus particulièrement, et dès le début de mon stage de M2, le gène 7701 a émergé comme 

codant pour un acteur majeur de l’induction de la nodulation. Sa nature en tant qu’effecteur de type 

III a été démontrée par Nicolas Busset et Peter Mergaert à l’I2BC (Paris-Saclay). De plus, nous avons 

démontré, en collaboration avec l’équipe dirigée par Laurent Deslandes au LIPM (Castanet-Tolosan), 

que cet effecteur se localise spécifiquement dans le noyau des cellules végétales où il interagit avec 
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les acides nucléiques. Le gène 7701 a ainsi été renommé ernA, pour « effector required for 

nodulation-A ». Enfin, de manière surprenante, la surexpression ectopique d’ernA dans les racines 

d’A. indica induit le développement de nouveaux organes comparables à des racines secondaires ou 

à des pseudo-nodules. 

 Jusqu’à présent, aucune fonction putative ne peut être attribuée à ernA mais les premières 

analyses fonctionnelles réalisées suggèrent qu’un domaine situé à l’extrémité C-terminale de 

l’effecteur, le CM2, joue un rôle essentiel dans cette activité inductrice de la nodulation.  

   

2. Article 1 : The rhizobial type III effector ErnA confers the ability to form 

nodules in legumes 
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Several Bradyrhizobium species nodulate the leguminous plant

Aeschynomene indica in a type III secretion system-dependent man-

ner, independently of Nod factors. To date, the underlyingmolecular

determinants involved in this symbiotic process remain unknown. To

identify the rhizobial effectors involved in nodulation, we mutated

23 out of the 27 effector genes predicted in Bradyrhizobium strain

ORS3257. The mutation of nopAO increased nodulation and nitro-

genase activity, whereas mutation of 5 other effector genes led to

various symbiotic defects. The nopM1 and nopP1 mutants induced a

reduced number of nodules, some of which displayed large necrotic

zones. The nopT and nopAB mutants induced uninfected nodules,

and a mutant in a yet-undescribed effector gene lost the capacity

for nodule formation. This effector gene, widely conserved among

bradyrhizobia,was named ernA for “effector required for nodulation-A.”

Remarkably, expressing ernA in a strain unable to nodulate A.

indica conferred nodulation ability. Upon its delivery by Pseudomo-

nas fluorescens into plant cells, ErnA was specifically targeted to the

nucleus, and a fluorescence resonance energy transfer–fluorescence

lifetime imaging microscopy approach supports the possibility that

ErnA binds nucleic acids in the plant nuclei. Ectopic expression of ernA

in A. indica roots activated organogenesis of root- and nodule-like

structures. Collectively, this study unravels the symbiotic functions of

rhizobial type III effectors playing distinct and complementary roles in

suppression of host immune functions, infection, and nodule organ-

ogenesis, and suggests that ErnA triggers organ development in

plants by a mechanism that remains to be elucidated.

Bradyrhizobium | T3SS | symbiosis | nodulation | legume

Bradyrhizobia are Gram-negative soil bacteria that are widely
used in agriculture. They are applied as biofertilizers to

sustain the production of crops of agronomic importance (e.g.,
soybean, peanut, cowpea), thus circumventing the need to add
chemical nitrogen fertilizers. Their agronomic interest results
from their ability to interact symbiotically with some leguminous
plants. This interaction leads to the formation of a new organ,
the nodule, in which the bacteria fix nitrogen for the plant’s
benefit and where, in exchange, the plant provides a protective
niche and carbon sources.
The symbiotic process is initiated when the plant perceives

specific lipochitooligosaccharide signal molecules, called Nod fac-
tors (NFs), which are synthetized and secreted after activation of
bacterial nodulation (nod) genes by specific plant flavonoids (1).
The perception of NFs activates a genetic program leading to
2 coordinated processes, the formation of a nodule and its intra-
cellular infection by the bacteria (2). Beyond these first stages
initiated by NF perception, the development of a functional nodule
and maintenance of a chronic infection of the nodule cells by

bacteria largely relies on the ability of the bacteria to suppress the
plant immune system (3). Different strategies have evolved in rhi-
zobia to escape plant immunity (4, 5), but one of the most re-
markable is the type III secretion system (T3SS), which is a common
and well-described weapon used by bacterial plant pathogens (6).
The T3SS apparatus is a nanosyringe or “injectisome” that

traverses the bacterial and eukaryotic cell envelope for direct
delivery of type III effector (T3E) proteins into the eukaryotic
host cell (7). Like pathogenic bacteria, some rhizobia possess a
T3SS encoded by the rhc (rhizobium conserved) gene cluster,
and secrete T3Es, also named “Nop” (for nodulation outer
protein), during the nodulation process (8). These effectors are
Janus-faced depending on the host plant (9, 10). On the one
hand, they promote symbiosis by suppressing specific plant de-
fense responses, while on the other hand, they trigger activation of
plant immune responses called ETI (effector-triggered immunity)
upon specific recognition by plant immune receptors (resistance
[R] proteins). ETI is often associated with a hypersensitive cell
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death response, which halts the infection and renders the inter-
action incompatible (11, 12).
It was recently shown that the role of the T3SS in the symbiosis

was not restricted to the modulation of plant immunity. Indeed,
the nodulation of the Glycine max cv. Enrei and its nfr mutant
affected in NF perception can be induced in a T3SS-dependent
manner by a Bradyrhizobium elkanii USDA61 mutant strain un-
able to produce NFs (13). This shows that, besides interfering
with the plant immune system, some Nop effectors also trigger
nodulation by bypassing the NF signal. This T3SS-dependent
symbiosis is widespread among bradyrhizobia since a diverse
range of nonphotosynthetic Bradyrhizobium strains are able to
elicit nodules on some Aeschynomene species, including A. indica,
in the absence of NFs (14). Interestingly, depending on the
Bradyrhizobium strain concerned, a gradient in the outcome of
the symbiotic interaction has been observed. The plant response
ranged from the induction of nodules which are only infected
intercellularly (e.g., B. elkanii USDA61) to the induction of
nodules in which the host cells are intracellularly invaded and
display weak nitrogenase activity (e.g., Bradyrhizobium sp. ORS3257,
previously named STM6978) (14). This new type of symbiosis is
an NF-independent and T3SS-dependent process, as opposed to
the one used by some photosynthetic Bradyrhizobium strains
(ORS278 and BTAi1) that are able to induce functional nodules
on some Aeschynomene species despite the absence of nod and
T3SS genes (15).
The aim of this study was to better understand the molecular

bases of this alternative NF-independent, T3SS-dependent sym-
biotic process. To identify the effectors controlling the symbiosis,
we mutated most of the predicted nop effector genes in the ge-
nome of strain ORS3257 and analyzed the symbiotic properties of
the mutant strains on A. indica. We found that this nodulation
relies on a restricted set of T3Es playing distinct roles. Remark-
ably, among the T3Es, we identified the nuclear targeted ErnA
effector, which confers the ability to nodulate A. indica.

Results

Prediction of the T3E Repertoire in ORS3257. In rhizobia, expression
of both T3SS and T3E genes is controlled by the regulator TtsI,
which binds to a highly conserved DNA sequence (the tts box)
found in the promoter region of target genes to activate their
transcription (16, 17). To predict the T3E repertoire of strain
ORS3257, we combined 2 in silico searches: 1) a TBlastN search
of the genome for effectors previously identified in other rhi-
zobia, and 2) a HMMER search for the tts box motif using a
hidden Markov model (SI Appendix, Table S1 and Fig. S1). This
analysis retrieved 27 putative effector genes (SI Appendix, Table
S2), all of which were located in the symbiotic island and dis-
tributed in 2 distinct regions, one containing genes encoding the
T3SS machinery and the other one containing the nod genes (Fig.
1). Among these 27 candidate effector genes, some are commonly
found in rhizobia (nopP, nopT, nopM, nopL, and nopC), some are
specifically found in Bradyrhizobium strains (nopAB, nopAC,
nopAD, nopAL, nopAJ, nopAO, nopAR, and nopBW), and 9 en-
code putative new effectors (SI Appendix, Table S2).

Several T3Es Are Required for the Establishment of a Functional NF-

Independent, T3SS-Dependent Symbiosis on A. indica. To identify
T3Es involved in the establishment of the symbiosis between strain
ORS3257 and A. indica, we mutated most of the candidate genes.
To optimize the number of mutants to generate, 1 of 2 strategies
was used depending on the genetic organization of the candidate
genes: 1) “isolated” genes were inactivated by inserting the non-
replicative plasmid pVO155, or 2) genomic regions with several
clustered effector genes were deleted using double crossing-over.
Altogether, 10 mutants (5 insertion and 5 deletion mutants) cov-
ering 23 out of the 27 putative effectors were constructed (Fig.
1A). Four candidate genes were excluded from this mutagenesis

(nopAM, which is located directly upstream of ttsI and rhcC2, and
nopC, nopAL, and Brad3257_7768, which belong to an operon
that encodes several T3SS components) (Fig. 1A). These genes
were not considered during this mutagenesis because it is not yet
clear if they encode bona fide effectors or accessory components
of the T3SS machinery and because their mutation could have
polar effects leading to misinterpretation of nodulation phenotypes.
As previously observed (14), mutation of the secretion ma-

chinery (in the ΔT3SSmutant) prevented nodulation (Fig. 1 B and
C). Out of the 10 mutants affected in putative effector genes,
6 behaved like the wild-type (WT) strain in terms of the number
of nodules, nitrogenase activity, and nodule features (Fig. 1B).
Interestingly, the symbiotic properties of the 4 remaining mutants
(ΔregA, ΔregB, ΔregD, and Ω7701) were altered (Fig. 1 B and C).
The ΔregA mutant was significantly impacted in its ability to

induce nodules (Fig. 1B and SI Appendix, Fig. S2). Furthermore,
the nodules showed large necrotic zones and very weak nitro-
genase activity (Fig. 1 B and C). Live–dead staining of nodule
sections revealed that many of the intracellularly infecting bac-
teria were dead, as shown by the red propidium iodide staining
(Fig. 1D). These observations suggest that the region deleted in
the ΔregA mutant plays an important role in the suppression of
plant immunity. Region A encodes 2 putative effectors, NopM1
and NopP1, which, in other rhizobia, have been suggested to
interfere with the activation of plant defense responses (18, 19).
To identify which one plays a symbiotic role, individual in-
sertional mutants were generated. As shown in SI Appendix, Fig.
S2, both ΩnopM1 and ΩnopP1 mutants displayed a symbiotic
phenotype intermediate between the WT strain and the ΔregA
mutant. This finding suggests that the phenotype of the ΔregA
mutant results from the cumulative effect of the lack of these
2 effectors, each of which makes an incremental contribution to
immune suppression.
The second mutant, ΔregB, led to the formation of slightly

more nodules than the WT strain but the nodules did not fix
nitrogen (Fig. 1B). Furthermore, most of the nodules had no
central infected tissue and only intercellular bacteria were ob-
served (Fig. 1 C and D and SI Appendix, Fig. S3E). Region B
contains 2 putative effector genes, nopT and nopAO, 1 of which
is preceded by a tts box (nopT), and 2 additional tts boxes without
a clearly defined downstream coding sequence (Fig. 1 and SI
Appendix, Fig. S3). To better understand the phenotype of the
ΔregB mutant, 4 additional mutants were studied. Two insertion
mutations were generated in nopT and nopAO (ΩnopT and
ΩnopAO) and 2 deletion mutations (ΔregB-1 and ΔregB-2) were
constructed, encompassing the region surrounding the 2 tts boxes
(SI Appendix, Fig. S3). Two of these mutants displayed distinct
phenotypes. The plants inoculated with the ΩnopAO mutant had
more nodules and increased nitrogenase activity (SI Appendix,
Fig. S3B), suggesting that NopAO can have a negative effect on
symbiotic efficiency. On the other hand, the ΩnopT mutant led to
a phenotype similar to that of the ΔregB mutant, since no nitro-
genase activity was detected and most of the formed nodules were
not infected (SI Appendix, Fig. S3 B and D). This observation
shows that the phenotype of ΔregB was mainly due to the absence
of nopT, which is required for efficient nodule infection.
The phenotype of the third mutant, ΔregD, was very similar to

that of ΔregB (Fig. 1 B–D). This region contains 2 predicted ef-
fector genes, nopAB and Brad3257_7707. Individual mutation of
nopAB (ΩnopAB) led to the same phenotype as observed for the
ΔregD mutant, whereas the other mutation (Ω7707) had no par-
ticular symbiotic defect (SI Appendix, Fig. S4). These findings show
that, like NopT, NopAB is required for efficient nodule infection.
Finally, the most drastic phenotype was observed with the

Ω7701 insertional mutant in which the predicted effector gene
Brad3257_7701 was disrupted. This mutant displayed an apparent
Nod− phenotype (absence of nodule formation); microscopic ex-
amination revealed only the formation of rare uninfected bump-like
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Fig. 1. Identification of T3Es in Bradyrhizobium strain ORS3257 that play a symbiotic role in the interaction with Aeschynomene indica. (A) Genetic orga-

nization of putative effector genes identified in strain ORS3257. Deleted regions in the mutants are indicated by horizontal lines. Insertion mutants are

indicated by black arrowheads carrying the Ω sign. In yellow, putative effector genes; in orange, nif and fix genes; in blue, nod genes; in red, genes encoding

components of the T3SS apparatus; in green, the ttsI gene encoding the T3SS transcriptional regulator; black arrows, tts boxes. (B) Number of nodules formed

and nitrogen fixation activity of A. indica plants at 21 d after inoculation with strain ORS3257 and its mutant derivatives. Nitrogen fixation activity was

measured by the acetylene reduction assay; A.U., arbitrary unit. Box plots show results of 1 representative experiment out of at least 2 independent ex-

periments per strain (18 plants each). The central rectangle spans the first quartile to the third quartile; the bold segment inside the rectangle shows the

median; and the whiskers above and below the box show the locations of the maximum and minimum value, respectively. **P < 0.01, and ***P < 0.001,

significant differences between WT ORS3257 and each mutant strain using a nonparametric Kruskal–Wallis test. (C) View of the root and the nodules induced

by strain ORS3257 and its mutant derivatives. (Scale bars: Upper, 1.5 cm; Lower, 4 mm.) (D) Cytological analysis of the nodules induced by strain ORS3257 and

its mutant derivatives observed by light (Upper) and confocal microscopy (Lower) after staining with SYTO 9 (green; live bacteria), calcofluor (blue; plant cell

wall), and propidium iodide (red; infected plant nuclei and dead bacteria or bacteria with compromised membranes). (Scale bars, 500 μm.) In C and D, the

white arrowheads indicate necrotic zones.
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structures on a few plants (Fig. 1 B–D and SI Appendix, Fig. S5 A
and B). To confirm that the phenotype of the Ω7701 mutant was
due to the inactivation of Brad3257_7701 and not because of a
polar effect, a complete deletion mutant was constructed (Δ7701)
into which theWT gene was subsequently reintroduced (Δ7701::7701).
As shown in SI Appendix, Fig. S5, the phenotype of Δ7701 was similar
to that of Ω7701, whereas Δ7701::7701 displayed a WT phenotype,
confirming that the Brad3257_7701 effector gene is necessary
for nodule formation.
This mutagenesis analysis indicates that at least 5 effectors

(NopP1, NopM1, NopAB, NopT, and Brad3257_7701) are required
for the establishment of the NF-independent, T3SS-dependent
symbiosis. Given its importance for nodulation, we next focused on
the functional characterization of the Brad3257_7701 effector,
hereafter referred to as “ErnA” for “effector required for
nodulation-A.”

ErnA Is a Bona Fide Type III Effector. The ernA gene was predicted
to encode a T3E because of the presence of a tts box in its up-
stream coding region. To investigate the regulation of ernA in
more detail, its expression was monitored in the absence and
presence of genistein, a flavonoid known to induce nod and T3SS
genes in Bradyrhizobium strains (16). qRT-PCR analysis showed
that expression of ernA was 3-fold higher in the presence of
genistein and that this up-regulation required the presence of the
TtsI regulator (Fig. 2A), similarly to what was observed for the 2
T3SS genes (rhcJ and nopX) that had been included as controls
in this experiment.
Homologs of ernA are found in several Bradyrhizobium strains

(see below), but to our knowledge a possible role as a T3E has

not been reported to date. To demonstrate that ErnA is secreted
via the T3SS machinery, a His6-tagged version of ErnA (ErnA-
His6) was expressed in ORS3257, thanks to the introduction of a
pVO155-npt2-GFP plasmid carrying the tagged gene, which also
constitutively expressed a cytosolic green fluorescent protein
(GFP), used here as a control to detect cell lysis. For the purpose
of comparison, a His6-tagged version of the well-known NopT
effector was also generated (20, 21). Immunoblot analysis of
ErnA-His6 and NopT-His6 with an anti-His6 antibody (α-His) led
to the detection of ErnA and NopT in both the culture super-
natant and in the cell pellet, while cytosolic GFP, detected with
an anti-GFP antibody (α-GFP), was only observed in the cell
pellet, confirming the absence of cytosolic proteins in the culture
supernatant due to cell lysis (Fig. 2B). When expressed in a
ΔT3SS mutant of ORS3257, ErnA-His6 and NopT-His6 were
only detected in the cell pellet (Fig. 2C). Together, these data
confirm that, like the previously characterized NopT protein (20,
21), ErnA is a type III-secreted protein.

ErnA Homologs Are Widespread among Bradyrhizobia and Play a Key

Role in A. indica Nodulation. Considering the importance of ErnA
in the nodulation of A. indica and the fact that a diverse range of
nonphotosynthetic Bradyrhizobium strains was found to induce
the formation of a nodule-like structure on this plant (14), we
investigated the prevalence of ErnA homologs among available
bradyrhizobial genomes. Among the 148 sequenced Bradyrhizobium
strains, 92 were found to possess a T3SS, among which 53, i.e.,
more than half, have a ErnA homolog (Fig. 3A). Conversely, no
homolog was found in Bradyrhizobium strains without T3SS, nor in
other genera of rhizobia, except for 3 T3SS-containing Ensifer
strains (strains BJ1, TW10, and PC2) (SI Appendix, Fig. S6). This
finding indicates that the ernA gene is widespread among the
Bradyrhizobium strains with a T3SS and its presence is rather
specific to this group. Notably, the ErnA amino acid sequences are
highly conserved among these strains, with an identity ranging
from 55 to 100% (SI Appendix, Fig. S6).
The high level of conservation of this effector in a wide range of

bradyrhizobia prompted us to investigate whether ErnA effectors
from other bradyrhizobia may also play a role in the establishment
of the NF-independent, T3SS-dependent symbiosis. To test this
hypothesis, we inactivated the corresponding gene (accession
number LC460804, annotated ernA61) in the B. elkanii USDA61
strain, which has been shown to nodulate A. indica in the absence of
NF synthesis (14). As previously observed (14), the WT USDA61
strain induced a high number of uninfected nodules on A. indica,
whereas the derived T3SS mutant (USDA61ΩrhcJ) had a strict
Nod− phenotype (Fig. 3B), thus confirming that the T3SS is re-
quired for nodule induction. The USDA61ΩernA61 mutant also
displayed a nearly Nod− phenotype (Fig. 3 B and C), similar to
that observed with the ernA mutant of strain ORS3257 (Fig. 1 and
SI Appendix, Fig. S5). These findings demonstrate that ErnA ho-
mologs found in other bradyrhizobia have a similar nodulation-
conferring function during the symbiotic interaction with A. indica.

The Introduction of ernA Enables the Bradyrhizobium Strain DOA9 to

Nodulate A. indica. To further demonstrate the importance of ErnA
for nodule formation, we used a gain-of-function approach. For
this purpose, we used the Bradyrhizobium DOA9 strain, which is
unable to nodulate Aeschynomene species in an NF-independent
manner (14, 22), despite the presence of a functional T3SS. Con-
sistent with this nodulation defect, ernA was found to be missing in
DOA9 (Fig. 3A).
To check whether ErnA could complement a nodulation-defective

rhizobial strain, we introduced the ernA gene from ORS3257
(ernA3257) into DOA9 and its T3SS mutant (DOA9ΩrhcN). As
shown in Fig. 3 B and C, the DOA9::ernA3257 strain was able to in-
duce nodules on A. indica unlike the WT strain containing the empty
vector (DOA9-pMG103) or the T3SS mutant strain expressing

Fig. 2. The ernA gene encodes a bona fide T3E, and its expression is under

the control of TtsI. (A) Fold change expression of ernA (Brad3257_7701) and

2 T3SS genes (nopX and rhcJ) used as controls in ORS3257 and the ΩttsI

mutant after induction with genistein. Bacteria cultivated in the absence of

genistein but in presence of DMSO were used as reference. The expression

levels were normalized using adhB (Brad3257_3749) transcripts. The level of

expression was measured using qRT-PCR. Values represent mean ± SD (n = 3).

(B) ErnA of ORS3257 is secreted in the supernatant. Secreted proteins from

culture supernatants (sup.) or proteins from cell pellets (pel.) of the indicated

strains were subjected to immunoblot analysis with the anti-His6 (α-His) or

anti-GFP (α-GFP) antibodies. (C) ErnA of ORS3257 is secreted via the T3SS.

Secreted proteins from culture supernatants (sup.) or proteins from cell

pellets (pel.) of the ORS3257ΔT3SS mutant strains were subjected to im-

munoblot analysis with the anti-His6 antibody (α-His). The artifacts observed

in panel C are not the result of an image treatment.
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Fig. 3. Distribution of ernA genes among bradyrhizobia and symbiotic role in other strains after mutation or transfer. (A) Venn diagram representing the

number of Bradyrhizobium strains with an available genome sequence and the proportion with a T3SS as well as a homolog of ernA. (B–D) Symbiotic

properties on A. indica of 1) B. elkanii strain USDA61 and its mutant derivatives affected in the T3SS apparatus (USDA61ΩrhcJ) and the ernA homolog

(USDA61ΩernA61), and 2) Bradyrhizobium sp. strain DOA9 derivatives (WT and the T3SS mutant DOA9ΩrhcN) containing the empty vector pMG103 or

ernA3257 cloned into pMG103. (B) Number of nodules formed on A. indica plants at 21 d after inoculation with the indicated strains. Box plots show results of

1 representative experiment out of at least 2 independent experiments per strain (18 plants each). The central rectangle spans the first quartile to the third

quartile; the bold segment inside the rectangle shows the median; and the whiskers above and below the box show the locations of the maximum and

minimum value, respectively. ***P < 0.001, significant differences between the WT strain and each mutant strain using a nonparametric Kruskal–Wallis test.

(C) View of the roots and nodules elicited by the indicated strains. (Scale bars: Upper, 1.5 cm; Lower, 4 mm.) (D) Cytological analysis of the nodules elicited by

the various strains tested. (Scale bars, 500 μm.)
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ernA3257 (DOA9ΩrhcN::ernA3257). However, most of the nod-
ules looked similar to those induced by the USDA61 strain, i.e.,
had no infected central tissue but did have some necrotic zones
(Fig. 3D). These observations show that the introduction of
ernA into DOA9 confers the ability to nodulate A. indica, but
the symbiotic process remains incomplete, probably due to the
presence of incompatibility factors and/or to the lack of certain
factors that are needed to complete the infection process. Taken
together, all these different experiments confirm that ErnA confers
to bacteria the ability to form nodules on Aeschynomene.

ErnA Is Targeted to the Plant Nucleus. Alignment of the deduced
amino acid sequences of ErnA homologs revealed the existence
of 2 ErnA versions that differ in the presence or absence of an
80-amino acid domain at the N-terminal end of the protein (SI
Appendix, Fig. S6). Both versions seem to play a similar role in
triggering nodulation since mutation of the short (in strain
ORS3257) and long form (in strain USDA61) led to the same
Nod− phenotype in A. indica. A close examination of the 2 ver-
sions did not enable us to identify homology with known func-
tional domains. However, a nuclear localization signal (NLS)
present in the conserved N-terminal part of all ErnA homologs (SI
Appendix, Fig. S6) was predicted using NLS mapper (23).
To investigate the subcellular localization of ErnA in plant

cells, ErnA was C-terminally fused with enhanced GFP (ErnA-
eGFP) and transiently expressed in Nicotiana benthamiana leaf
cells upon Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation.
The GFP fluorescence was analyzed by laser-scanning confocal
microscopy 48 h after infiltration. Consistent with the identifi-
cation of a putative NLS motif, ErnA-eGFP was found to ac-
cumulate exclusively in the plant nucleus (Fig. 4A). The function
of the NLS domain was verified by generating an ErnAΔNLS
mutant C-terminally fused with eGFP (ErnAΔNLS-eGFP),
which was found to display a nucleocytoplasmic distribution
when transiently expressed in N. benthamiana cells (Fig. 4A).
The fact that the ErnAΔNLS-eGFP version is still partially
maintained in the nucleus might be explained by passive diffu-
sion across the nucleus membrane given the relatively small size
of the ErnA-eGFP protein (67 kDa).
Whether ErnA could also be targeted to the plant nucleus via

secretion and injection through a T3SS was investigated using
the GFP-strand complementation system that enables direct vi-
sualization of the bacterial delivery of effectors into host cells
(24). Briefly, GFP is composed of 11 beta strands; when split into
2 parts consisting of strands 1 to 10 (GFP1–10) and strand 11
(GFP11), both (poly)peptide chains spontaneously reassemble
into a functional GFP protein, provided that they are localized in
the same cellular compartment. In this system, GFP1–10 is con-
stitutively expressed in stably transformed plant cells. When a
bacterial effector tagged with the 11th strand of GFP (effector-
GFP11) is delivered in planta, GFP1–10 and effector-GFP11 re-
constitute a fluorescent GFP molecule whose subcellular local-
ization can be monitored. A construct containing ErnA fused
with GFP11 (ErnA-GFP11) was introduced into Pseudomonas
fluorescens (Pfo-1) cells, allowing T3SS-dependent delivery of
the tagged effector. Twelve hours after infiltration of Pfo-1(ernA-
gfp11) cells into Arabidopsis thaliana Col-0 leaves constitutively
expressing GFP1–10, GFP fluorescence was detected in almost
90% of the observed host cell nuclei (Fig. 4B), confirming the
localization deduced from the transient expression assay per-
formed in N. benthamiana (Fig. 4A). As a negative control, when
the ErnA effector lacking the GFP11 (ErnA-3HA) was delivered
by Pfo-1 cells in the GFP1–10 transgenic line, no fluorescence
could be detected (Fig. 4B). Collectively, these data demonstrate
that the ErnA effector is translocated into the host cell and
specifically targeted to the plant nucleus.

ErnA Binds Nucleic Acids in Plant Cell Nuclei. To better understand
the mode of action of ErnA in the nucleus, we investigated
whether it can interact with nuclear nucleic acids. To this end, we
performed a FRET-FLIM (fluorescence resonance energy
transfer with fluorescence lifetime imaging microscopy) assay
dedicated to the detection of protein–nucleic acid interactions in
planta (25). The nuclear targeted ErnA-eGFP fusion protein
(Fig. 4A) was used as the donor fluorophore. Nuclear nucleic
acids were converted into FRET acceptors with a DNA-binding
fluorescent dye (SYTOX Orange). In the absence of SYTOX
Orange treatment, an average GFP lifetime of 2.30 ns was
measured (Fig. 4C and SI Appendix, Table S3). A significant
decrease in the ErnA-eGFP lifetime was observed (1.94 ns) in
SYTOX Orange-treated samples due to FRET, indicating a
close association between the ErnA-eGFP partner (donor) and
the stained nuclear nucleic acids (acceptor) (Fig. 4C and SI
Appendix, Table S3). To verify that the detection of such FRET
was not due to the overaccumulation of ErnA-eGFP in SYTOX
Orange-stained nuclei, we used as a negative control a variant of
the Arabidopsis RRS1 immune receptor (RRS1-KR) whose
ability to interact with DNA is abolished by a mutation in its
DNA-binding domain (26). As expected, no FRET could be
detected in SYTOX-treated leaf samples expressing RRS1-KR-
eGFP (SI Appendix, Table S3). Together, these data support the
idea that ErnA-eGFP is closely associated with nucleic acids in
the plant nucleus.

The Ectopic Expression of ErnA in A. indica Roots Activates Organogenesis

of Root- and Nodule-Like Structures. In order to obtain further evi-
dence for the ability of ErnA to trigger nodule organogenesis,
transgenic hairy root lines of A. indica overexpressing ernA under
the control of the 35S promoter and expressing DsRed as a marker
for transformation were generated and grown in the absence of
bradyrhizobia. The production of the effector was verified by im-
munoblot analysis with an ErnA-specific antibody (α-ErnA) (SI
Appendix, Fig. S7). As early as 3 wk after transformation, some roots
expressing ernA displayed a succession of small bumps highlighted
by strong DsRed fluorescence (Fig. 5B). After 7 wk of growth, a
pronounced change in the root architecture was observed in 105 out
of 135 ernA-overexpressing plants. This change was characterized by
a large number of closely spaced swellings or protrusions all along
the apical–basal axis of the root (Fig. 5 C and D). In root sections,
2 different types of protrusions were distinguishable. In the first
type, the protrusions looked like emerging lateral roots whose de-
velopment was interrupted (Fig. 5 E–H). This type of protrusion was
located all around the transformed roots and contained central
vascularization (Fig. 5H). In rare cases, new meristems were visible
all along these lateral root-like structures (Fig. 5I). The second type
of protrusion resembled nodule primordia (Fig. 5 J–N). These
protrusions were generally located on one side of the root and were
often associated with an accumulation of brownish compounds, sug-
gesting the occurrence of a plant defense response (Fig. 5 J and K).
These protrusions were also more round in shape and were associ-
ated with central tissue composed of small dividing cells (Fig. 5 L–N).
Occasionally, large tumor-like structures were also observed on
plants overexpressing ernA (Fig. 5O and P). Staining the nuclei with
propidium iodide revealed that the structures were composed of an
agglomeration of meristems (Fig. 5P). None of these phenotypes
were observed in the 93 plants that were transformed with the
empty vector (Fig. 5A). Altogether, these results demonstrate that,
in the absence of bradyrhizobia, ErnA alone is capable of inducing
cell divisions, ultimately leading to the initiation of new meristems.

Discussion

The knowledge that certain bradyrhizobia can activate the nod-
ulation process in some legume plants in the absence of NF
signaling but in a T3SS-dependent manner has only recently
emerged (13, 14). Here, we significantly advanced our understanding
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of this alternative symbiotic process by showing that it relies on a
subtle mixture of at least 5 effectors playing synergistic and comple-
mentary roles (Fig. 6). The effectors NopM1 and NopP1 most
probably act together to suppress the plant immune responses
and are required to maintain a chronic intracellular infection. The
NopAB and NopT effectors appear to play a role in early steps
of the symbiotic process and are required for efficient nodule
infection. Finally, we identified the effector ErnA as a key
factor to form nodules.
Three of these 5 effectors (NopM1, NopP1, and NopT) have

already been characterized in other rhizobia. NopM and NopP
play a positive role during the interaction between Ensifer fredii
NGR234 and several legumes species, as mutants in these genes
induced fewer nodules (20, 27). Both are thought to suppress
plant defense reactions. NopM, which has an E3 ubiquitin ligase
domain, reduces the production of flagellin elicitor-induced reactive
oxygen species when transiently expressed in N. benthamiana (19).
NopP is phosphorylated by plant kinases, but so far it is not known
whether this phosphorylation interferes with plant defense signaling
(18). NopT also plays a positive role in E. fredii NGR234 during the
interaction with Phaseolus vulgaris and Tephrosia vogelii (28). NopT
effectors are cysteine proteases belonging to the YopT-AvrPphB
effector family, which localize at the cytoplasmic membrane of the
host cell, but their modes of action remain unknown. Interestingly,
the NopT homolog in Yersinia pestis, named YopT, has been
reported to affect the actin cytoskeleton of the host cell by mod-
ulating the function of Rho GTPases (29). Considering that as-
sembly of actin filament networks is critical during the endocytotic
uptake of rhizobia in symbiosomes (30), NopT probably plays a
direct role in the infection process. The 2 other effectors, NopAB
and ErnA, have never been reported to play a symbiotic role even
though both have homologs in a diverse range of bradyrhizobia.
The NopAB and ErnA effectors do not show homology with
known functional domains.
Here, we provide evidence that ErnA localizes in the host

nucleus and binds nucleic acids. From these data, it is tempting
to hypothesize that ErnA associates with nuclear nucleic acids
to manipulate host gene expression. Further experiments are
necessary to determine whether the function of ErnA depends
on this nuclear localization and whether its nucleic acid bind-
ing properties are linked with transcriptional programming.
Interestingly, transformed roots of A. indica expressing ErnA
displayed numerous meristem-like structures all along the root, a
phenotype reminiscent of the one observed in Arabidopsis root
explants grown on medium containing auxin (31). It is therefore
possible that ErnA positively influences plant cell division by
modulating the cytokinin/auxin balance, 2 key phytohormones
governing nodule and root meristem induction (32). Interestingly,
similar structures have also been observed in Lotus japonicus
overexpressing the NIN or NF-Y transcription factors, which are
key components of the NF signaling pathway controlling nodule
organogenesis (33, 34). However, the nature of the organs induced
by the expression of ernA remains unclear, and the question whether
ErnA-mediated organogenesis activates the common symbiosis
signaling pathway needs to be addressed.
To our knowledge, ErnA is the only rhizobial effector reported

to play a direct role in nodule development. Interestingly, a parallel
can be drawn with some pathogenic T3Es reported to induce gall
formation, such as HsvG or HsvB identified in Pantoea agglomerans
or to induce cytokinin signaling such as the Pseudomonas syringae
HopQ1 effector (35, 36). To better understand the mode of

Fig. 4. ErnA is targeted to the plant cell nucleus and interacts with nucleic

acids. (A) GFP fluorescence observed in N. benthamiana leaves transiently

expressing ErnA-eGFP or ErnAΔNLS-eGFP. GFP was visualized by confocal

microscopy 48 h after Agrobacterium infiltration of the leaves. From Left to

Right: an overlay of GFP and chlorophyll fluorescence from transformed leaf

cells, and the GFP and DAPI fluorescence spectrum of a representative nu-

cleus from a transformed cell. Staining with DAPI was used to visualize nu-

clei. At least 10 nuclei were observed, and all of them showed the same

distribution pattern of DAPI staining and GFP fluorescence. (Scale bars,

15 μm.) (B) Visualization of ErnA-GFP11 in Arabidopsis cells after its secretion

and injection by P. fluorescens. Three-week-old Arabidopsis Col-0 plants

expressing GFP1–10 were infiltrated with P. fluorescens expressing either

ErnA-GFP11 or ErnA-3HA. Reconstituted GFP was visualized by confocal mi-

croscopy 12 h postinfiltration. From Left to Right: an overlay of GFP, DAPI,

and chlorophyll fluorescence spectrum, and the GFP and DAPI fluorescence

spectrum, respectively. Staining with DAPI was used to visualize nuclei. (Scale

bars, 15 μm.) (C) GFP lifetime distribution of nuclear ErnA-eGFP in presence

or in absence of SYTOX Orange. FRET-FLIM measurements (SI Appendix,

Table S3) were performed as described in Methods. Histograms show the

distribution of nuclei (in percentage) according to classes of GFP lifetime

value (in nanoseconds) in the absence (red bars) or in the presence (green

bars) of the SYTOX Orange acceptor. The measured lifetimes of ErnA-eGFP

were clearly shifted to lower values in the presence of SYTOX Orange

compared to samples without the acceptor (indicated by partial overlap

between green and orange arrows spanning relative GFP lifetime classes).

Values were obtained from 8 different foliar discs collected 48 h post-

infection and obtained from 2 independent experiments. Notably, upon

transient expression of ernA in N. benthamiana leaves, no callus develop-

ment or any other morphological changes were observed.
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action of ErnA, our next challenge is to identify its target(s) and
to investigate whether there is a link between ErnA and the NF-
dependent signaling pathway.
The key role of ErnA in nodule formation is strengthened by the

observation that the 2 ernA mutants in USDA61 and ORS3257
strains lost their ability to nodulate A. indica. Moreover, introducing
ernA in the nodulation-defective Bradyrhizobium strain DOA9
made it capable of inducing nodules. It should be noted that several
Bradyrhizobium strains containing ernA, such as B. diazoefficiens

USDA110, and USDA122, and B. japonicum USDA124, are un-

able to induce nodules on A. indica (14). This suggests that, be-
sides ErnA, other factors have to act in concert to establish NF-
independent, T3SS-dependent nodulation. Moreover, we cannot
exclude the possibility that these strains deliver effectors that ac-
tivate host immune responses, thereby rendering the interaction
incompatible. Finally, it is possible that despite the high conser-
vation of the proteins in the bradyrhizobia, some ErnA variants
have different nodule-inducing abilities.
In most bradyrhizobia, the T3SS gene cluster colocalizes with

the nod gene cluster. This indicates that the T3SS is an integral

Fig. 5. ErnA induces meristematic protuberances. (A–D) A. indica roots transformed with either the empty vector containing the DsRed marker (A) or p35S-ernA

(B–D) and observed by a light (Upper) or a fluorescent (Lower) stereomicroscope equipped with a DsRed filter. Observations were made at 3 wk (B) or 7 wk (A, C,

and D) after transformation in the absence of bradyrhizobia. White arrowheads in B indicate the formation of small bumps. (E–I) Lateral root-like structures

induced by p35S-ernA observed 7 wk after transformation. View of lateral root-like structures (E). Cross-sections of transformed roots forming lateral root-like

structures (F and G). (H and I) Confocal microscopy of lateral root-like structures using staining with SYTO 9 (green; xylem vessels), calcofluor (blue; plant cell wall),

and propidium iodide (red; plant nuclei). In H, abbreviations: ct, cortical cells; ed, endoderm; ep, epiderm; pi, pericycle; pl, phloem; xl, xylem vessels. In I, white

arrowheads indicate new meristems. (J–N) Root nodule-like primordia structures induced by p35S-ernA. View of the root nodule-like primordia (J). Longitudinal

sections of root nodule-like primordia (K–N). In K, black arrowheads indicate necrotic zones. (O and P) Cross-sections of tumor-like structures observed either by

light (O) or by confocal microscopy (P) after staining as in H and I. (Scale bars: A, C, and D, 1.5 cm; B, E, and J, 2 mm; F, G, I, and K–P, 500 μm; H, 50 μm.)
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part of the arsenal of tools available to the bacteria to enable a
symbiotic interaction with legumes. Until now, this T3SS ma-
chinery was viewed as accessory equipment that modulates the
host spectrum of the bacteria by interfering with plant immune
responses. The discovery that a single effector protein, widely
distributed among bradyrhizobia, is capable of inducing nodule
organogenesis, suggests that legume nodulation programs, which
until now were considered to be under the (almost) exclusive
control of NFs and the common symbiosis signaling pathway, can
also be regulated by T3SS effectors in a wide range of rhizo-
bium–legume interactions. This is a major breakthrough in the
field that could pave the way for designing strategies to transfer
nodulation to nonleguminous plants.

Methods
Bacterial Strains and Growth Conditions. Bradyrhizobium strains ORS3257,

DOA9, and USDA61 and their derivatives (SI Appendix, Table S4) were

grown in yeast mannitol medium (37) at 34 °C. Escherichia coli strains were

grown at 37 °C in Luria–Bertani (LB) medium (38). Agrobacterium rhizogenes

Arqua1 and A. tumefaciens GV3101 were grown at 28 °C in arabinose–

gluconate medium (39) and P. fluorescens was grown in King’s B medium

(40). When required, the media were supplemented with the appropriate

antibiotics at the following concentrations: 50 μg/mL kanamycin, 20 μg/mL

nalidixic acid, 20 μg/mL cefotaxime (Cefo), and 100 μg/mL spectinomycin.

Plasmid Construction, Mutagenesis, and Complementation. Standard molecu-

lar biology techniques were used for all cloning procedures. All constructions

made in this study are listed in SI Appendix, Table S4, which also includes the

primers and the cloning strategies. For the construction of insertional mu-

tants (obtained by single crossing-over), a 250- to 350-bp internal fragment

of the target gene was amplified by PCR and cloned into the nonreplicative

plasmid pVO155-npt2-GFP-npt2-Cefo (14). For the construction of deletion

mutants (obtained by double crossing-over), 750- to 1,000-bp PCR fragments

corresponding to the upstream and downstream flanking regions of the

locus of interest were merged by overlap extension PCR and cloned into

pNPTS129, which carries the sacB gene (41). Subsequently, a Cefo resistance

cassette was introduced between the upstream and downstream flanking

regions previously cloned into the pNPTS129 plasmid. The resulting plasmids

were then transferred by conjugation into Bradyrhizobium strains as de-

scribed previously (42). Single recombinant mutants were obtained by

growing the bacteria on plates containing a selective antibiotic and sub-

sequently verified by diagnostic PCR. Deletion mutants were selected in

a subsequent step in which bacteria were grown on sucrose–Cefo plates.

Sucrose- and Cefo-resistant clones were checked for loss of kanamycin re-

sistance from the pNPTS129 plasmid, and kanamycin-sensitive clones were

screened by PCR for the deletion of the corresponding genomic DNA region.

For complementation experiments of the ORS3257Δ7701 mutant, a PCR

fragment encompassing the Brad3257_7701 gene including the 500-bp up-

stream promoter region was cloned into pVO155-npt2-GFP (14) and rein-

troduced into the Δ7701 mutant by single crossing-over. The same DNA

region was also cloned into pMG103-npt2-cefo-npt2-GFP and transferred

into DOA9 by electroporation as previously described (43).

Plant Cultivation and Symbiotic Analysis. A. indica plants were grown and

inoculated as previously described (14). Eighteen plants per condition were

taken at 21 d postinoculation for nodulation and nitrogen fixation assays, and

the number of nodules and nitrogenase activity were analyzed as previously

described (44). The experiments were carried out at least in duplicate. For

microscopic analysis, nodules and transformed roots were harvested and ob-

served directly or upon embedding in agarose (4%), and then freshly sliced

into 30-μm sections with a Leica VT1200S vibratome (Leica Microsystems). The

nodule sections were incubated for 15 min in live/dead staining solution (LIVE/

DEAD BacLight Bacterial Viability Kit; Molecular Probes) and then analyzed as

previously described (14).

Expression Analyses. Bradyrhizobium WT strain ORS3257 and its ΩttsI mutant

were cultivated in BNM-B minimal medium (45). When the OD600 reached

∼0.4, 5 μM genistein dissolved in DMSO or DMSO alone was added, and the

cultures were harvested after 24 h. Total RNA was extracted using the

Ribopure Bacteria kit (Ambion) and treated with DNase I (Qiagen). One

hundred nanograms of total RNA per sample were reverse transcribed using

SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen) and random hexamer prim-

ers, following the supplier’s protocol. Real-time qPCR was performed using

the Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent Technolo-

gies). Transcript levels were normalized to the expression of the adhB gene

(Brad3257_3749). Primers used to amplify adhB, rhcN, nopX, and ernA

transcripts are listed in SI Appendix, Table S5.

Production of Anti-ErnA Antibody. An E. coli BL21 strain expressing His6-tagged

ErnA from strain ORS3257 was constructed. A PCR fragment of the ernA gene

from the start to the last codon before the stop was amplified using a reverse

primer containing an in-frame His6-tag sequence and a stop codon. The PCR

product was cloned into the pET-29b vector (Merck) (SI Appendix, Table S4),

and the resulting construct was introduced in the E. coli strain BL21.

The E. coli BL21 ErnA-His6 strain was grown for 3 h at 37 °C in LB medium

supplemented with 5 mM IPTG to induce the expression of the ErnA-His6
protein. Cells were harvested by centrifugation, resuspended in 50 mM Tris·

HCl, pH 8.0, 20 mM imidazole, 500 mM NaCl buffer, and disrupted by son-

ication. After centrifugation at 20,000 × g at 4 °C for 30 min, His6-tagged

Fig. 6. Proposed model for the NF-independent, T3SS-dependent symbiotic process between Bradyrhizobium ORS3257 and A. indica. The symbiosis between

ORS3257 and A. indica does not involve NFs but depends on a mixture of T3Es delivered into the host cell where they act in concert for nodulation. NopP1 and

NopM1 suppress plant defense responses resulting from the activation of PTI and/or ETI. Both NopAB and NopT effectors promote bacterial infection of the

nodule, directly or indirectly. The ErnA effector triggers organ development either by activating the common symbiosis signaling pathway (CSSP) or by a yet-

unknown mechanism. Moreover, we cannot exclude that ErnA is also involved, directly or indirectly, in the infection process.
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protein was purified as described by Marty et al. (46). Purified protein was

used for the production of rabbit polyclonal antibodies (Agro-Bio). Two

rabbits were immunized by injecting 1 mg of purified protein and exsan-

guinated after 42 d to collect antiserum.

Immunoblot Analysis. Six hundred milliliters of BNM-B minimal medium were

inoculated with 3-mL precultures of the ORS3257 and ΔT3SS strains con-

taining a His6-tagged version of ernA or nopT (see SI Appendix, Table S4 for

the constructions). Bacteria were cultivated at 28 °C for 48 h in the presence

of genistein (5 μM) at 200 rpm. To prepare proteins from the culture su-

pernatant, bacterial cells and exopolysaccharides were separated from the

supernatant in 2 centrifugation steps (first step: 1 h, 4,000 × g, 4 °C; second

step: 30 min, 8,000 × g, 4 °C). Proteins in the supernatant were precipitated

using trichloroacetic acid as previously described (47) and resuspended in

75 μL of NuPAGE LDS Sample Buffer (#NP0007; Thermo Fisher) for SDS/PAGE

analysis. For analysis of cellular proteins, bacterial cells were resuspended in

5 mL of solubilization buffer (50 mM Tris·HCl, pH 8.0, 20 mM imidazole, and

300 mM NaCl) and lysed by 5 freeze–thaw cycles in liquid nitrogen. After

centrifugation (30 min, 8,000 × g, 4 °C), 4× LDS Sample Buffer was added to the

supernatant corresponding to the soluble proteins of the cell. Protein solutions

(25 μL) from bacterial cells and culture supernatants were separated on 12.5%

SDS/PAGE gels and transferred to polyvinylidene difluoride membranes. The

membranes were then blocked for 1 h in PBSTM buffer (PBS, 0.1% Tween 20,

5% nonfat milk). The appropriate antibodies were added to the PBSTM and the

membranes were incubated for 2 h at room temperature. Mouse antibodies

were used at the following dilutions: anti–His6-tag (#SAB1305538; Merck),

1:1,000, and anti-GFP (#SAB4200681; Merck), 1:2,000. The membranes were

then incubated for 2 h with peroxidase-conjugated anti-mouse IgGs (1:500;

#A9044; Merck). Immunoblotted proteins were detected by chemiluminescence

using the Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate (#32132; Thermo Fisher)

according to the manufacturer’s protocols.

To confirm expression of ernA in transformed roots of Aeschynomene, total

protein extracts from 200 mg of roots were obtained using the Plant Total

Protein Extraction Kit (#PE0230; Sigma-Aldrich) according to the manufac-

turer’s protocols. Approximately 10 mg of protein were used for Western blot

analysis as described above using the anti-ErnA antibody diluted at 1:1,000

and an anti-rabbit antibody (/#AP132P; Merck) diluted at 1:500.

Effector Delivery in Arabidopsis thaliana. The ernA-gfp11 DNA fragment

constructed as described in SI Appendix, Table S4, was cloned into the pBBR-

GWY-3HA (26) destination vector, thus allowing the expression of ernA-

gfp11 in Pseudomonas fluorescens (Pfo-1) cells. The effector delivery assay

using syringe infiltration was performed on 3-wk-old plants of Arabidopsis

Col-0 GFP1–10 using Pfo-1(ernA-gfp11) cells resuspended in 10 mM MgCl2
(OD600 = 0.2). Discs (6 mm) of infiltrated leaves were collected 12 h post-

inoculation, mounted on a glass slide, and covered with a coverslip. Images

were acquired with a confocal microscope (Leica; SP2 AOBS) using a 40×

water-immersion lens (numerical aperture [N.A.] 0.8). For excitation, a 405-nm

ray line of a diode laser and the 488-nm ray line of an argon laser were used

and the emitted fluorescence collected in the blue range between 410 and

470 nm and in the green range between 500 and 530 nm.

Agrobacterium tumefaciens Infiltration Assays in Nicotiana benthamiana.

Plasmid p35S-ernA-gfp expressing ErnA-eGFP under the control of the 35S

promoter (SI Appendix, Table S4) was introduced into A. tumefaciens strain

GV3101 by electroporation (48). Leaves from 4-wk-old N. benthamiana

plants were infiltrated using a needleless syringe containing bacteria

resuspended in infiltration buffer (10 mM MgCl2; 10 mM MES-KOH, pH 5.6;

150 μM acetosyringone) and adjusted to OD600 = 0.5.

After 48 h following A. tumefaciens infiltration, N. benthamiana leaf sam-

ples were incubated in 5 μg/mL DAPI solution (4′,6-diamidino-2-phenylindole;

Sigma) for 30 min. Localization of fluorescently labeled ErnA was observed

with a confocal microscope (Leica SP2 AOBS) using the 488-nm ray line of an

argon laser for excitation, the green (GFP) and the blue (DAPI) emitted fluo-

rescence being collected between 510/550 nm and 410/470 nm, respectively.

Preparation of Leaf Samples for FRET-FLIM Assays. Leaf samples were prepared

as previously described (26). A. tumefaciens-infiltrated N. benthamiana leaf

disk samples (8 mm in diameter, harvested 48 h after infiltration) were

vacuum-infiltrated with a TBS buffer (Tris·HCl, 25 mM, pH 7.5; NaCl, 140 mM;

KCl, 3 mM) containing 4% (wt/vol) paraformaldehyde and incubated for

20 min at 4 °C. The fixed samples were permeabilized by incubation in

proteinase K solution (Tris·HCl, 50 mM, pH 7.5; NaCl, 100 mM; EDTA, 1 mM;

SDS, 0.5%; 200 μg/mL of proteinase K [Invitrogen]) for 10 min at 37 °C.

Nucleic acid staining was performed by vacuum-infiltrating a 5 μM SYTOX

Orange (Invitrogen) solution in TBS buffer and incubating samples for

30 min at room temperature in the dark. Fixed leaf discs were washed with

and mounted on TBS buffer before observations on an inverted microscope

(Eclipse TE2000E; Nikon).

FRET-FLIM Measurements. Fluorescence lifetime measurements were per-

formed with a FLIM system based on a time domain approach using a streak

camera, as previously described (26). The light source was a laser picosecond

pulse source (PLP 481 nm, pulse duration of 70 ps, 340-mW peak pulse

power; Hamamatsu Photonics) with a fundamental frequency of 20 MHz. All

images were acquired with a 60× oil-immersion lens (Plan APO, 1.4 N.A., IR)

mounted on an inverted microscope (Eclipse TE2000E; Nikon). The pulse

laser emission was directed back into the detection unit through a dichroic

mirror (495/25 nm) and a bandpass filter (520/25 nm). The detector was a

20-MHz streak camera (Streakscope C10627; Hamamatsu Photonics) coupled

to a fast and high-sensitivity CCD camera (model C8800-53C; Hamamatsu

Photonics). For each nucleus, average fluorescence decay profiles were

plotted and lifetimes were estimated by fitting data with exponential

function using a nonlinear least-squares estimation procedure (25). Fluo-

rescence lifetime of the donor (GFP) was experimentally measured in the

presence and absence of the acceptor (SYTOX Orange). FRET efficiency (E)

was calculated by comparing the lifetime of the donor in the presence (τDA)

or absence (τD) of the acceptor: E = 1 − (τDA)/(τD). Statistical comparisons

between control (donor) and assay (donor + acceptor) lifetime values were

performed by Student’s t test. For each experiment, 8 leaf discs obtained

from 4 A. tumefaciens-infiltrated leaves were used to collect data.

Hairy Root Transformation with Agrobacterium rhizogenes. Plasmid p35S-ernA

containing ernA under the control of the 35S promoter (see SI Appendix,

Table S4, for the construction) and the empty vector pJCV51 with the DsRed

marker (https://gateway.psb.ugent.be) were introduced by electroporation

into the A. rhizogenes ARqua1 strain used for hairy root transformations. A.

indica roots were transformed following previously described procedures

(39). The plant roots were observed at 3 and 7 wk posttransformation.
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Table S1. List of the tts boxes used in the hidden Markov model profilea.  

nop gene tts box sequences 

Ensifer fredii NGR234 strain 

nopB GTAGTCAGCGTGTCGTCAGCTCGCCTCGCTAGAG 

nopC ATTGTCAGCTTTTCGAAAGCTGGAGCTCATAAGT 

nopL ATTGTCAGCTTCTCGAAAGGTATGTCTCTTAACA 

nopM ATCGTCAGTTTATTGACAGCTAAGCCTTGTAGAA 

nopP CTAGTCAGCTGAACGTCAGTTGTGCGCGTCTATC 

nopT GCCGTCAGCTTAACGAAGCATCGTGCGAAGCGCG 

nopX CTCGTCAGTTTCTCGAAAGCTAAACCGCTCATGA 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110 strain 

nopB TCCGTCAGGTTTTCGTCAGCTCGGCAGCCTATGA 

nopC TCCGTCAGGTTTTCGTCAGCTCGGCAGCCTATGA 

nopE1 ATCGTCAGCTTTTCGACAGGTGTTCGGGCTACCG 

nopE2 GTCGTCAGCTTTTCGACAGGTGCTGCAGGTAGAG 

nopL ATCGTCAGCTTTTCGAAAGCTAAAGCCCCCAGCA 

nopM1 CTCGTCAGCTCGACGTAAGCTAAATGTCTTAGAG 

nopM2 TTCGTCAGCTTATCGACAGGTAGGCCTGCTAAGG 

nopP1 TAGGTCAGGTTGTGGTCAGTTAGGTTGTATATTA 

nopT1 TCCGTCAGCTCGCCATCAGCTTGTCCGGGTATCC 

nopT2 CTCGTCAGTTTGCCGCGATATCGGTCGCAGGCAA 

Bradyrhizobium elkanii USDA61 strain 

nopB CTCGTCAGGTTTTCGTCAGCTCACCGTACTACGA 

nopC CTCGTCAGCTTGTCGAAAGCTAATGCTTCCATAG 

nopL CTCGTCAGCTTCTCGAAAGCTAACTCTCTTAGCA 

nopM1 CCCGTCAGCTTATCGACAGCTACGTCTCGTAGCA 

nopM3 CTCGTCAGCTTCTCGAAAGCCAAGCCTTGTAGCG 

nopM3 CTCGTCAGCTGATCGACAGGTAGGCCTGCAAAGG 

nopP1 CTAGTCAGCTTACGGTCAGTTTCGCCTGGCTACT 

nopP2 TGGGTCAGCTTGCGGTAAGCTAGGCTGTGTATTC 

nopT GCCGTCAGCTTGCGGCAATATCCTTCAGAGGCAG 

 

a. The sequences of 26 confirmed tts boxes from Ensifer fredii strain NGR234 (4), B. 

diazoefficiens USDA110 (5), and B. elkanii USDA61 (6) were used.  
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Table S2. The inventory of putative type III effectors in the Bradyrhizobium sp. ORS3257 

strain. 

Gene Id 
nop gene 

homologya 
tts box sequenceb 

Characteristics of encoded 

proteins 
Mutationc 

!"#$%&'()*+(,- ./012- GTCAGCTTATAGACAGCTGAGCTTCCTA !"#$%&'(&)*+,)+-+.&%+/01$& 2"3453&4./012&

!"#$%&'()*+(6- ./072- GTCAGCTTACGGACAGCTAAGCTGCTTA ).5."6.& 2"3453&4./072&

!"#$%&'()(,++- ./08-- GTCAGCTCGTCGTCAGCTTGCCGCGAAT 781-$+.$&9:"-$01$& 2"34!3&4./08&

9:;*'(6&+&:- ./05<- .+;& ).5."6.& 2"34!3&4./05<&

!"#$%&'()(2(&- <& GTCAGGTTCTCGAAAGCTTGCTCGACTA ).5."6.& 2:349&

!"#$%&'()(2(6- <& GTCAGCTTTTCGAAAGGTTGCGGCTACA =..>&?=.7"@90-+*%$&."A)%0-+".&>B&& 2:349&

!"#$%&'()(2(+- ./01&- GTCAGCTGATCGACAGGTAGGCCTGCTA !"#$%&'(&)*+,)+-+.&%+/01$& 2:349&

!"#$%&'()(262- ./01%- GTCAGCTTATCGAAAGCTAAGTCTCTTA !"#$%&'(&)*+,)+-+.&%+/01$& 2:349&

!"#$%&'()(2+,- ./05:- ==>&*"C&)91-:$0@&"D&>:0A(EFGHGIJK& 9)-0-+#$&9$7-+.$1-$:01$& 2:349&

!"#$%&'()(2+2- ./059- ==>&*"C&)91-:$0@&"D&>:0A(EFGHGIJK& 9)-0-+#$&$.A"<9"%8/0%07-):".01$& 2:349&

!"#$%&'()(2+%- <& ==>&*"C&)91-:$0@&"D&>:0A(EFGHGIJK& ).5."6.& 2:349&

!"#$%&'()(2+?- <& GTCAGCTTCTGGAAAGCTTCTCCGAATA ).5."6.& 2:349&

!"#$%&'()(&,(- ./0!@- .+;& 9)-0-+#$&1$:+.$L-M:$".+.$<9:"-$+.&5+.01$& 2:349&

!"#$%&'()(&%6- <& GTCAGCTTCCGGAAAGCTGAACCTGCCA 9)-0-+#$&-:$M0%"1$<N<9M"19M0-$&18.-M01$& 4(&%6&

!"#$%&'()((,2- <& GTCAGCTTGTCGACAGCTGATCCTAATA ':.O&?'DD$7-":&:$,)+:$A&D":&."A)%0-+".B& 4((,23&2((,2&

!"#$%&'()((,(- <& GTCAGGTTTGAGACCGACGTTCAAAAGT 9)-0-+#$&9$9-+A01$& 2"34:3&4((,(&

!"#$%&'()((22- ./05!- GTCAGCTTCTCGAAAGCCAACCTCCTTA ).5."6.& 2"34:3&4./05!&

!"#$%&'()((26- ./0!A- GTCAGCTAGTCGTCAGTCAGGCGGTCTA ).5."6.& 4./0!A&

!"#$%&'()((%?- ./05B2- GTCAGCTATTCGACAGCTAAGCCCTTTA ).5."6.& 2"34C&

!"#$%&'()((%*- ./05D- GTCAGGTTTTGGAAAGCTAACGTGAATA ).5."6.& 2"34C&

!"#$%&'()((%6- ./05B&- GTCAGCTTCCGGAAAGCTGGAGCTGCAA ).5."6.& 2"34C&

!"#$%&'()((?,- ./051- .+;& ).5."6.& !"#$%&#'#()$

!"#$%&'()(('+- ./0E- GTCAGCTTTTCGAAAGCTACTGCTGCCA ).5."6.& 4./0E&

!"#$%&'()((*?- ./09- GTCAGCTTGTCGAAAGCTAATCCTTGCA ).5."6.& !"#$%&#'#()$

!"#$%&'()((*(- ./05E- ==>&*"C&)91-:$0@&"D&./09-& ).5."6.& !"#$%&#'#()$

!"#$%&'()((*6- <& ==>-F/G-H0>="3#I-/J-./09-- ).5."6.& !"#$%&#'#()$

!"#$%&'()(6%2- ./07&- GTCAGGTTGTGGTCAGCTAGGAATTTTA ).5."6.& 4./07&&

 

a. Homologies determined from nop genes described in Kimbrel et al. (2) and Staehelin and 

Krishnan (3). 

b. ni., tts box not identified in the upstream region of the gene. In bold are the nucleotides 

indicated that are conserved with the consensus tts box motif described in Zehner et al. (5).   

c. ∆, deletion mutants. Ω, insertional mutants. 
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Table S3. FRET-FLIM measurements showing that ErnA binds to nuclear nucleic acids 

in planta. 

 

Donor Acceptor τ
a SE ∆tb nc FRETd pe 

ErnA-eGFP -sytox 2,3067 0,03748983 
359 

30 
15,6 1,9484E-12 

ErnA-eGFP +sytox 1,9468 0,02230802 38 

RRS1-S-KR-eGFP -sytox 2,0931 0,0310181 
0,36 

25 
1,7 0,99316508 

RRS1-S-KR-eGFP +sytox 2,0928 0,02802933 25 

 

a. Mean lifetime (in nanoseconds). For each nucleus, average fluorescence decay profiles 

were plotted and fitted with exponential functions using a nonlinear square estimation 

procedure. Mean lifetime was calculated according to τ = Σ αiτi² / Σ αiτi with I(t) = Σ αi e-t/τi. 

b. ∆t = τD - τDA (in nanoseconds). 

c. Total number of measured nuclei. 

d. Percentage of FRET efficiency: E = 1-(τDA/τD). 

e. P value of the difference between the donor lifetimes in the presence and absence of 

acceptor (Student’s t test). 
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Table S4. Constructions made in this study. 

Construction Primers Sequences (5’ ! 3’) Relevant characteristics 

!"#$%!"##& Up-3257-T3SSg.f / CGCTGGAGGATCCCCGAAACAGCATCAAAAC /   

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA 

regions of the T3SS main operon (from nopB to rhcU). The PCR 

fragments were merged by overlap extension PCR and cloned into 

pNPTS129 at the BamHI/XbaI sites. The cefotaxime resistance 

cartridge was then cloned in the HindIII site between the upstream 

and downstream fragments. This construction was used to obtain 

the 3257∆T3SS mutant by double crossing over. 

&

Up-3257-T3SSg.r CCTTGGACTCAAGCTTGCCAAACAAGATGGAGGAAATC 

& Dw-3257-T3SSg.f/  CTTGTTTGGCAAGCTTGAGTCCAAGGAACAGGATGGTAATC 

&&
Dw-3257-T3SSg.r GCCGACTCTAGACGCGCCATGGGTGTTGCCAATTAC 

!"#$%$%&'& Up-3257-RegA.f / GGCCCGAATTCTCACGATACGTCAAGATTAATC /   

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA of 

the RegA region. The PCR fragments were merged by overlap 

extension PCR and cloned into pNPTS129 at the EcoRI/KpnI 

sites. The cefotaxime resistance cartridge was then cloned in the 

SalI site between the upstream and downstream fragments. This 

construction was used to obtain the 3257∆regA mutant by double 

crossing over. 

&

Up-3257-RegA.r TCGCATCGTCGACTCTAGACCATGGCGACCACACTCCTATG 

 Dw-3257-RegA.f / GCCATGGTCTAGAGTCGACGATGCGATCGCCGCCCCGATCATG/ 

&&
Dw-3257-RegA.r GCCGTCGGTACCGACGACGGCCTTGCCGATTAAC 

!"#$%$%&(& Up-3257-RegB.f / TCTTCGGATCCCACTTCGAAGGTGCGGACTATAC/ 

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA of 

the RegB region. The PCR fragments were merged by overlap 

extension PCR and cloned into pNPTS129 at the BamHI/XbaI 

sites. The cefotaxime resistance cartridge was then cloned in the 

HindIII site between the upstream and downstream fragments. 

This construction was used to obtain the 3257∆regB mutant by 

double crossing over. 

 

Up-3257-RegB.r AGTACGTCTGAAGCTTTGGAAGTGCTTAGATCGATCATC 

 Dw-3257-RegB.f / AGCACTTCCAAAGCTTCAGACGTACTGCACCAGTCTAAG/ 

&&
Dw-3257-RegB.r CCCTTGTCTAGACTATCCAGGTCGCAGCCTCTTATG 

!"#$%$%&)& Up-3257-RegC.f / GCGCGAGGATCCCGGAGCAACCGCCATAGAATATG/ 

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA of 

the RegC region. The PCR fragments were merged by overlap 

extension PCR and cloned into pNPTS129 at the BamHI/XbaI 

sites. The cefotaxime resistance cartridge was then cloned in the 

HindIII site between the upstream and downstream fragments. 

This construction was used to obtain the 3257∆regC mutant by 

double crossing over. 

 

Up-3257-RegC.r TCAGACCAAGAAGCTTAAGTTACTGAGCGGGAACATTTG 

 Dw-3257-RegC.f / TCAGTAACTTAAGCTTCTTGGTCTGAAATTGAAAGAAAC/ 

&&
Dw-3257-RegC.r GACAGGTCTAGAGTTGAAGCGAGGTCCCGGGCTTTC 

!"#$%$%&*& Up-3257-RegD.f / GAATGAGAATTCACTCGTGTCCTGAATAAG/ 

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA of 

the RegD region. The PCR fragments were merged by overlap 

extension PCR and cloned into pNPTS129 at the EcoRI/XbaI 

sites. The cefotaxime resistance cartridge was then cloned in the 

HindIII site between the upstream and downstream fragments. 

This construction was used to obtain the 3257∆regD mutant by 

double crossing over. 

 

Up-3257-RegD.r TGCTGCAGCCAAGCTTGAGAGGCCAAGTTCGAATGTTAAG 

 Dw-3257-RegD.f / TTGGCCTCTCAAGCTTGGCTGCAGCATCGCATGAAAC/ 

&&
Dw-3257-RegD.r CATGCACTCTAGAGTCCTTGGTTGACGTGAGAATG 

!"#$%$%&+& Up-3257-RegE.f / CGCATTGAATTCGACGAAGTCACCCAGCAGGATATC/ 

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA of 

the RegE region. The PCR fragments were merged by overlap 

extension PCR and cloned into pNPTS129 at the EcoRI/XbaI 

sites. The cefotaxime resistance cartridge was then cloned in the 

HindIII site between the upstream and downstream fragments. 

This construction was used to obtain the 3257∆regE mutant by 

double crossing over. 

 

Up-3257-RegE.r TGTTTTCTTCAAGCTTGTCAATGTCATCGAGCAAAGTTG 

 Dw-3257-RegE.f / TGACATTGACAAGCTTGAAGAAAACACGAGCGCAATATC/ 

&&
Dw-3257-RegE.r GGGCGTCTAGACAACACATCCAAGATGCAAGGATG 

!"#$%,,-.& Up-3257-7701.f / CTTCTGGGGATCCCACGCAGCACGGCAACTTAATG/ 

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA  

regions of Brad3257_7701. The PCR fragments were merged by 

overlap extension PCR and cloned into pNPTS129 at the 

BglII/XbaI sites. The cefotaxime resistance catridge was then 

cloned in the HindIII site between the upstream and downstream 

fragments. This construction was used to obtain the 3257∆7701 

mutant by double crossing over. 

 

Up-3257-7701.r GTCCCTGGTGAAGCTTCTCTCTCGTTCTCGCTCTATTAG 

 Dw-3257-7701.f / AACGAGAGAGAAGCTTCACCAGGGACAGTCGCTACATG/ 

&&
Dw-3257-7701.r GATCGGTCTAGAAATCCAAACTAACGAGCCTTTAG 

!"#$%$%&(/.& Up-3257-RegB-1f / GGCTGAGAATTCCCTGCGCACTGCCACGTCTAAAG/ 

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA of 

the RegB-1 region. The PCR fragments were merged by overlap 

extension PCR and cloned into pNPTS129 at the EcoRI/XbaI 

sites. The cefotaxime resistance cartridge was then cloned in the 

HindIII site between the upstream and downstream fragments. 

This construction was used to obtain the 3257∆regB-1 mutant by 

double crossing over. 

 

Up-3257-RegB-1.r GCAACAGACGAAGCTTGTCGTGATCATCGTCAGCATAATG 

 Dw-3257-RegB-1.f / TGATCACGACAAGCTTCGTCTGTTGCAACCTCCCAAAC/ 

&&
Dw-3257-RegB-1.r CGCCACTCTAGAGTACTGCGTCCGGAATTGCAAAG 

!"#$%$%&(/0& Up-3257-RegB-2.f / GTGGGGCGAATTCCGTCTGTTGCAACCTCCCAAAC/ 

Amplification of the upstream and downstream flanking DNA of 

the RegB-2 region. The PCR fragments were merged by overlap 

extension PCR and cloned into pNPTS129 at the EcoRI/XbaI 

sites. The cefotaxime resistance cartridge was then cloned in the 

HindIII site between the upstream and downstream fragments. 

This construction was used to obtain the 3257∆regB-2 mutant by 

double crossing over. 

 

Up-3257-RegB-2.r GGCATGAATCAAGCTTGTACTGCGTCCGGAATTGCAAAG 

 Dw-3257-RegB-2.f / GACGCAGTACAAGCTTGATTCATGCCGAGAGCATGCAATTC/ 

&&
Dw-3257-RegB-2.r GTTCTTCTCTAGAGAAGCGCAACATGACCTGTCAATC 

!"#$Ω,,-.& 3257-7701.f / GCGGCGGTCGACGCGCAACCGCAGCAAGCGGAGTTTG/ 

Amplification of an internal DNA region of Brad3257_7701 and 

cloning into pVO155-npt2-GFP-npt2-Cefo at the SalI/XbaI sites.  

This construction was used to obtain the 3257Ω7701 mutant by 

single crossing over.  &&
3257-7701.r GCTCCTCTAGATAGTCTTCCGCAGGAAGGATCAATG 

!"#$Ω1234.& 3257-nopM1.f / GCAGCGGTCGACGGGCAGGGCGAAGGGGAGAATAG/ Amplification of an internal DNA region of nopM1 

(Brad3257_6970) and cloning into pVO155-npt2-GFP-npt2-Cefo 

at the SalI/XbaI sites. This construction was used to obtain the 

3257ΩnopM1 mutant by single crossing over. &&

3257-nopM1.r GATGGCATCTAGACCGGCAGGCTGACCAACTCGTTG 
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!"#$Ω1235.& 3257-nopP1.f / GAGCTCGTCGACGCACAGGAATGCTGACTATTTC/ 

Amplification of an internal DNA region of nopP1 

(Brad3257_6978) and cloning into pVO155-npt2-GFP-npt2-

Cefo at the SalI/XbaI sites. This construction was used to 

obtain the 3257ΩnopP1 mutant by single crossing over. &&
3257-nopP1.r TCGGCGTCTAGACTAGCTCTTTCGGATACAAATTC 

!"#$Ω123'6& 3257-nopAO.f / ATGACTGTCGACCAAACAACTCAGTTCACTTC/ 

Amplification of an internal DNA region of nopAO 

(Brad3257_CDS6578292D) and cloning into pVO155-npt2-

GFP-npt2-Cefo at the SalI/XbaI sites. This construction was 

used to obtain the 3257ΩnopAO mutant by single crossing 

over. &&

3257-nopAO.r GGCGGAATCTAGAATCCATGCAAGCCTCTTTTTC 

!"#$Ω123!& 3257-nopT.f / GGCTCAGTCGACGAGTGCGCCATCTGGGGATTTG/ 

Amplification of an internal DNA region of nopT 

(Brad3257_7099) and cloning into pVO155-npt2-GFP-npt2-

Cefo at the SalI/XbaI sites. This construction was used to 

obtain the 3257ΩnopT mutant by single crossing over. &&
3257-nopT.r GCTGCTTCTAGATTGCCGCTGAGCTGTGATTTTG 

!"#$Ω,,-,& 3257-7707.f / TTGAGGTCGACGAAGGTCCGCGCGCATTGGATTG/ 

Amplification of an internal DNA region of Brad3257_7707 

and cloning into pVO155-npt2-GFP-npt2-Cefo at the 

SalI/XbaI sites. This construction was used to obtain the 

3257Ω7707 mutant by single crossing over. &&
3257-7707.r GCTCTTCTAGAGGAAGGCAGCTCACCCCTTTAAG 

!"#$Ω123'(& 3257-nopAB.f / ATCACCGTCGACGCACGTCTGGACACAGGAAGATC/ 

Amplification of an internal DNA region of nopAB 

(Brad3257_7711) gene and cloned into pVO155-npt2-GFP-

npt2-Cefo  at the SalI/XbaI sites  This construction was used 

to obtain the 3257ΩnopAB mutant by single crossing over.  &&
3257-nopAB.r CCAAATCTAGAGTGTAGCGGTGACCTCGGATTTC 

'()*+,Ω%$1'7.& USDA61-ernA.f / GGTGACGTCGACGCAACAGCAGCAAGCGGAGTTTG/ 

Amplification of an internal DNA region of ernA61 gene 

(homolog of Brad3257_7701) and cloning into pVO155-

npt2-GFP-npt2-Cefo at the SalI/XbaI sites. This 

construction was used to obtain the USDA61ΩernA61 

mutant by single crossing over. &&

USDA61-ernA.r GTTCGGTCTAGACTGGTATCCGTCGCTCCAATTG 

!"#$Ω889:& 3257-ttsI.f / GATCACTCGAGCTTTGGCCGCGCCGTGAAGGAAAC/ 

Amplification of an internal DNA region of ttsI 

(Brad3257_7742) and cloning into pVO155-npt2-GFP-npt2-

Cefo at the SalI/XbaI sites. This construction was used to 

obtain the 3257ΩttsI mutant by single crossing over.  &&
3257-ttsI.r GCGAGCTCTAGATTCGTCGATAGACACTGGCTTTG 

!"#$%,,-.--,,-.& 3257-comp7701.f / 
GCAACCTCTAGAACTAGTCGACCGGCACCAGAACGTCTT

TG/ 

Amplification of a fragment of 1650-bp encompassing the 

complete Brad3257_7701 gene and its upstream promoter 

region and cloning into the XbaI site of pVO155-npt2-GFP 

or pMG103-npt2-cefo-npt2-GFP. These constructions were 

used respectively to complement the 3257P7701 mutant or 

to transfer the Brad3257_7701 gene into DOA9 or 

QROJΩ"KLM strains. 

).*/--%$1'"0;,<

).*/Ω$=>?--%$1'"0;,&

3257-comp7701.r CTCATGTTCTAGAGTCCCTGGTGTCTACATCTATG 

!"#$--&%$1'/@A97& 3257-6his-7701. f  GCATGTCTAGAGCAAGGGCTTCAACGTCGATC/ 

Amplification of a fragment of 1497-bp encompassing the 

complete Brad3257_7701 gene and its upstream promoter 

region and cloning into the XbaI site of pVO155-npt2-GFP.  

These constructions were used to express an His-tagged 

ErnA in ORS3257 WT and 3257P8%;;&1-:0+.1.  

!"#$%!"##--%$1'/@A97& 3257-6his-7701. f  GTCCTCTAGACTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGGATGAT

GGATGAGCCG 

!"#$--123!/@A97& 3257-6his-nopT. f  CTCGTTCTAGACTTGCCGCGAATATCATC/ 

Amplification of a fragment of 971-bp encompassing the 

complete nopT (Brad3257_7099) gene and its upstream 

promoter region and cloning into the XbaI site of pVO155-

npt2-GFP.  These constructions were used to express an 

His-tagged NopT protein in ORS3257 WT and 3257P8%;;.  

!"#$%!"##--123!/@A97& 3257-6his-nopT.if  GACATCTAGACTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGTCATTC

TTTGTGTG 

01!,2,--3!#(4%$1'/

%&B3& 7701+atg.f ATGGACCCATTTAACCGCATCAAC/ 

Amplification of Brad3257_7701 gene from the start to the 

codon before the stop and cloning into the Gateway entry 

vector pCR8/GW/TOPO vector (ThermoFisher). The PCR 

product was recombined into the destination vector 

pB7FWG2,0 (https://gateway.psb.ugent.be) with a C-

terminal GFP tag and downstream of a 35S promoter. This 

vector contains the spectinomycin resistance gene for 

bacteria selection and was used to determine the sub-cellular 

localization of ErnA into N. benthamiana leaf cells.  

7701-stop.r TGGATGATGGATGAGCCGAAC 

01!,2,--3!#(4

%$1'%?C#/%&B3 

7701∆NLS.f 

 

7701∆NLS.r 

CCGTCTGGCTTAGTGTCGCCTGCGCCCCCGCAGGCGCCAA

CTGGCCGGTGTAGT/ 

ACTACACCGGCCAGTTGGCGCCTGCGGGGGCGCAGGCGA

CACTAAGCCAGACGG 

From the pB7FWG2,0 plasmid containing ernA previously 

constructed (see above) the NLS motif (RPAKRQRTL) was 

changed into (APAGAQATL) using the QuikChange 

lightning site-directed mutagenesis kit (Agilent) and the 

primers (7701∆NLS.f /7701∆NLS.r). 

*5678,--3!#(4%$1'& 7701+atg.f ATGGACCCATTTAACCGCATCAAC/ 

Amplification of Brad3257_7701 gene from the start to the 

stop codon and cloning into the Gateway entry vector 

pCR8/GW/TOPO vector (ThermoFisher). The PCR product 

was recombined into the destination vector pJCV51 

(https://gateway.psb.ugent.be) downstream of a 35S 

promoter. This vector contains the spectinomycin resistance 

gene for bacteria selection and was used to overexpress 

ernA (Brad3257_7701) in transformed roots of A. indica.  

7701+stop.r CTATGGATGATGGATGAGCCGAAC 

9:;4,--%$1'/&B3..&& ErnA-Fw ATGGACCCATTTAACCGCATCAACCCATTCGA/ 
The ernA-gfp11 insert was generated by two-step PCR using 

PrimeStar HS DNA polymerase from Takara Bio Inc. (Otsu, 

Japan). Fragment 1 was generated using primers ErnA-Fw 

and ErnA-GFP11-rev, Fragment 2 used primers ErnA-

GFP11-Fw and GFP11-Rev. PCR fragment 3, generated by 

mixing fragments 1 and 2 in presence of primers AttB1-

ErnA and AttB2-GFP11 was recombined into pDONR207 

(Invitrogen) to generate the pENTR- ernA-gfp11 entry clone. 

The ernA-gfp11 insert was recombined into the pBBR-P2pm-

GWY-3HA47 destination vector allowing the expression of 

erna-gfp11 in Pseudomonas fluorescens (Pfo-1) cells.  

 

ErnA-GFP11-rev GCTGCCGCCGTCGCCTGGATGATGGATGAGCCGAACGT 

 ErnA-GFP11-Fw TCATCCATCATCCAGGCGACGGCGGCAGCGGCGGCGGCA 

 

AttB1-ErnA GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGACCCA

TTTAACCGCA 

 AttB2-ErnA 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGGATGATG

GATGAGCCGAA/ 

&&

GFP11-rev TCATGTGATGCCGGCGGCGTTCACGTACTC 
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9:;4,--%$1'/"@'&& AttB1-ErnA  
GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGACCC

ATTTAACCGCA/ 

The ernA insert was generated by PCR using PrimeStar HS 

DNA polymerase from Takara Bio Inc. (Otsu, Japan). using 

primers AttB1-ErnA and AtTB2-ErnA; The AttB1-ErnA-

AttB2 fragment was recombined into pDONR207 

(Invitrogen) to generate the pENTR-ernA entry clone. The 

ernA insert was recombined into the pBBR-P2pm-GWY-

3HA destination vector allowing the expression of ernA-3HA 

in Pseudomonas fluorescens (Pfo-1) cells.  

AttB2-ErnA GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGGATGAT

GGATGAGCCGAA 
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Table S5. List of the primers used for RT-qPCR experiments. 

 

gene Primers Sequences (5’ ! 3’) 

rhcN rhcN-QPCR. f  GTTCTGATGATGGATTCGCTGACG 

  rhcN-QPCR. R CGCAAAGACGGAAGGAGGAAAG 

nopX nopX-QPCR. f  AAGTTGGCTCTAAGGTATTC 

  nopX-QPCR. R GGCAGTGTGAAGAAGATT 

ernA ernA-QPCR.f TCCTTTCATAGTTCATAATG 

  ernA-QPCR.f GATAGATTGAGTGGAGAG 

adhB adhB-QPCR.f GAGGTGATCGTCAATTCC 

  adhB-QPCR.f GCAGGCTTTTCAGATACA 
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Figure 53. Analyse de la localisation nucléaire d’ErnA chez la souche Bradyrhizobium sp. ORS3257 lors

de son interaction avec A. indica

A. Nombre de nodules formés et activité nitrogénase des plantes d’A. indica 21 jours après inoculation de

la souche ORS3257 et de ses mutants dérivés. L’activité nitrogénase a été mesurée par analyse de la

réduction de l’acétylène (ARA); u.a., unité arbitraire. Les box plots montrent les résultats d’une à deux

expériences indépendantes par souche (12 plantes par test). Le rectangle central recouvre les données du

premier quartile au troisième, le segment en gras indique la médiane. *p<0,005, La significativité de la

série de données par rapport à celle d’ORS3257 est déterminée par un test non-paramétrique de Kruskal-

Wallis. B. Comparaison du phénotype symbiotique induit par la souche sauvage ORS3257 et par les

différents mutants. Barre : 1,5 cm. C. Localisation subcellulaire des fusions traductionnelles d’ernA sur des

cellules épidermiques de N. benthaminana observées au microscope confocal. Barre : 50 mm.
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3. Résultats complémentaires sur l’étude fonctionnelle d’ErnA  

 L’un des objectifs de ma troisième année de thèse a été d’avancer dans la compréhension de  

la fonction moléculaire d’ErnA. Une grande partie des résultats qui vont être présentés ici ont été 

obtenus avec l’aide de Joël Fardoux, qui a réalisé les clonages et les mutations de la souche ORS3257,  

mais également avec l’aide d’Alicia Camuel au cours d’un stage M1 qu’elle a effectué dans notre 

équipe et que j’ai encadré. 

 

3.1. Etude complémentaire de la localisation nucléaire d’ErnA 

 

  Comme présenté dans l’Article 1, ErnA est un effecteur qui se localise spécifiquement dans 

les noyaux des cellules végétales grâce à la présence d’un motif NLS conservé dans la partie N-

terminale de la protéine, et dont la fonctionnalité dans l’adressage au noyau a pu être démontrée 

grâce à sa mutation. Cette observation nous amène à nous demander si la fonction d’ErnA dépend de 

son adressage dans les noyaux. Considérant que la mutation du motif NLS d’ErnA n’abolit pas 

totalement la localisation nucléaire de la protéine (voir l’Article 1), deux autres formes mutées 

d’ErnA ont été construites : (I) l’ajout en C-terminal d’un domaine d’exclusion NES (pour « nuclear 

export signal). Ce domaine est constitué d’un motif de 10aa (LALKLAGLDI) riche en leucines, 

responsable de la prise en charge de la protéine par les exportines. Cette modification devrait ainsi 

conduire à une localisation cytoplasmique d’ErnA en forçant son exclusion du noyau; et (II) l’ajout en 

C-terminal d’un domaine NES altéré (noté nes: LALKAAGADA). Cette dernière construction, utilisée 

comme contrôle, a été réalisée pour s’assurer que l’ajout de quelques acides aminés en C-terminal 

d’ErnA n’altère pas sa fonction. Ces deux constructions ont été insérées dans le mutant ΔernA 

(ORS3257ΔernA) pour tester la complémentation du phénotype symbiotique sur A. indica. Elles ont 

également été fusionnées à l’eGFP et mises sous contrôle d’un promoteur p35S pour déterminer leur 

localisation subcellulaire dans les cellules épidermiques de N. benthamiana après agroinfiltration. 

 L’analyse des propriétés symbiotiques du mutant ΔernA::ernA-NES montre que celui-ci 

possède un phénotype similaire à celui de la souche sauvage, tant sur le nombre de nodules induits 

que sur l’activité fixatrice d’azote des plantes, mesurée en tests ARA (Figure 53A). L’aspect des 

nodules est également identique à celui du WT et des analyses réalisées en microscopie confocale 

(non-montrées ici) démontrent qu’ils sont correctement infectés par la bactérie (figure 53B). Ce 

résultat pourrait suggérer que la fonction d’ErnA ne dépend pas de sa localisation. D’autre part, et de 

manière inattendue, l’inoculation du mutant ΔernA::ernA-nes conduit à la formation d’un nombre de 

nodules comparable à celui du WT mais ces derniers sont nécrotiques et ne sont pas ou très peu 

infectés, et donc non fonctionnels pour la fixation d’azote (Figure 53A et 53B). L’addition en C-



Nom de l’effecteur Souches Fonction putative CM1 CM2 CM3

NopM ORS3257; USDA110; 

NGR234; USDA76
novel E3-ubiquitine 

ligase

- - -

NopP ORS3257; USDA110; 

NGR234; USDA76 -

- - -

NopT ORS3257; USDA110; 

NGR234; USDA76 cystéine protéase

- - -

InnB ORS3257; USDA61 - - 1 1

ErnA (version courte) ORS3257 - 1 2 1

ErnA (version longue) USDA110; USDA61; USDA76 - 2 2 1

NopAB ORS3257; USDA110 - 1 2 0

NopBW ORS3257; USDA110 - - - -

NopAJ ORS3257; USDA110 - - - -

NopAR ORS3257; USDA110 - - 3 2

NopL ORS3257; USDA110; 

NGR234; USDA76 -

- - -

NopC ORS3257; USDA110; 

NGR234; USDA76 -

- - -

NopE USDA110 - - - -

NopAA (GunA2) USDA110; USDA76 - 1 - -

NopAG (NopF) USDA110 - - - -

BEL2-5 USDA61; USDA76 SUMO protéase 5 1 -

NopD HH103, MAFF303099 SUMO protéase 2 1 -

NopBV MAFF303099 shikimate kinase - - -

NopBX MAFF303099 shikimate kinase - - -

NopJ NGR234 acetyltransférase - - -

ErnA3257 ErnAUSDA61

Tableau 3. Liste des effecteurs utilisés pour la recherche de motifs conservés en utilisant le logiciel

MEME

45 séquences de 20 effecteurs différents ont été utilisées pour la prédiction par MEME de motifs

conservés chez ErnA. Les colonnes CM1, CM2 et CM3 indiquent le nombre de répétition du motif

correspondant dans la séquence protéique de chacun des effecteurs.

Figure 54. Représentation schématique de l’organisation des trois motifs identifiés par MEME dans les

séquences protéiques de la version courte (à gauche) et longue (à droite) d’ErnA

Les trois motifs CM1, CM2 et CM3 sont représentés par des rectangles de couleur orange, bleu clair et

rouge, respectivement. La position du motif NLS, prédit par NSL-Mapper, est représentée par un

rectangle vert alors que celle du putatif motif de sécrétion (non prédit par MEME) est représentée par un

rectangle bleu foncé du coté N-terminal de chaque protéine. La version longue d’ErnA (comme chez

USDA61, à droite) possède un second motif CM1 conservé dans la région supplémentaire de 80aa

(rectangle gris) non présente dans la forme courte d’ErnA.
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terminal du motif nes a pu altérer, pour une raison qui demeure encore inconnue, l’interaction 

d’ErnA avec sa cible ou d’autres acteurs impliqués dans l’infection ou la répression des mécanismes 

de défense de la plante. Cette information est malgré tout importante, car pour l’identification des 

cibles d’ErnA, il est envisagé, entre autres, de rajouter un Tag du côté C-terminal de la protéine pour 

la purifier ou l’isoler avec ses interactants par immunoprécipitation (Tag-6His ou Tag-HA). Il sera donc 

important de vérifier que l’ajout de ces Tags ne perturbe pas le fonctionnement d’ErnA. 

 Les observations faites sur N. benthamiana après expression transitoire des constructions 

p35S permettent de mieux comprendre les phénotypes symbiotiques observés sur A. indica. En effet, 

il apparaît que les deux protéines fusions ErnA-NES-eGFP et ErnA-nes-eGFP ne présentent aucune 

modification de leur adressage nucléaire (Figure 53C). Cela nous amène à penser que le domaine NES 

n’a pas eu l’effet escompté, ce qui explique la complémentation du phénotype symbiotique chez ce 

mutant. Cela pourrait éventuellement s’expliquer par la position du domaine NES (intercalé entre la 

partie C-terminale d’ErnA et N-terminale de l’eGFP) qui n’est peut-être pas propice à sa fonction 

d’exclusion. Une alternative serait alors, en ce qui concerne les expériences de localisation, de 

fusionner ErnA à un Tag eGFP-NES de sorte que le domaine d’exclusion soit plus facilement 

accessible et pris en charge par les exportines. Néanmoins, peu de doutes sont émis quant au fait 

que la fonction symbiotique d’ErnA soit directement liée à sa localisation nucléaire. En effet, comme 

présenté dans l’Article 1, il a été démontré qu’ErnA interagit avec les acides nucléiques et que le 

motif NLS est parfaitement conservé chez l’ensemble de ses homologues. C’est pourquoi aujourd’hui, 

l’équipe s’oriente vers l’identification des cibles potentielles d’ErnA plutôt que de dépenser trop 

d’énergie et de temps sur des expériences visant à relier sa fonction et sa localisation. 

 

3.2. Analyse in silico comparative de la séquence protéique d’ErnA 

 

 La première analyse in silico réalisée sur la séquence protéique d’ErnA a été menée en 

interrogeant les bases de données couramment utilisées pour l’identification de domaines 

fonctionnels (InterProScan, Prosite, Uniprot, Swiss-Prot…), mais aucun résultat clair n’en est ressorti. 

Afin de nous fournir des pistes pour progresser dans la compréhension de la fonction moléculaire 

d’ErnA, le logiciel MEME (http://meme-suite.org/tools/meme) a été utilisé pour identifier des motifs 

présents sous forme de répétitions internes ou partagés par différentes protéines pouvant révéler 

des groupes fonctionnels encore inconnus (Bailey et al., 2009). Pour cela, les séquences en acides 

aminés de quatre homologues d’ErnA ont été comparées à celles des nombreux homologues 

d’effecteurs connus, tous listés dans le Tableau 3.  



Figure 55. Rôle de l’extrémité C-terminale d’ErnA chez la souche Bradyrhizobium sp. ORS3257 lors de

son interaction avec A. indica

A. Représentation schématique d’ErnA et de ses différentes formes mutées pour la complémentation du

mutant de délétion ∆ernA. B. Nombre de nodules formés et activité nitrogénase des plantes d’A. indica

21 jours après inoculation avec la souche ORS3257 et ses mutants dérivés. L’activité nitrogénase a été

mesurée par analyse de la réduction de l’acétylène (ARA); u.a., unité arbitraire. Les box plots montrent les

résultats d’une à deux expériences indépendantes par souche (12 plantes par test). Le rectangle central

recouvre les données du premier quartile au troisième, le segment en gras indique la médiane. *p<0,005,

La significativité de la série de données par rapport à celle d’ORS3257 est déterminée par un test non-

paramétrique de Kruskal-Wallis. C. Comparaison du phénotype symbiotique induit par la souche sauvage

ORS3257 et par les différents mutants. Barre : 1,5 cm.
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 Trois motifs différents, nommés arbitrairement CM1 (pour « conserved motif 1 »), CM2 et 

CM3, ont été identifiés par MEME dans les séquences protéines des quatre homologues d’ErnA. Ces 

trois motifs sont organisés dans les deux versions, longue et courte, d’ErnA comme représenté dans 

la Figure 54. Les deux versions d’ErnA partagent les mêmes motifs conservés aux mêmes endroits de 

la protéine, à l’exception de la prédiction d’un deuxième CM1 dans le domaine de 80aa spécifique de 

la version longue d’ErnA. Ces trois motifs ont également été prédits chez six autres effecteurs de la 

liste où la nature des motifs conservés et le nombre de répétitions varient en fonction des protéines 

(Tableau 3). La conservation de ces motifs chez d’autres effecteurs suggère qu’ils pourraient remplir 

un rôle fonctionnel important. A l’exception de BEL2-5 et de NopD, qui sont supposés agir en tant 

que SUMO protéase, ces trois motifs sont retrouvés la plupart du temps chez des effecteurs dont la 

fonction est encore inconnue (Tableau 3).  

 

3.3. L’extrémité C-terminale joue un rôle essentiel dans la fonction symbiotique 

d’ErnA 

 

 Pour déterminer le niveau d’implication de ces motifs dans l’établissement de la nodulation, 

quatre délétions sériées de l’extrémité 3’ d’ernA ont été construites et introduites dans le mutant 

ΔernA sous contrôle du promoteur endogène. Ces différentes formes mutées ont été obtenues par 

PCR en modifiant le positionnement de l’amorce reverse pour amplifier le gène. Ces constructions 

conduisent à la traduction de quatre formes tronquées d’ErnA telles que représentées sur la Figure 

55A. Les propriétés symbiotiques des quatre mutants complémentés ont été analysées sur A. indica 

et comparées à la souche sauvage ORS3257 et aux deux mutants ΔernA et ΔernA::ernA.  

 Comme présenté dans la Figure 55, les phénotypes symbiotiques de la souche sauvage et des 

mutants ΔernA et ΔernA::ernA sont en adéquation avec les résultats publiés dans l’Article 1. La 

souche sauvage et le mutant de délétion complémenté par l’allèle sauvage d’ErnA présentent bien 

des nodules infectés et fixateurs d’azote (Figure 55B et 55C). Pour les mutants complémentés avec 

des délétions sériées d’ErnA, il apparaît que dès la première délétion sériée (ernA-324), une 

altération drastique du phénotype est observée - c.-à-d. une quasi-absence de nodules et une 

fixation d’azote résiduelle - (Figure 55B et 55C). Ce phénotype est comparable à celui observé pour le 

mutant ΔernA. Les trois autres mutants de délétions ont un phénotype symbiotique similaire. Dans la 

forme mutée ernA-324, l’un des deux motifs CM2, celui de la partie C-terminale de l’effecteur, est 

délété. Ainsi, ces résultats suggèrent que la partie C-terminale d’ErnA, et plus particulièrement le 

CM2, joue un rôle essentiel dans l’organogénèse nodulaire. 



Nom de l'amorce Séquence

7701-Fw ATGGACCCATTTAACCGCATCAACCCATTCGA

NES-Rev AATATCAAGTCCAGCCAACTTAAGAGCAAGCCCACCTCCTGGATGATGGATGAGCCGAAC

nes-Rev AGCATCAGCTCCAGCCGCCTTAAGAGCAAGCCCACCTCCTGGATGATGGATGAGCCGAAC

Nop7701-stop TGGATGATGGATGAGCCGAAC

Nop7701.ATG ATGGACCCATTTAACCGCATCAAC

6978-CpNopABR324.r CCGAGCTCTAGACATCACGAAATTGGGGCGGGTTG

6978-CpNopABR298.r AAATCTTCTAGAGTCAGGGCGGCGTCGTTTCAGCTCTG

6978-CpNopABR185.r CGCTCTCTAGACTCAGGCGTGGTCATGACGCTCGGTC

6978-CpNopABR102.r AGGCCTCTAGACTCAGGTGTAGTCCTCGCCCATCAG

Tableau 4. Liste des mutants et des amorces utilisées dans le complément d’information de l’Article 1

A. Liste des différents mutants ernA de la souche Bradyrhizobium sp. ORS3257 utilisés dans ce

complément d’information. B. Liste des amorces utilisées pour la construction des différents mutants.

Souches Origine Résistances Caractéristiques

ΔernA LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) Mutant de délétion du gène  BRAD3257_v2_7701

ΔernA::ernA LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) + Kanamycine (50 μg/mL) Complémentation du mutant ∆ernA avec ernA

ernAΔNLS LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) + Kanamycine (50 μg/mL) Complémentation du mutant ∆ernA avec ernA∆NLS

ernA-NES LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) + Kanamycine (50 μg/mL) Complémentation du mutant ∆ernA avec ernA-NES

ernA-nes LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) + Kanamycine (50 μg/mL) Complémentation du mutant ∆ernA avec ernA-nes

ernA-324 LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) + Kanamycine (50 μg/mL) Complémentation du mutant ∆ernA avec ernA-324

ernA-298 LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) + Kanamycine (50 μg/mL) Complémentation du mutant ∆ernA avec ernA-298

ernA-185 LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) + Kanamycine (50 μg/mL) Complémentation du mutant ∆ernA avec ernA-185

ernA-102 LSTM Cefotaxime (20 μg/mL) + Kanamycine (50 μg/mL) Complémentation du mutant ∆ernA avec ernA-102

A

B
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 La construction de versions tronquées d’ernA du côté C-terminal présente l’avantage de 

pouvoir tester l’importance du CM2 dans la fonction d’ErnA. Cependant, cette technique ne nous 

permet pas de conclure sur un éventuel rôle joué par les autres domaines conservés (CM1 et CM3). 

Ces derniers sont pourtant fréquemment retrouvés chez des effecteurs de type III (Tableau 3) et 

pourraient donc avoir un rôle fonctionnel. C’est pourquoi, un des moyens de mieux comprendre leur 

importance est d’identifier les acides aminés plus conservés au sein de ces domaines. Ce travail est 

actuellement en cours dans l’équipe, où l’utilisation d’un modèle HMM, spécifiquement entrainé 

pour la reconnaissance de ces motifs, est envisagée. Par la suite, la mutation ponctuelle des 

principaux acides aminés conservés serait une possibilité pour mieux comprendre leur rôle. 

L’ensemble de cette étude permettra, in fine, de mieux comprendre le mode d’action d’ErnA. 

 

3.4. Matériels et Méthodes complémentaires 

 

 Les constructions des différentes versions mutées d’ErnA ont été réalisées par PCR en 

couplant l’amorce 7701-Fw (pour les complémentations du mutant ∆ernA) ou l’amorce Nop7701.ATG 

(pour les expressions transitoires dans N. benthamiania) avec l’amorce reverse correspondante 

(Tableau 4). Le clonage et les transformations des différentes souches utilisées pour la construction 

des mutants ont été réalisés comme décrit dans la partie Matériel et Méthode de l’Article 1. De la 

même manière, l’observation des phénotypes présentés dans cette partie a été réalisée comme 

décrit dans l’Article 1. 
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1. Contexte de l’étude 

 Le genre Bradyrhizobium est connu pour être le plus large et le plus diversifié des genres de 

rhizobium. Il rassemble des souches isolées d’environnements très variés et aux styles de vie très 

diversifiés. Les Bradyrhizobium sont abondants dans les sols du monde entier (Delgado-Baquerico et 

al., 2018) et peuvent entrer en interaction symbiotique avec de nombreuses plantes. Beaucoup de 

souches de Bradyrhizobium sont fixatrices d’azote (Avontuur et al., 2019) et sont les principales 

symbiotes de légumineuses d’intérêts agronomiques majeurs tels que le soja (Glycine max), 

l’arachide (Arachis hypogaea) ou le niébé (Vigna unguiculata). L’expansion du nombre de génomes 

séquencés de Bradyrhizobium a offert récemment la possibilité à plusieurs équipes de recherche de 

réviser la phylogénie du genre (Garrido-Sanz et al., 2019, Avontuur et al., 2019, Ormeño-Orrillo et 

Martinez-Romero, 2019). Ainsi, le genre Bradyrhizobium se sub-divise en sept phylogroupes 

différents, dont le Supergroupe B. japonicum qui rassemble une majorité de souches séquencées, 

une grande partie étant isolées de nodules de sojas (Avontuur et al., 2019). 

C’est au cours de notre analyse de la répartition d’ErnA au sein du genre Bradyrhizobium que 

nous avons découvert que de nombreux génomes de Bradyrhizobium avaient été récemment 

séquencés et étaient disponibles dans les bases de données publiques. L’analyse de ces génomes 

nous a notamment révélé qu’un grand nombre de souches de Bradyrhizobium possèdent un T3SS et 

que, parmi eux, deux tiers possèdent également un homologue d’ernA (voir l’Article 1). Une telle 

distribution du T3SS et d’ernA nous suggère que beaucoup de souches de Bradyrhizobium pourraient 

également avoir la capacité d’établir une interaction symbiotique T3SS-dépendante sur A. indica. Afin 

de tester cette hypothèse, une collecte d’un maximum de ces souches a été initiée par Eric Giraud il y 

a près de deux ans. Les deux objectifs de cette collecte étaient : de déterminer la capacité 

symbiotique de ces souches sur A. indica, puis de les comparer par une analyse de génomique 

comparative, centrée sur le T3SS, pour identifier des déterminants communs ou spécifiques des 

souches nodulantes. 

 Cette analyse de génomique comparative a constitué une partie de mon travail de thèse. En 

collaboration avec Florent Lassalle (Sanger Institute, UK), le Génoscope (LABGeM, Paris) et Ralf 

Koebnik (IPME, Montpellier), nous avons mis en évidence l’existence d’au moins six clusters T3SS 

dans le genre Bradyrhizobium. Deux d’entre eux, nommés RhcIa et RhcIb conservés chez 92 souches 

sur les 146 étudiées, sont systématiquement associés à la présence des gènes de nodulation nod et 

correspondent par ailleurs aux clusters RhcI-T3SS fonctionnels déjà caractérisés chez plusieurs 

souches de rhizobiums. Une telle association nous suggère que le T3SS des Bradyrhizobium pourrait 

bien jouer un rôle dans l’interaction symbiotique plus important que celui connu jusqu’à présent. 

Cette analyse a été complétée par une recherche in silico des bona fide effecteurs sur l’ensemble des 
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génomes de Bradyrhizobium utilisés dans cette étude. Il est notamment apparu que deux familles 

d’effecteurs en particulier, NopM et les effecteurs à domaine SUMO protéase, sont surreprésentées 

et très diversifiées soulevant ainsi de nombreuses questions quant à leurs rôles au cours de 

l’interaction symbiotique.  

 En parallèle de cette étude, des tests symbiotiques sur A. indica d’une partie de ces souches 

de Bradyrhizobium ont été réalisés par Alicia Camuel au cours d’un stage de M1 que j’ai encadré. 

Jusqu’à présent, 50 souches ont pu être testées et nous avons mis en évidence que certaines souches 

possédant un T3SS peuvent noduler A. indica alors qu’elles ne possèdent pas d’homologue d’ernA. 

Ces résultats ont motivé la recherche de nouveaux effecteurs candidats ayant les mêmes propriétés 

inductrices de la nodulation qu’ErnA. Plusieurs candidats ont été identifiés et certains sont en cours 

d’étude dans l’équipe. 

 Dans ce chapitre 2, l’analyse génomique comparative est entièrement présentée sous forme 

d’un article ayant été soumis dans la revue internationale Microbial Genomics. Les tests symbiotiques 

des différentes souches de Bradyrhizobium réalisés sur A. indica, ainsi que l’identification de 

nouveaux effecteurs candidats inducteurs de la nodulation, sont présentés en tant que résultats 

complémentaires de l’analyse génomique comparative. Ce travail d’inoculation est toujours en cours 

dans l’équipe et fera l’objet, à terme, d’une seconde publication.  

 

2. Article 2 : Phylogenetic distribution and evolutionary dynamics of nod and 

T3SS genes in the genus Bradyrhizobium 
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ABSTRACT 

Bradyrhizobium are abundant soil bacteria and the major symbiont of legumes. The recent 

availability of Bradyrhizobium genome sequences provided a large source of information for 

analysis of symbiotic traits. In this study, we have undertaken a groundwork aimed to better 

understand the evolutionary dynamics of the nod and T3SS genes and the distribution of known 

effectors among bradyrhizobia. Based on the comparative analysis of 146 genome sequences, 

we identified six different T3SS gene clusters. The two predominant clusters, designated RhcIa 

and RhcIb, which both belong to the RhcI family described in other rhizobia, are found in 

92/146 strains, most of them also containing nod genes. These two clusters notably differ in the 

gene complement associated with them: while the translocon-encoding gene nopX is 

systematically found in strains containing RhcIb, the nopE and nopH genes are specifically 

conserved in strains containing RhcIa, suggesting that these last two genes might functionally 

substitute nopX and play a role related to effector translocation. Phylogenetic distribution 

analysis suggests that bradyrhizobia simultaneously gained nod and RhcI-T3SS gene clusters, 

via vertical inheritance or horizontal transfer of a symbiotic island containing both of them. 

Sequence similarity searches for known Nop effectors revealed the absence of a so-called core 

effectome that would be conserved among the majority of Bradyrhizobium strains. Yet, NopM 

and SUMO proteases were found to constitute the two major effector families in this genus. 

This study indicates that bradyrhizobial T3SSs might play a more significant symbiotic role 

than previously anticipated and provides new candidates among T3SS proteins and effectors 

for future functional investigations.  

DATA SUMMARY: All the sequence genomes used in this study were downloaded from the 

NCBI RefSeq or GenBank databases. These genomes which were annotated de novo by the 

MicroScope pipeline are also publicly available in the MicroScope platform 

(http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope).  
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INTRODUCTION 

 A recent analysis of microbial communities across the globe indicated that rhizobia of 

the Bradyrhizobium genus are the most ubiquitous and abundant bacteria in soils [1]. They thus 

appear at the top list of the “most wanted” bacteria to investigate to better understand the 

contribution of microbes in the functioning of the soil ecosystems. Additionally, these bacteria 

are most widely used in agriculture due to their ability to interact symbiotically with legumes 

of high agronomic importance, including staple crops such as soybean, peanut, cowpea. This 

symbiosis leads to the formation a new organ, the nodule, generally found on the root system, 

in which the bacteria fix dinitrogen for the plant benefit and receive in return a carbon source. 

Bradyrhizobia therefore play a very important role in the preservation of the environment by 

limiting the use of nitrogen fertilizers for promoting the growth of legume crops and by 

contributing to nitrogen enrichment of terrestrial ecosystems.  

 Not all bradyrhizobia are able to nodulate legumes, as some strains isolated from soils 

or other environments lack the symbiotic nod genes that are necessary for the synthesis of Nod 

factors (NFs) that governs nodulation [2, 3]. Upon recognition by the plant, this key signal 

molecule triggers the genetic program leading to nodule formation and its intracellular infection 

by the bacteria [4]. However, some bradyrhizobia have evolved alternative strategies to interact 

symbiotically with legumes in the absence of the NF signal. This is the case for some 

photosynthetic Bradyrhizobium strains (including ORS278 and BTAi1), which lack the 

canonical nodABC genes necessary for the synthesis of NFs but are able to induce the formation 

of nitrogen fixing nodules on the root and the stem of some legume species of the 

Aeschynomene genus [5]. The bacterial signal(s) necessary for the establishment of this NF-

independent symbiosis remain to be discovered.  

 The nod genes, which remain the main determinants conferring to rhizobia the ability 

to nodulate plants, can be transferred from strain to strain by lateral gene transfer [6, 7]. While 
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these symbiotic genes are typically harbored by a plasmid in other rhizobial genera, these genes 

are generally found in a chromosomal region of Bradyrhizobium strains, called the symbiotic 

island. In addition, this region generally harbors the nif and fix genes, which are necessary for 

the formation and the functioning of the nitrogenase complex. This region can be easily 

recognized, as it is characterized by a lower G+C content, a different codon usage for the 

identified protein-coding sequences (CDS) and the presence of numerous transposases and 

insertion sequences that strongly promote genomic rearrangements in this region and 

incidentally, the selection of symbiotically adapted bacteria [8]. The presence of genes that code 

for the type III secretion system (T3SS) has also been frequently reported within this region of 

Bradyrhizobium genomes [9-12]. 

 The T3SS, which has initially been found in pathogenic bacteria, is a complex secretory 

machinery composed of more than twenty conserved proteins which form a syringe-like 

structure and enable bacteria to deliver type III effector proteins (T3Es) into eukaryotic cells 

[13].  These T3Es are highly diverse in their structure and mode of action and play a crucial 

role in bacteria-host interaction by modulating key host cell functions, in most cases related to 

the suppression of host immunity [14]. Functional T3SS encoded by “Rhizobium conserved” 

(rhc) genes cluster have been reported in several rhizobia species [15, 16]. However, only a few 

rhizobial T3Es, called Nop for “Nodulation outer proteins”, have been characterized and their 

mode of action generally remains to be determined [16]. The rhizobial T3SS machinery 

contains most of the core components described for pathogens’ T3SS but the genetic 

organization of the rhc cluster and its transcriptional regulation are different from its pathogenic 

counterpart [17]. Notably the expression of both rhc and nop genes is controlled by the regulator 

TtsI, which is itself under the control of the nod gene regulator, NodD [18, 20].  

 While the virulence of plant pathogenic bacteria largely depends on the functioning of 

the T3SS [14], the importance of rhizobial T3SS on symbiosis remains unclear. Indeed, the 



 



 5 

presence of the T3SS among nodulating rhizobia is not a rule, indicating that the T3SS is 

dispensable for the establishment of the symbiosis. Furthermore, the T3SS can play a neutral, 

a positive or a negative role depending on the host plant [16, 21]. On one hand, some of the 

secreted Nops may repress the plant immune system favoring the establishment of the infection 

and the nodulation. On the other hand, the same effectors can be recognized, in other plant 

contexts, by receptor proteins [resistant (R) proteins] activating an effector-triggered immunity 

(ETI), which blocks the infection and renders the interaction incompatible [22, 23]. More 

recently, it has been reported that the T3SS can play a more prominent symbiotic role by 

directly activating the nodulation in the absence of NFs [24]. This NF-independent, T3SS-

dependent symbiotic process was initially discovered between Bradyrhizobium elkanii 

USDA61 and Glycine max cv. Enrei. This function of the T3SS could be more widespread than 

originally thought, given that a large and diverse number of non-photosynthetic bradyrhizobia 

strains were shown to nodulate Aeschynomene indica thanks to their type III secretion system 

[25]. A recent study conducted on the ORS3257 strain using A. indica as host plant unraveled 

that this T3SS-dependent symbiotic process relies on a cocktail of at least five effectors playing 

distinct and complementary roles in nodule organogenesis, infection and repression of host 

immune functions [26]. Among these effectors, a new one named ErnA (Effector required for 

nodulation-A), was shown to act as a key factor to form nodules.  

 A large number of Bradyrhizobium genomes have been sequenced, including those from 

strains isolated from nodules of several legume species but also from various ecological niches. 

In this study, we took advantage of this wealth of genome sequences to obtain new insight into 

the significance of the T3SS in the symbiotic adaptation of bradyrhizobia. We examined the 

phylogenetic distribution of T3SS and nod genes as well as some nop genes reported to have a 

symbiotic role to answer to the following questions: What is the distribution of the nod and 

T3SS genes among the strains isolated from nodules or other environments? What are the 
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different events of acquisition or loss of the T3SS that occurred during the evolutionary history 

of bradyrhizobia? Is the acquisition of the T3SS systematically associated with the acquisition 

of nod genes through lateral transfer of the symbiotic island? How congruent are the evolution 

of the nod and T3SS genes? How widespread are the Nop effectors reported to have a symbiotic 

role?  

 

METHODS 

Phylogenomic analysis of all Bradyrhizobium genomes used in this study 

A custom set of 155 genomes was gathered covering 28 different Bradyrhizobium species, as 

well as selected genomes from the genera Nitrobacter and Rhodopseudomonas as outgroups. 

Genomes listed in Table S1 were downloaded from NCBI RefSeq or GenBank databases and 

used as input for the bioinformatic pipeline Pantagruel [27] to build a phylogenomic database. 

In short, coding sequences (CDS) and the corresponding protein sequences were extracted from 

the RefSeq or GenBank annotation and then clustered into homologous gene families using 

MMSeqs2 [28]. Homologues were aligned with ClustalOmega [29] and reverse-translated into 

CDS alignment with PAL2NAL [30]. 453 single-copy core gene families were selected based 

on the presence in at least 153 out the 155 genomes, thus allowing for rare losses or incomplete 

genome sequences. CDS alignment for these families were concatenated, resulting in 378,951 

aligned nucleotide positions. From this core alignment, a maximum-likelihood tree was inferred 

using RAxML (v8.2.4) [31] under the GTRCATX model, with branch lengths then refined 

under the GTRGAMMAX model and branch supports estimated from 200 rapid bootstrap trees. 

Bayesian samples of gene trees were inferred from CDS alignments with MrBayes (v 3.2.6) 

[32] using a Metropolis-coupled Monte-Carlo Markov chain (MCMCMC) approach, with two 

independent sets of four chains (one cold, three heated) running for 2,000,000 generations and 

sampled every 500; presented trees are majority-rule consensus trees, discarding the first 25% 
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of the chain as burn-in. Consensus gene trees for RhcI cluster gene families are available in 

Supplemental Data online on Figshare data repository at 

https://figshare.com/s/cd63d7f4d42023bf2347. 

Prediction of nod and T3SS clusters 

All genome sequences used in this study (Table S1) were downloaded on the MicroScope 

platform (http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope). Genome annotations were performed 

de novo by the MicroScope pipeline [33]. The screen of nod and T3SS clusters in each genome 

was done by the search of nodA and rhcN genes, from B. diazoefficiens USDA110T as reference 

(blr2025 and blr1816, respectively), using the BLASTN algorithm as implemented on the 

MicroScope platform with the followed parameters: query coverage ≥70%, identity ≥40%. The 

syntenic organizations of regions surrounding nodA and rhcN homologues found in 

bradyrhizobial genomes were then compared with each other using the MaGe genomic 

visualization system available on the MicroScope platform.  

Prediction of known Nops repertoires 

The Nop effectors known to be secreted through the T3SS or to affect the symbiotic interaction 

were extracted from the literature (Table S2) and then searched in all strains using the BLASTP 

algorithm as implemented on the MicroScope plastform with the same similarity constraints as 

described above. The absence of nopX and nopE/nopH genes in RhcIa- and RhcIb-containing 

genomes, respectively, were confirmed by TBLASTN search of the NopX proteins from 

USDA61 strain and NopE/NopH proteins from USDA110. The search of genes containing 

known functional domains conserved in some Nop effecctors was performed by interrogating 

the pre-computed InterProScan annotations hosted by the MicroScope platform for each strain 

genome, using as query the InterPro identifier of the functional domain. 

Phylogenetic analysis 



 



 8 

The concatenated NodABC and RhcC2NV amino acid sequences were aligned with ClustalW 

using the MEGA X software [34]. From resulting alignments, phylogenetic trees were 

constructed using the maximum-likelihood method as implemented in the MEGA X software. 

Branch support was also estimated using MEGA X by performing bootstrap analyses of 500 

replicates. Final editing was carried out using Figtree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) 

and further edited with graphics software. The same procedure was used to construct the SctN 

phylogenetic tree using the SctN homologues from other T3SS-containing bacteria 

(Rhizobiales, Enterobacteriales, Aeromonadales, Pseudomonadales, Rhodobacterales, 

Burkholderiales, Oceanospirillales, Xanthomonadales and Chlamydiales) that are available in 

the NCBI database. 

Prediction of RhcI-T3SS clusters gain and loss events 

Evolution analyses of the presence/absence of RhcIa- and RhcIb-T3SS clusters were inferred 

using the program Gloome [35]. We used Mixture model allowing difference both gain and loss 

probabilities. The expectations and probabilities of both gain and loss events were estimated 

using stochastic mapping and a predicted event was considered as valid if the probability was 

at least 0.5. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

General features of Bradyrhizobium genomes and phylogenomic analysis of the genus 

In this study we considered 146 bradyrhizobial genome sequences that were released in the 

public data bases. A large proportion (106 out of 146) of the strains sequenced was isolated 

from nodules of various legumes species. The plants from which the most isolates were 

sequenced are: i) Glycine max (36 strains), ii) Vigna unguiculata (12 strains), iii) Aeschynomene 

spp. (9 strains),  iv) Phaseolus spp. (9 strains), and v) Lupinus spp. (7 strains). The other strains 

originated from various environments (different types of soils, water, biofilm, plant or animal 
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Figure 1: Phylogenomic tree and RhcI-T3SS cluster gain-loss prediction inferred for the  Bradyrhizobium genus and its close 

relatives

The phylogeny was inferred from 453 single-copy core genes for 146 bradyrhizobia strains, and several species of the neighboring

genus Rhodopseudomonas and Nitrobacter. Node support values are indicated at each branches. The phylogroup to which each strain
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least 0.5 except for the gain event of the phylogroup 4 for which the probability was 0.41. The scale bar indicates the number of

nucleotide changes per site.
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tissue…) (Table S1). The majority of bradyrhizobial genomes have sizes ranging from 7 to 10 

Mb, with an average of 8.5 Mb. However, a few strains (CCH10-C7, CCH4-A6, NFR13 et SG-

6C) have smaller genomes with sizes between 4 to 6 Mb. Among the 33 strains with a complete 

or near-complete (i.e. less than ten contigs) genome sequence, four strains (BTAi1, NK6, 

DOA9, G22) contain one or several plasmids. Remarkably, strain DOA9 is the only 

Bradyrhizobium strain carrying a symbiotic plasmid harboring nod, nif and T3SS genes [36] 

and strain NK6 contains four plasmids [37]. 

To better understand the evolutionary origins of nod and T3SS genes in bradyrhizobia, we first 

aimed at establishing a robust phylogeny of these organisms, which may later be used as a 

reference to infer evolutionary scenarios for gain and loss of symbiotic genes. We built a 

phylogenetic tree based on the core genome, which we rooted using several representatives 

from the neighboring genera Nitrobacter and Rhodopseudomonas as an outgroup. This analysis 

yielded six phylogroups within Bradyrhyzobium, each supported by 100% bootstrap values 

(Figure 1). Phylogroup 1 clustered more than half of the studied genomes. A large proportion 

of the bradyrhizobia belonging to this phylogroup was isolated from soybean, which is the most 

important legume crop in the world, thus explaining the over-representation of this phylogroup. 

Phylogroup 1 gathers strains from the species B. japonicum and B. diazoefficiens, as well as 

strains assigned to various other taxa: B. yuanmingense CCBAU10071T, B. vignae 

LMG28791T, B. forestalis INPA54BT, B. shewense ERR11T, B. sacchari BR10280T, B. 

stylosanthis BR446T, B. manausense BR3351T, B. neotropicale BR10247T, B. centrolobii 

BR10245T. Phylogroup 2 clustered six photosynthetic bradyrhizobia strains, including B. 

oligotrophicum S58T, as well as the non-photosynthetic strain STM3843. All seven strains in 

Phylogroup 2 were reported to nodulate some Aeschynomene species in an NF-independent 

manner; they lack nod genes, with the exception of strain ORS285, which is able to use both 

NF-dependent or NF-independent strategies depending on the host plant [5, 38, 39]. Phylogroup 
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3 only included two strains, ARR65 and Tv2a-2, which were isolated from nodules of 

Stylosanthes viscosa and Tachigali versicolor, respectively [40, 41]. These two strains notably 

differ from their closest relatives in Phylogroup 2 by the presence of nod genes. Phylogroup 4 

gathered 29 strains from various species, including the type strains B. elkanii USDA76T, B. 

pachyrhizi PAC48T, B. brasilense UFLA03-321T, B. viridifuturi SEMIA690T, B. tropiciagri 

SEMIA6148T, B. mercantii SEMIA6399T, and B. embrapense SEMIA6208T. Similarly, 

Phylogroup 5 gathered 14 strains from several species, such as B. retamae Ro19T, B. icense 

LMTR13 T, B. valentinum LmjM13T, B. jcamae PAC68T, B. paxllaeri LMTR21T and B. lablabi 

CCBAU23086T. Phylogroup 6 contained six strains, all of which were isolated from soils. 

Finally, the four strains with the smallest genome (CCH10-C7; CCH4-A6, NFR13 et SG-6C) 

formed a clade that branches with representatives of the genus Rhodopseudomonas. These 

groupings were all supported by whole genome-to-genome distances (Figure S1). 

According to this phylogenetic analysis, the taxonomic classification of several strains needs to 

be revised. Firstly, the branching of the four small-genome strains with Rhodopseudomonas 

indicates that they do not belong to the genus Bradyrhizobium and rather suggests that they 

belong to another genus within the Bradyrhizobiaceae family. With this in mind, the genome 

size of these four strain genomes appears to fit well within the range of sizes observed for 

Rhodospeudomonas (3.7-5.4 Mbp) and Nitrobacter (3.6-5.0 Mbp) genomes (NCBI Genome 

database, last accessed September 2019), rejecting the idea that they would have undergone 

some recent genome reduction event. Within the Bradyrhizobium genus, several strains do not 

belong to the species to which they were assigned. This is the case for several strains of B. 

japonicum (USDA4; USDA124; USDA135; 22; is5, in8P8) and B. elkanii (UASWS1015; 

WSM2783; WSM1747), which were found outside of the clade containing the type strain of 

their respective species. In Phylogroup 6, strain GAS499 was wrongly assigned to B. lablabi, 

the type strain of which belongs to another phylogroup. Other strains in this phylogroup are 
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named B. erythropei or B canariense; their type strains which genome sequence was not yet 

available are not covered by this study but have representatives in other phylogroups, 

suggesting a revision is needed for the taxonomy of either Phylogroup 6 strains or the distant 

strains sharing their name. The incorrect naming of some strains was based on their 16S rRNA 

and/or the internally transcribed spacer (ITS) sequences, while for the strains belonging to the 

Phylogroup 6 and for WSM2783 and WSM1747 the criteria for their taxonomic classification 

remain elusive [42-44].  It is now recognized that these two genetic markers are not sufficiently 

discriminating to distinguish Bradyrhizobium strains due to limited sequence polymorphisms 

in this group. It was therefore proposed to use an alternative molecular method based on 

multilocus sequence analysis (MSLA) for taxonomic assignments [45]. Our phylogenetic 

analysis implements a genome-based taxonomy approach, which can be seen as a “super 

MSLA” which is not limited to a few partial sequences of housekeeping genes but comprises 

several hundred conserved genes, as recommended by taxonomic authorities [46, 47]. 

Notably, during the redaction of this paper, two phylogenomic analyses focusing on the 

Bradyrhizobium genus were published, which however did not include exactly the same taxa 

as our study. One study was as well based on the core genome [48], whereas the second study 

was based on the Genome-to-Genome Blast Distance Phylogeny (GBDP) [49]. The 

phylogenetic trees of these two studies show a very similar topology than the one presented 

here (Figure 1), which confirms the robustness of these different phylogenomic analyses. In our 

tree, the four “non-Bradyrhizobium”, small-genome strains form a clade that groups together 

with the Rhodopseudomonas and Nitrobacter genomes we used as outgroups. In the study by 

Avontuur et al. [48], which include a wider diversity of outgroup, CCH10-C7 is found to be 

associated with Afipia genus while NFR13 belongs to Tardiphaga. We explored the 

phylogenetic position of these strains using the Type Strain Genome Server 

(https://tygs.dsmz.de/) based on the GBDP distances, which suggests that the strains CCH4-16, 
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CCH10-C7 and SG-6C belong to the genus Afipia. A detailed taxonomic study is needed to 

delineate a formal taxonomic name for these mis-typed strains, but this is beyond the scope of 

this study. 

Presence of multiple and diverse T3SS clusters among bradyrhizobia 

The rhcN gene was used in BLAST searches to survey for the presence of a T3SS among our 

bradyrhizobial genome collection. This gene encoding an ATPase, which is essential for the 

function of the secretion machinery, is one of the most conserved core T3SS genes and has 

often been used for phylogenetic analyses [50, 51].  

Among the 146 bradyrhizobial genomes analyzed, 96 contain at least one RhcN homologue 

and among them, 16 contain one additional homologue, and two additional homologues are 

only found in the genome of strain WSM1741 (Figure 2). This single-gene search analysis 

suggests that a large proportion (66%) of the bradyrhizobia strains may contains a T3SS gene 

cluster, and that some of them may even carry several such clusters – a situation already 

observed in Ensifer fredii strains NGR234, HH103 and USDA257, which each contain two 

T3SS clusters borne on separate plasmids [52-54]. 

Previous phylogenetic analyses based on various T3SS core proteins, including RhcN, 

indicated that the T3SS evolved into seven distinct families that spread between Gram-negative 

bacteria by horizontal gene transfer [50, 55]. So far, the characterized T3SS from the different 

rhizobia all clustered in the same family, named Rhc, which were further sub-divided into four 

sub-groups (annotated as α-RhcI to α-Rhc-III and ß-Rhc, which includes the T3SS from the β-

rhizobium Cupriavidus taiwanensis) [17]. To better understand how the different 

bradyrhizobial RhcN homologues are distributed among these different families, a ML tree was 

constructed including representatives of all the families and sub-groups which were previously 

defined. The great majority of bradyrhizobial RhcN homologues clustered in sub-group I of the 

Rhc family (α-RhcI) forming a large clade (annotated A on Figure 2), which also contains 
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homologues from Ensifer and Mesorhizobium. Other RhcN homologues seem to be related to 

the α-RhcI group but are different from previously defined subgroups [17]; they branch at the 

base of the α-RhcI group and form a distinct clade, annotated B grouping genes found in strains 

S58 and Tv2a-2. In addition, genes from SEMIA6399 and WSM1417 strains form a separate 

clade (annotated C) that branched to the Ysc family which include animal pathogenic and 

symbiotic bacteria, while the gene from strain Y36 (annotated D) clearly fall inside this Ysc 

family. When a genome carries several RhcN homologues, at least one copy systematically 

belongs to the α-RhcI group, the others are associated to the clade C or formed one additional 

new clade (annotated E) linked to the α-RhcI family (represented by LmjM3, LmjM6, 

WSM1741). To distinguish the RhcN homologues that do not fall in one of the Rhc families 

already defined but are related to the Ysc family (clade C and D), we choose to name them 

SctN, with respect to the unified nomenclature for T3SS proteins (the Sct prefix referring to 

secretion) [56].  

To further refine the classification of the T3SS systems in bradyrhizobia, we analyzed the 

genetic organization of the gene clusters that encode the T3SS machinery. In total, we identified 

six different arrangements of T3SS genes among the bradyrhizobial strains (Figure 3). The 

majority of T3SS gene clusters belong to the α-RhcI family, with two sub-families named RhcIa 

and RhcIb, which correspond to the gene clusters already described for B. diazoeffciens 

USDA110 and B. elkanii USDA61, respectively (Figure 3), [9, 57].  In both sub-families, all 

genes encoding the core components of the T3SS machinery are arranged in three distinct 

regions (Figure 3). The main central region (I) contains in the following order the rhcC1 gene 

in one direction and the nopB, rhcJ, nolU, nolV, rhcN, rhcZ, rhcQ, rhcR, rhcS, rhcT and rhcU 

genes, which are transcribed in the opposite direction. This central region is perfectly conserved 

in the two sub-families, whereas two additional conserved regions at the extremities of the gene 

clusters (region II and region III) differ in the details of their gene contents. Notably, in region 
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II, the predicted CDSs between the nod box and the ttsI regulator differ and are strain specific. 

In USDA110, the RhcIa cluster starts with a CDS (bsl1845) encoding a protein of unknown 

function, followed by the putative effector gene nopAM [58], while in USDA61, the RhcIb 

clusters are predicted to contain two divergently transcribed CDS encoding hypothetical 

proteins. Region III starts with two different small genes encoding secreted proteins of 

unknown function: nopC (RhcIb cluster) or nopH (RhcIa cluster) [59, 60]. Notably, the region 

upstream of the RhcIb cluster codes for the NopX protein, which is homologous to the putative 

translocon HrpF in Xanthomonas [61]; the corresponding gene is absent in all the strains with 

a RhcIa cluster, such as strain USDA110.  

One of these two gene arrangements is systematically found in all the strains containing a rhcN 

gene of the α-RhcI family, but some minor variations occur among strains: i) gene predictions 

in the region upstream of the ttsI gene are often ambiguous, sometimes with a prediction of a 

CDS showing some similarities with the nopAM gene identified in USDA110; ii) a 

rearrangement of the region II provoked by transposase insertions and  leading to a separation 

of the ttsI and rhcC2 genes (observed only in ORS285 strain) and iii) the occasional presence 

of an intergenic region of around 650 bp between rhcS and rhcT. Interestingly, this “intergenic” 

region is predicted to contain a tts box, suggesting that the genes of such a region I might be 

transcribed in two distinct operons.  

Notably, the T3SS gene clusters from the clade E, share the same genetic organization than 

RhcIb and should be therefore considered as bonafide RhcI-T3SS cluster. In contrast, strains 

S58 and Tv2a-2 from clade B have a T3SS gene cluster with another genetic organization; these 

T3SS gene clusters therefore constitute a new type of Rhc cluster (Figure 2 and 3).  

The analysis of the regions surrounding the rhcN/sctN homologs of strain Y36 (clade D) or of 

the strains belonging to clade C revealed additional types of T3SS gene clusters, suggesting a 

distinct origin of these unconventional T3SSs (Figure 2 and 3). Whether or not theses atypical 
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Figure 4: Comparison of phylogenetic trees for concatenated NodABC (left) and RhcC2NV (right) proteins from Bradyrhizobium
The two Maximum likelihood phylogenetic trees were constructed using Mega X and 500 bootstrap replicates. The Bradyrhizobium sp. UFLA03-84 is not included in the RhcI-T3SS

tree since this strain lacks the region III containing the rhcV gene. The scale bar represents the number of amino acid substitutions per site. The coloring scheme of tree branches and

circles are indicated in the key provided. The phylogenetic congruence between the two trees is represented by grey bands linking the different clades while incongruence is represented

by red lines. The original environment of the strains is indicated in the colone aside of the NodABC tree: Acacia dealbata (Ac.de), Aeschynomene afraspera (Ae.af), Aeschynomene

americana (Ae.am), Amphicarpaea bracteata (Am.br), Andira inermis (An.in), Arachis hypogaea (Ar.hy), Centrolobium paraense (Ce.pa), Centrosema pubescens (Ce.pu), Crotalaria

paulina (Cr.pa), Desmodium heterocarpon (De.he), Erythrina brucei (Er.br), Erythrina costaricensis (Er.co), Glycine max (Gl.ma), Indigofera sp. (Indo.), Inga sp. (In.sp), Kennedia

coccinea (Ke.co), Lablab purpureus (La.pu), Leobordea carinata (Le.ca), Lespedeza cuneata (Le.cu), Lupinus albescens (Lu.al), Lupinus angustifolius (Lu.an), Lupinus maria-josephae

(Lu.ma), Lupinus sp. (Lu.sp), Macrotyloma africanicus (Ma.af), Neonotonia wighti (Ne.wi), Ornithopus compressus (Or.co), Ornithopus pinnatus (Or.pi), Pachyrhizus erosus (Pa.er),

Phaseolus acutifolius (Ph.ac), Phaseolus lunatus (Ph.lu), Phaseolus microcarpus (Ph.mi) Phaseolus vulgaris (Ph.vu), Retama monosperma (Re.mo), Rhynchosia minima (Rh.mi),

Rhynchosia totta (Rh.to), Sugar cane (Su.ca), Stylosanthes guianensis (St.gu), Stylosanthes viscosa (St.vi), Syrmatium glabrum (Sy.gl), Tachigali versicolor (Ta.ve), Vigna unguiculata

(Vi.un).
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T3SS clusters are functional and can affect the symbiotic properties of the strains requires 

further investigation. 

A striking difference of the T3SS clusters from clades B to D in comparison to the RhcI clusters 

is the absence of the ttsI regulatory gene. The fact that ttsI is under the control of the master 

regulator NodD [18-20] supports the hypothesis that the RhcI-T3SS cluster was acquired 

simultaneously with the nod gene cluster, most probably via the acquisition of a symbiotic 

island gathering these two gene clusters. 

The nod and T3SS genes share a common history in the Bradyrhizobium genus 

To test this hypothesis, we scrutinized the genomes of the 146 Bradyrhizobium strains for the 

presence of nodABC genes using BLAST and observed that 100 strains of them contained these 

canonical nod genes (Figure 1). Strikingly, more than 90% of them (92 out of the 100) also 

contain the RhcI-T3SS cluster. In fact, all the strains containing a T3SS-RhcI cluster do contain 

the nodABC genes, except for strain Bradyrhizobium liaoningense CCBAU83689 (Figure 1). 

Furthermore, in strains for which complete genome sequences are available the T3SS-RhcI 

cluster co-localized with the nod genes inside the symbiotic island. To verify that the RhcI-

T3SS and nod gene clusters follow the same evolutionary history, we compared the 

phylogenetic trees based on the concatenation of NodABC proteins or on the concatenation of 

proteins RhcC2, RhcN and RhcV — each corresponding gene belonging to one of the three 

regions composing the T3SS cluster. A high congruence between the two phylogenetic trees 

was observed (Figure 4), supporting the idea of a co-evolution between these two gene clusters. 

Nevertheless, several incongruences occur between the trees, which likely results from 

recombination events between symbiotic islands, as may have happened after symbiotic islands 

from different origins were acquired independently and co-habited in a same rhizobial genome. 

The (rare) co-habitation of two RhcI-T3SS clusters with divergent rhcN genes in the genomes 

of strains WSM1741, LmjM3 and LmjM6 supports this scenario (Figure 2).  
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Taken together, these data support the hypothesis that the bradyrhizobia strains acquired the 

nod and the RhcI-T3SS clusters simultaneously through the acquisition of a symbiotic island. 

The subsequent vertical inheritance and preservation of the T3SS in most of the strains 

containing nod genes also indicates that this secretory machinery plays an important role in 

their symbiotic life style.  

T3SS was gained and lost multiple times in the Bradyrhizobium genus 

The distribution of the RhcIa and RhcIb clusters is not random within the Bradyrhizobium 

genus, with the cluster types occurring in homogeneous patches within clades of the core 

proteome tree (Figure 1). The distribution of the RhcI-T3SS cluster types is biased regarding 

their host genome phylogroup: i) strains belonging to the Phylogroups 6 and 2 (with the 

exception of the strain ORS285) as well as the two members of Phylogroup 3 have no RhcI 

cluster, ii) Phylogroup 5 strains possessing a T3SS all have the RhcIa cluster type; iii) all 

Phylogroup 4 strains possessing a T3SS, except strain th.b2, have the RhcIb cluster; iv) RhcIa 

and RhcIb clusters are irregularly distributed within Phylogroup 1.  

To determine the origin of this heterogeneous distribution of RhcIa and RhcIb cluster types, we 

used the program Gloome to infer the history of events of gain and loss for these clusters along 

the Bradyrhizobium tree [35]. According to the estimated scenario, an equal number of gain 

and loss events (14 each) occurred across the genus tree, but with different frequencies 

depending on the phylogroup.  

A few seminal events of independent acquisition of the RhcI cluster define the main structure 

of their distribution: the acquisition of the RhcIa cluster in the ancestor of the Phylogroup 1 

clade corresponding to the species B. japonicum and B. diazoefficiens; another acquisition of 

the RhcIa cluster in the ancestor of the Phylogroup 5 clade regrouping B. lablabi, B. paxllaeri, 

B. jicamae, B. valentinum, B. icense and B. retamae; and the acquisition of the RhcIb cluster in 

the ancestor of the Phylogroup 4 clade regrouping the species B. elkanii, B. pachirizi, B. 
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braziliense, B. viridifuturi, B. tropicagri, B. mercanti and B. embrapenses. These seminal 

horizontal transfer events were followed by the conservation of the acquired cluster, leaving 

patterns of locally homogeneous cluster distribution, suggesting strong purifying selection 

acted on these acquired genes. Another acquisition of the RhcIb cluster was inferred at the root 

of the Phylogroup 1, but this event was later followed by independent losses of the cluster: it 

was lost by the ancestor of the group formed by B. japonicum and unclassified Bradyrhizobium 

strains such as WSM1417 and WSM1253. The ancestor of B. japonicum later re-gained a T3SS 

cluster of the type RhcIa. Other loss events are associated to gains of the other cluster type, as 

six replacements of the RhcIb cluster by the RhcIa type occurred on the same branch of the 

tree, all within Phylogroup 1 (Figure 1).   

This scenario of repeated replacements is reflected in the phylogeny of the RhcC2VN proteins, 

where clades of Rhc proteins associated with the RhcIa organization recurrently emerge from 

a larger clade of proteins associated mostly with the RhcIb type (Figure 4). The RhcIa clade at 

the top of Figure 4 regroups many almost identical sequences, suggesting a more recent spread 

of this cluster type, with repeated events of horizontal dissemination into distinct clades of the 

Phylogroup 1. Interestingly, most of these RhcIa Phylogroup 1 strains were isolated from 

Glycine max nodules. It is very likely that a strong selective pressure, probably driven by the 

plant, has favored the exchange of RhcI-T3SS clusters within this phylogroup. The selective 

advantage of switching to a RhcIa cluster type may be specific to Phylogroup 1, as B. elkanii 

strains of the Phylogroup 4 also isolated from Glycine max nodules all harbor a RhcIb cluster.  

The tree based on concatenated RhcC2VN proteins presents the evolutionary point of view of 

the genes encoded in the cluster (Figure 4), which shows that the RhcIa-type TTSS evolved 

twice from a clade associated with RhcIb. These events correspond to a gain by the ancestor of 

B. japonicum (Phylogroup 1), and another gain in the ancestor of Phylogroup 5 Rhc+ strains 

(Figure 1). The lineages of Rhc proteins involved in these two gain events are not related, with 
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those found in Phylogroup 5 branching deeply in the RhcC2VN phylogenetic tree. Interestingly, 

the diversity of proteins within this deep clade mirrors that of their host genomes. This suggests 

that in Phylogroup 5, the rhc genes (or at least large segments of the locus including the rhcC2, 

rhcV and rhcN genes) were vertically transmitted after the gain of the ancestral RhcIb-type 

cluster.  

To evaluate whether these repeated changes of RhcI type were associated with the reshuffling 

of the alleles of core rhc genes, we then studied the individual trees of genes located in different 

regions of the RhcI locus: rhcV in region III, rhcN in region I, and rhcC2 in region II (Figure 3 

and Figure S2). The evolutionary histories of these genes appear mostly congruent, as they 

share the majority of ancient splits, including those leading to the emergence of the clades 

homogeneous for their RhcI type. This strongly indicates that the whole RhcI cluster locus 

evolved as a linked genetic unit, being transferred from one genomic background to another as 

a single fragment. In addition, it shows that the diversification of rhc genes is not associated 

with switches in RhcI cluster type; it is only the genetic organization of the locus that changed 

when changes of RhcIa-type occurred. Each switch of cluster type could in fact have been 

mediated through a single homologous recombination anchored in the conserved regions, from 

upstream of nopA to downstream of rhcC1 (Figure 3, red underlined regions), converting the 

type-specific region located in-between (Figure 3, gold and pink underlined regions). This 

single-step scenario for conversion of a RhcIa-type cluster into a RhcIb cluster, and vice-versa, 

makes it a potentially frequent event. 

Indeed, a few RhcI gain and loss events were observed in recent lineages, mostly limited to 

single genomes in our sample. These recent changes may represent random flickers in the 

evolutionary history with no particular selective value, or could alternatively be the sign of 

positive selection for the acquisition of the T3SS, or relaxation of purifying selection leading 

to its loss. The type-specific variant regions are also the site of the accumulation of strain-
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specific genetic material – mostly insertion sequences – (Figure 3, black underlined regions), 

indicating that these regions are foci of rapid gene content evolution, and that strain-specific 

genetic apparatus have not yet undergone strong selective pressure.  

On a longer evolutionary timescale, the fact that sporadic T3SS acquisitions (of either RhcIa or 

RhcIb type) always occurred in a Nod+ background suggests that the T3SS may provide some 

symbiotic function that is under positive selection in strains that already produce the Nod signal. 

Similarly, sporadic losses occurred in some lineages or recent clades, including independent 

losses in strains DFCI-1, SEMIA6399T and MT12 in Phylogroup 4, and a loss in the ancestor 

of strains LTSP849 and LTSP857 in Phylogroup 1. Notably, in all these cases, the loss of the 

T3SS is correlated with the loss of the nod genes on the same branch. This suggests a scenario 

where loss of the nod genes led to a relaxation of the purifying selection acting on the existing 

RhcI-T3SS cluster, which finally resulted in its loss. However, another explanation (that does 

not involve natural selection) is that the nod and rhc genes can have been concomitantly 

acquired or lost via homologous recombination between the surrounding core genes, thus 

resulting in insertion or deletion of the whole symbiotic island. 

Altogether, these data indicate that the T3SS have been acquired a few times by ancestors of 

bradyrhizobial lineages and that the distribution of the T3SS types was later disturbed by a 

dynamic history of gain via horizontal gene transfer and loss, perhaps driven by selective 

pressure related to symbiosis with the plant host.  

Possible new cases of Bradyrhizobium strains nodulating in the absence of NF but through 

their T3SS 

Considering the origin of the strains it appears that most of the isolates from plant nodules do 

contain nodABC genes, which reinforces the idea that the NF-dependent symbiotic process is 

the predominant type of interaction, but some exceptions (8 out of 106) exists. As previously 

indicated, five strains that were isolated from Aeschynomene species (A. indica and A. evenia) 
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and lack nod and RhcI-T3SS clusters nodulate Aeschynomene species in a NF-independent 

process [5, 38, 39].  More surprisingly, three strains (B. mercantei SEMIA 6399T, B. 

liaoningense CCBAU83689 and Bradyrhizobium sp. Y36) isolated from plant species that do 

not belong to the Aeschynomene genus were also found to lack nod genes. The strain B. 

mercantei SEMIA 6399T was isolated from an effective nodule of the tropical legume Deguelia 

costata (syn. Lonchocarpus costatus), an important plant species belonging to the Millettieae 

tribe that is native to eastern Brazil [62, 63]. Interestingly, this strain, which is phylogenetically 

distant to the Phylogroup 2 bradyrhizobia nodulating Aeschynomene, was confirmed to form 

effective nodules on its plant of origin but also on Macroptilium atropurpureum [62]. This 

strain is even used as a commercial inoculant for D, costata. If the symbiotic properties of the 

sequenced strain are confirmed, this strain would be the first example of a Bradyrhizobium, 

outside the phylogroup 2, that is able to use a NF-independent pathway to naturally nodulate 

other legumes than Aeschynomene spp. Strain SEMIA 6399T also lacks a RhcI-T3SS cluster 

but contains an atypical T3SS-cluster. It would be interesting to elucidate whether this T3SS 

plays a role in the nodulation abilities of this bacterium. 

The two others strains (B. liaoningense CCBAU83689 and Bradyrhizobium sp. Y36) were 

isolated from Glycine max and from Phaseolus vulgaris, respectively, two legume species 

known to be nodulated by rhizobia having nod genes. One may wonder whether these two 

strains were opportunist bacteria that took advantage of rhizobia excreting NFs to co-infect the 

same nodules. It would be interesting to verify the ability of these strains to nodulate their 

original host plants in a NF-independent manner. As previously stated, the strain B. 

liaoningense CCBAU83689 is the only bradyrhizobium having a RhcI-T3SS cluster but lacking 

nod genes. We can therefore assume that this strain has previously acquired a symbiotic island 

containing both nod and T3SS genes and subsequently have lost the nod genes but maintained 

the RhcI-T3SS cluster. If this strain indeed nodulates G. max it remains to be determined 
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whether its RhcI-T3SS is the major determinant governing the nodulation. Similarly, strain Y36 

also contains an atypical T3SS cluster whose symbiotic role cannot be excluded. 

The absence of nopX is correlated with the presence of nopH and nopE 

The translocator proteins form a pore (named translocon) in the host membrane that allows the 

passage of effectors into the eukaryotic host cell [64].  The components forming the translocon 

in rhizobial T3SS remain unknown but the homology of NopX with the putative translocator 

HrpF from Xanthomonas species suggests that it could be a translocon component [65]. The 

absence of a gene encoding a translocator protein in all the strains containing a RhcIa cluster is 

enigmatic and raises the question of which gene(s) may play this function. A similar case has 

been reported in Xanthomonas genus where members of the ancestral, early-branching clade, 

lack hrpF [66]. Comparative genomics permitted to identify specifically in this group of strains 

two candidate translocator genes (hpaT and hpaH) for which a role in effector translocation has 

been subsequently confirmed [66].  Following this approach, we speculated that all the RhcIa+ 

strains should contain (a) specific gene(s) that could functionally substitute nopX. Comparison 

of the bradyrhizobial genomes highlighted two genes that were specifically associated with the 

presence of a RhcIa cluster (Figure 4): nopH, which encodes a protein of unknown function of 

about 100 amino acids, and nopE, which encodes a protein of about 500 amino acids that is 

assumed to be a translocated effector [67]. These two genes are found in the same genetic 

organization and closely associated with the core T3SS gene clusters in all the RhcIa+ strains, 

nopH is always found upstream of nopA, and nopE is always found upstream of region III in a 

genetic organization that is very similar to nopX in the RhcIb cluster (Figure 3).  

To our knowledge, the function of NopH is not known except that this protein was found in the 

secretome of USDA110 [59]. In contrast, NopE has been functionally studied, in particular in 

strain USDA110, which harbors two NopE homologs.  It has been shown, using CyaA reporter 

fusion, that both NopE variants were translocated into plant cells and that they are most 
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Figure 5: Representation of the effector candidate repertoire in the Bradyrhizobium genus

The number and distribution of some T3SS components, some known Nops and some proteins containing known functional domain identified in some

rhizobia effectors are shown. Numbers represent the number of proteins found in each strain according the research parameters used defined in

materials and methods. NEL, Novel E3-ubiquitine ligase. MIIA, metal ion-inducible autocleavage protein. C55, YopJ-type protein. C48, YopT-type

protein. C58. SUMO protease. The asterix (*) indicates frameshift mutations in the corresponding gene. The coloring scheme of figure 1 is used to

indicate in which phylogroup the strain belongs and the colored circles indicate the presence of a nod gene cluster (in green), a RhcIa-T3SS cluster (in

pink) or a RhcIb-T3SS cluster (in yellow).
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probably functionally redundant [67]. Indeed, only a nopE double mutant is significantly 

(positively) affected in its ability to nodulate Vigna radiata, suggesting that NopE proteins or 

a process relying on NopE activity play a negative role in the nodulation of this plant species 

[67].   

NopH and NopE display no sequence similarity with NopX, neither with known translocators 

from other bacteria. However, the translocon proteins are not conserved among different 

bacterial species [68]. The specific presence of nopH and nopE only in the RhcIa+ strains make 

them attractive candidates for functional studies of the TTSS. It would be interesting to 

determine if they play a role in the translocation of effectors, keeping in mind that the functional 

features already reported for NopE are not incompatible with such a role. 

Drastic variation between the effectome of Bradyrhizobium strains 

In order to determine the content and the diversity of T3SS effectors in the Bradyrhizobium 

genus, we screened for the presence of a set of type III effectors in the predicted proteomes of 

all strains using BLASTP (% of identity ≥40% over ≥70% of the length of the protein). We 

restricted this analysis to rhizobial effectors that have been demonstrated to be secreted through 

the T3SS and/or shown to affect the symbiosis positively or negatively (Table S2). As shown 

in Figure 5 and as expected from previous results, effector candidates were generally not found 

in genomes that do not harbor a RhcI-T3SS cluster, except for six strains (CCGE-LA001, 

WSM2254, ARR65, Tv2a-2, SEMIA6399 and Ai1a-2). For three of them (Tv2a-2, 

SEMIA6399, Ai1a-2), a few genes encoding components of the RhcI-T3SS were identified, 

suggesting their ancestors once harbored a T3SS with its cortege of effectors but lost most of 

the T3SS genes since. The question also remains for strains SEMIA6399 and Tv2a-2 whether 

the identified effectors might be translocated by the atypical T3SS clusters that are present in 

these strains (Figure 2).  
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Figure 5: Representation of the effector candidate repertoire in the Bradyrhizobium genus

The number and distribution of some T3SS components, some known Nops and some proteins containing known functional domain identified in some

rhizobia effectors are shown. Numbers represent the number of proteins found in each strain according the research parameters used defined in

materials and methods. NEL, Novel E3-ubiquitine ligase. MIIA, metal ion-inducible autocleavage protein. C55, YopJ-type protein. C48, YopT-type

protein. C58. SUMO protease. The asterix (*) indicates frameshift mutations in the corresponding gene. The coloring scheme of figure 1 is used to

indicate in which phylogroup the strain belongs and the colored circles indicate the presence of a nod gene cluster (in green), a RhcIa-T3SS cluster (in

pink) or a RhcIb-T3SS cluster (in yellow).
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For all the strains containing a RhcI-T3SS cluster, the number of identified effectors is highly 

variable, ranging from two for WSM3983 to 24 for Bradyrhizobium diazoefficiens USDA122 

(Figure 5). Notably, B. diazoefficiens and B. japonicum strains isolated from soybean nodules 

have the largest set of effectors, with an average of 20 effectors. Nevertheless, this number of 

effectors also varies considerably (from 16/17 to 25/26) within these two species. This frequent 

remodeling of the repertoire of effectors, called effectome, by acquisition and loss of genes is 

most likely shaped by the selective pressure of the host plant.  

Noteworthy, there is not a single effector that is found in all strains having a RhcI-T3SS cluster. 

While no core effectome can be therefore defined within the genus Bradyrhizobium, four 

effectors (NopM, NopP, NopT, NopC) are nevertheless highly prevalent and are often found in 

multiple copies. Interestingly, these four effectors are also conserved in other rhizobial genera 

[58], which leads to the speculation that they were part of an “early” effectome that was 

horizontally acquired by the ancestors of bradyrhizobial lineages, possibly at the same time as 

the RhcI-T3SS clusters, and later lost in some specific lineages, perhaps due to 

evolutionary/selective pressure.  

We also examined whether the distribution of any effector was associated with the presence of 

the RhcIa or the RhcIb cluster types. No strict correlation except the ones discussed before for 

NopX, NopH and NopE, was observed, indicating that the ancestral RhcIa or RhcIb clusters 

most probably shared similar effectors repertoires. However, at a lower frequency, two other 

effectors, NopAG and NopJ, both encoding a putative acetyltransferase, were found specifically 

associated to the RhcIa and RhcIb cluster, respectively. NopAG is present in seven strains of 

B. japonicum and B. diazoefficiens and the distant strain WSM2783, with no homolog being 

found outside the Bradyrhizobium genus. This exclusive distribution suggests that this effector 

has been specifically acquired or evolved within the B. diazoeffciens/B. japonicum group and 

later horizontally transferred to the strain WSM2793. The NopJ effector was only found in three 
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strains that are phylogenetically very distant to each other. This effector, which belongs to the 

YopJ effector family in pathogenic bacteria, had previously only been reported in one rhizobial 

genome, Ensifer fredii strain NGR234 [58, 69]. It is therefore possible that NGR234 and these 

three Bradyrhizobium strains acquired NopJ independently by lateral gene transfer.  

The diversity and the effectors number is most probably underestimated  

Type III effectors are often modular proteins constituted of multiple conserved domains [70]. 

This particular architecture complicates the search for homologues because of the low level of 

similarity between effector proteins outside of these conserved domains. Thus, the search for 

specific functional domains has been proposed as a more sensitive approach to identify new 

candidate effector proteins [71]. Among the rhizobial effectors, five functional domains have 

been identified: two eukaryotic domains, NEL (for Novel E3 Ligase/ IPR029487) identified in 

NopM [72, 73] and the SUMO protease domain (peptidase family C48/ IPR003653) identified 

in NopD and BEL2-5 [74, 75]; the YopT-type domain (peptidase family C58/ IPR006473) 

identified in NopT [76, 77], the YopJ-type domain (peptidase family C55/ IPR005083) 

identified in NopJ [69] and the recent identified MIIA domain (metal ion-inducible 

autocleavage/ IPR011086) identified in NopE [78]. In order to highlight new putative effectors, 

we performed an InterProScan analysis on the annotated bradyrhizobial genomes using the 

MAGE pipeline (Figure 5). All proteins identified as containing one of these domains were 

found specifically in strains that have a RhcI-T3SS cluster or in five of the six strains 

(WSM2254, ARR65, Tv2a-2, SEMIA6399 and Ai1a-2) that were discussed above and are 

supposed to have lost their T3SS. The search for YopT and YopJ-type domains as well as for 

the MIIA domain retrieved 120, 4 and 76 proteins, respectively, which correlates well with the 

number of homologues identified by BLASTP for NopT (119 homologues), NopJ (3 

homologues) and NopE (72 homologues).  
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In contrast, the search for the NEL and the SUMO protease domains returned a far higher 

number of putative effectors (271 and 202 proteins) than the BLASTP search for homologues 

of NopM protein or the two SUMO proteases NopD and BEL2-5, which retrieved 187, 28 and 

26 homologous proteins, respectively. We thus identified 84 additional NopM-family effectors 

and 180 additional proteins containing a SUMO protease domain. This suggests that there are 

still many effectors to be discovered in the Bradyrhizobium genus, some of which may play an 

important symbiotic role.  

Conclusion 

The importance of the T3SS in the symbiotic ability of rhizobia remains unclear. In this study, 

by taking advantage of the large repertoire of genome sequences that is available for the genus 

Bradyrhizobium, we revealed that the RhcI-T3SS gene clusters and the nod genes largely share 

a common evolutionary history and have been both conserved in almost all nodulating 

Bradyrhizobium strains. This concomitant maintenance of nod and T3SS clusters is most likely 

driven by host plant-related selective pressure and suggests a much more important role of the 

T3SS in the symbiotic process than hitherto suspected. The recent identification that a T3SS 

effector (ErnA), conserved among bradyrhizobia, is able to induce nodule formation in the 

absence of NFs strengthens this idea [26]. 

This comparative genomic study provides new avenues to fill gaps in our sparse knowledge on 

the role of the T3SS in rhizobial symbiosis. Indeed, we propose new genetic determinants that 

are probably required for the T3SS symbiotic function based on their phylogenetic distribution: 

nopE and nopH distribution complements that of nopX, in association with their respective RhcI 

gene cluster types, suggesting a possible role of these two proteins related to the translocation 

function. Furthermore, the high diversity of NopM and SUMO protease effector families that 

emerged from our study revealed in several strains a much larger effectome than anticipated, 

with some of the newly identified putative effectors possibly contributing to the symbiotic 
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efficiency and/or the modulation of the host spectrum of these strains. The discovery of several 

atypical T3SS clusters in some strains raises the question whether these gene clusters contribute 

to the symbiotic properties of bradyrhizobia. Finally, the realization that some strains isolated 

from nodules lack nod genes but contain a T3SS cluster raises the possibility that the T3SS 

evolved as the main determinant governing the symbiotic interaction. These strains might 

constitute new models for future studies aiming at a better understanding of the T3SS’s 

symbiotic function.  
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Supplementary Figure 1: Phylogenetic distance matrix between membre of Bradyrhizobium based on whole genome content of gene family. 

Both axes are identical and 'heat' of the color increases with similarity in genome content.  
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Bradyrhizobium sp. Cp5.3_Cp5.3_6092
Bradyrhizobium sp. DOA1_DOA1_5407
Bradyrhizobium stylosanthis_BR 446_4177

Bradyrhizobium elkanii WSM2783_WSM2783_1458
Bradyrhizobium elkanii WSM1741_WSM1741_4106
Bradyrhizobium lablabi_CCBAU 23086_6613
Bradyrhizobium paxllaeri_LMTR 21_7120
Bradyrhizobium valentinum_LmjM6_7549
Bradyrhizobium valentinum_LmjM3_2194
Bradyrhizobium retamae_Ro19_7017
Bradyrhizobium icense_LMTR 13_4901
Bradyrhizobium sp. LMTR 3_LMTR 3_779

Bradyrhizobium sp. WSM3983_WSM3983_6959
Bradyrhizobium sp. BR 10245_BR 10245_6524
Bradyrhizobium neotropicale_BR 10247_5293

Bradyrhizobium sp. WSM4349_WSM4349_5755
Bradyrhizobium sp. Ec3.3_Ec3.3_7012
Bradyrhizobium manausense_BR3351_387
Bradyrhizobium sp. NAS96.2_NAS96.2_3580

Bradyrhizobium elkanii WSM1741_WSM1741_1491
Bradyrhizobium valentinum_LmjM6_6321
Bradyrhizobium valentinum_LmjM3_7380

Bradyrhizobium oligotrophicum S58_S58_7168
Bradyrhizobium sp. Tv2a-2_Tv2a-2_5241

Bradyrhizobium japonicum CCBAU 15354_CCBAU 15354_9991
Bradyrhizobium japonicum USDA 123_USDA 123_9478
Bradyrhizobium diazoefficiens_NK6_9772
Bradyrhizobium japonicum CCBAU 15517_CCBAU 15517_9221
Bradyrhizobium japonicum CCBAU 83623_CCBAU 83623_9374
Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 25021_CCBAU 25021_7417
Bradyrhizobium sp. WSM1417_WSM1417_7065

Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 05525_CCBAU 05525_8240
Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 83689_CCBAU 83689_7562
Bradyrhizobium elkanii_BLY6-1_6596
Bradyrhizobium elkanii_BLY3-8_1534
Bradyrhizobium elkanii WSM1741_WSM1741_2498
Bradyrhizobium mercantei_SEMIA 6399_4483
Bradyrhizobium lablabi_CCBAU 23086_5235
Bradyrhizobium liaoningense_CCNWSX0360_5690
Bradyrhizobium yuanmingense_CCBAU 10071_41

Bradyrhizobium sp. th.b2_th.b2_8622
Bradyrhizobium sp. Y36_Y36_4793
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Bradyrhizobium elkanii 587_587_5067
Bradyrhizobium elkanii USDA 76_USDA 76_2998
Bradyrhizobium elkanii CCBAU 43297_CCBAU 43297_5932
Bradyrhizobium elkanii CCBAU 05737_CCBAU 05737_7985
Bradyrhizobium elkanii USDA 94_USDA 94_7681
Bradyrhizobium sp. C9_C9_4846
Bradyrhizobium elkanii USDA 3254_USDA 3254_4511
Bradyrhizobium elkanii USDA 3259_USDA 3259_3918
Bradyrhizobium pachyrhizi_PAC 48_5239
Bradyrhizobium pachyrhizi_BR3262_4262
Bradyrhizobium elkanii_BLY6-1_4028
Bradyrhizobium elkanii_BLY3-8_7674
Bradyrhizobium sp. R5_R5_3245

Bradyrhizobium paxllaeri_LMTR 21_5403
Bradyrhizobium japonicum CCBAU 15354_CCBAU 15354_10088
Bradyrhizobium sp. CCBAU 43298_CCBAU 43298_7286
Bradyrhizobium japonicum CCBAU 25435_CCBAU 25435_8828
Bradyrhizobium japonicum USDA 6_USDA 6_7807
Bradyrhizobium japonicum_E109_7809
Bradyrhizobium japonicum_FN1_8074
Bradyrhizobium japonicum USDA 123_USDA 123_8417
Bradyrhizobium diazoefficiens_CCBAU 41267_8512
Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 05525_CCBAU 05525_7423
Bradyrhizobium liaoningense CCBAU 83689_CCBAU 83689_6184
Bradyrhizobium japonicum USDA 135_USDA 135_2583
Bradyrhizobium japonicum_Is-34_7278
Bradyrhizobium japonicum CCBAU 15517_CCBAU 15517_9203
Bradyrhizobium japonicum USDA 38_USDA 38_6803
Bradyrhizobium sp. CCBAU 15544_CCBAU 15544_7751
Bradyrhizobium sp. CCBAU 15615_CCBAU 15615_7792
Bradyrhizobium japonicum CCBAU 83623_CCBAU 83623_8502
Bradyrhizobium japonicum USDA 4_USDA 4_6270
Bradyrhizobium japonicum CCBAU 15618_CCBAU 15618_8997
Bradyrhizobium japonicum_J5_8680
Bradyrhizobium diazoefficiens_Is-1_7899
Bradyrhizobium diazoefficiens_USDA 122_1920
Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080_SEMIA 5080_5764
Bradyrhizobium japonicum USDA 124_USDA 124_7337
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079_SEMIA 5079_4
Bradyrhizobium sp. CCBAU 15635_CCBAU 15635_7432
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110_USDA 110_1248
Bradyrhizobium diazoefficiens_NK6_2431
Bradyrhizobium sp. BR10280_p9-20_5450
Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 25021_CCBAU 25021_7501
Bradyrhizobium yuanmingense_CCBAU 10071_26
Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 35157_CCBAU 35157_6943
Bradyrhizobium sp. SUTN9-2_SUTN9-2_2124

Bradyrhizobium sp. WSM1743_WSM1743_510
Bradyrhizobium sp. WSM2793_WSM2793_4126
Bradyrhizobium sp. INPA54B_INPA54B_883
Bradyrhizobium shewense_ERR11_489
Bradyrhizobium sp. Rc3b_Rc3b_2686
Bradyrhizobium yuanmingense_BR3267_3177

Bradyrhizobium sp. Rc2d_Rc2d_3130
Bradyrhizobium arachidis_USDA 3384_3506
Bradyrhizobium genosp. SA-4 str. CB756_CB756_6025
Bradyrhizobium arachidis_LMG 26795_8003
Bradyrhizobium vignae_LMG 28791_1213
Bradyrhizobium sp. ORS 3257_ORS3257_6742
Bradyrhizobium sp. DOA9_DOA9_7275
Bradyrhizobium sp. Ghvi_Ghvi_6656
Bradyrhizobium ottawaense_L2_5405
Bradyrhizobium liaoningense_CCNWSX0360_6728

Bradyrhizobium sp. Gha_Gha_6075
Bradyrhizobium sp. ORS 285_ORS285_1104

Bradyrhizobium sp. th.b2_th.b2_7660
Bradyrhizobium jicamae_PAC68_1143

Bradyrhizobium embrapense_SEMIA 6208_5120
Bradyrhizobium viridifuturi_SEMIA 690_2210
Bradyrhizobium sp. UFLA03-84_UFLA03-84_259
Bradyrhizobium tropiciagri_SEMIA 6148_2229
Bradyrhizobium sp. UFLA 03-321_UFLA 03-321_3199

Bradyrhizobium sp. Cp5.3_Cp5.3_6100
Bradyrhizobium sp. DOA1_DOA1_5399
Bradyrhizobium stylosanthis_BR 446_4185

Bradyrhizobium mercantei_SEMIA 6399_7977
Bradyrhizobium elkanii WSM2783_WSM2783_1466
Bradyrhizobium elkanii WSM1741_WSM1741_4114
Bradyrhizobium sp. LMTR 3_LMTR 3_771
Bradyrhizobium valentinum_LmjM6_7541
Bradyrhizobium valentinum_LmjM3_2186
Bradyrhizobium retamae_Ro19_7025
Bradyrhizobium lablabi_CCBAU 23086_6605
Bradyrhizobium paxllaeri_LMTR 21_7112
Bradyrhizobium icense_LMTR 13_4893

Bradyrhizobium sp. WSM3983_WSM3983_6967
Bradyrhizobium sp. WSM4349_WSM4349_5747

Bradyrhizobium sp. Ec3.3_Ec3.3_7020
Bradyrhizobium sp. NAS96.2_NAS96.2_6521
Bradyrhizobium manausense_BR3351_395

Bradyrhizobium sp. Ai1a-2_Ai1a-2_7888
Bradyrhizobium sp. BR 10245_BR 10245_6532
Bradyrhizobium neotropicale_BR 10247_5285

Bradyrhizobium elkanii WSM1741_WSM1741_1501
Bradyrhizobium valentinum_LmjM6_6329
Bradyrhizobium valentinum_LmjM3_7388
Bradyrhizobium oligotrophicum S58_S58_7179

Bradyrhizobium sp. Tv2a-2_Tv2a-2_5231
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Species Strain accession (chromosome) Contigs Size (Mb) Material of origin Country of isolation 

Bradyrhizobiaceae bacterium SG-6C AFOF00000000 38 4.33 Soil (Insecticide contaminated) Australia 

Bradyrhizobium arachidis LMG26795T NZ_FPBQ00000000.1 98 9.79 Nodule of Arachis hypogaea China 

Bradyrhizobium brasilense UFLA 03-321T NZ_MPVQ00000000 94 8.59 Nodule of Vigna unguiculata Brazil 

Bradyrhizobium canariense GAS369 LT629750.1 complete 7.84 Soil (Harvest Forest) USA 

Bradyrhizobium centrolobii BR10245T LUUB01000000 133 10.11 Nodule of Centrolobium paraense  Brazil 

Bradyrhizobium diazoefficiens CCBAU41267 AJQI01000000 563 9.12 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium diazoefficiens Is-1 LGUJ00000000 104 8.98 Nodule of Glycine max Japan 

Bradyrhizobium diazoefficiens NK6 NZ_AP014685.1 Complete 9.78 Nodule of Glycine max Japan 

Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA5080 ADOU00000000.1 13 9.58 Nodule of Glycine max Brazil 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110T CP011360 Complete 9.11 Nodule of Glycine max USA 

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA122 CP013127 Complete 8.98 Nodule of Glycine max USA 

Bradyrhizobium elkani 587 NZ_AJJK00000000.1 1002 8.80 Nodule of Glycine max Brazil 

Bradyrhizobium elkani BLY3-8 LWUI00000000 90 9.20 Nodule of Glycine max Japan 

Bradyrhizobium elkani BLY6-1 LXEM00000000 79 9.20 Nodule of Glycine max Japan 

Bradyrhizobium elkani CCBAU05737 AJPV00000000.1 751 9.78 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium elkani CCBAU43297 AJPW01000000 654 9.48 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium elkani UASWS1015 JXOF00000000.1 187 7.82 Sewage plant  Switzerland 

Bradyrhizobium elkani USDA3254 AXAH00000000 87 8.98 Nodule of Phaseolus acutifolius USA 

Bradyrhizobium elkani USDA3259 AXAW01000000 102 8.72 Nodule of Phaseolus lunatus USA 

Bradyrhizobium elkani USDA94 JAFC00000000 168 9.56 Nodule of Glycine max USA 

Bradyrhizobium elkani WSM1741 AXAU00000000 70 7.95 Nodule of Rhynchosia minima Australia 

Bradyrhizobium elkani WSM2783 NZ_AXAP00000000.1 218 9.90 Nodule of Leobordea carinata South of Africa 

Bradyrhizobium elkanii USDA76T ARAG0100000 25 9.48 Nodule of Glycine max USA 

Bradyrhizobium embrapense SEMIA6208T LFIP00000000 160 9.77 Nodule of Desmodium 

heterocarpon subsp. Ovalifolium 

Brazil 

Bradyrhizobium enterica DFCI-1 AMFB00000000 98 7.65 Human colon Canada 

Bradyrhizobium erythrophlei GAS138 LT670817.1 Complete 9.09 Soil (Harvest Forest) USA 

Bradyrhizobium erythrophlei GAS242 LT670818.1 Complete 9.18 Soil (Harvest Forest) USA 

Bradyrhizobium erythrophlei GAS401 LT670849.1 Complete 7.53 Soil (Harvest Forest) USA 

Bradyrhizobium erythrophlei GAS478 FSRD01000000 4 11.74 Soil (Harvest Forest) USA 

Bradyrhizobium erythrophlei MT12 FNTH01000000 2 8.97 Soil (Forest) USA 

Bradyrhizobium forestalis INPA54BT PGVG01000000 183 8.25 Nodule of Inga sp.  Brazil 

Bradyrhizobium icense LMTR13T CP016428.1 Complete 8.32 Nodule of Phaseolus lunatus Peru 

Bradyrhizobium japonicum 22 AXVG00000000.1 29 7.50 Soil ( Hanford subsurface) USA 

Bradyrhizobium japonicum CCBAU15354 AJPX01000000 951 9.91 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium japonicum CCBAU15517 AJPY01000000 1129 9.92 Nodule of Glycine max China 

Supplementary table 1: The inventory of bacteria strains using in this study 



Species Strain accession (chromosome) Contigs Size (Mb) Material of origin Country of isolation 

Bradyrhizobium japonicum CCBAU15618 AJPZ01000000 691 9.83 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium japonicum CCBAU25435 AJQA01000000 520 9.46 Nodule of Glycine max China  

Bradyrhizobium japonicum CCBAU83623 AJQB01000000 1212 10.08 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium japonicum E109 CP010313.1 Complete 9.22 Nodule of Glycine max Argentina 

Bradyrhizobium japonicum FN1 NZ_JGCL00000000.1 87 9.14 Soil (Grassland) USA 

Bradyrhizobium japonicum In8p8 AUGD00000000.1 53 7.59 Soil ( Hanford subsurface) USA 

Bradyrhizobium japonicum Is-34 JRPN00000000.1 248 10.33 Nodule of Glycine max Japan 

Bradyrhizobium japonicum Is5 ATWP00000000.1 60 7.59 Soil ( Hanford subsurface) USA 

Bradyrhizobium japonicum J5 CP017637.1 Complete 10.17 Nodule of Glycine max Japan 

Bradyrhizobium japonicum SEMIA5079 CP007569  Complete 8.84 Nodule of Glycine max Brazil  

Bradyrhizobium japonicum USDA123 NZ_AXVP00000000.1 518 10.46 Nodule of Glycine max USA 

Bradyrhizobium japonicum USDA124 ARFJ00000000 126 9.00 Nodule of Glycine max USA 

Bradyrhizobium japonicum USDA135 NZ_AXAT00000000.1 548 7.70 Nodule of Glycine max USA 

Bradyrhizobium japonicum USDA38 NZ_AXAG00000000 109 9.61 Nodule of Glycine max Japan 

Bradyrhizobium japonicum USDA4 NZ_AXAF00000000.1 99 8.74 Nodule of Glycine max USA 

Bradyrhizobium japonicum USDA6T AP012206 Complete 9.13 Nodule of Glycine max Japan 

Bradyrhizobium japonicum WSM1743 AXAZ01000000 168 8.34 Nodule of Indigofera sp. Australia 

Bradyrhizobium jicamae PAC68T NZ_LLXZ00000000.1 235 8.71 Nodule of Pachyrhizus erosus Honduras 

Bradyrhizobium lablabi CCBAU23086T LLYB00000000 135 8.82 Nodule of Lablab purpureus China 

Bradyrhizobium lablabi GAS499 LT670844.1 Complete 7.91 Soil (Harvest Forest) USA 

Bradyrhizobium lablabi GAS522 FNTI01000000 2 8.27 Soil (Harvest Forest) USA 

Bradyrhizobium lablabi MT34 LT670845.1 Complete 8.15 Soil (Forest) USA 

Bradyrhizobium liaoningense CCBAU05525 AJQC01000000 1040 7.98 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium liaoningense CCBAU83689 AJQD01000000 1133 8.01 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium liaoningense CCNWSX0360 NZ_LUKO00000000.1 2242 8.59 Nodule of Vigna unguiculata China  

Bradyrhizobium manausense BR3351T LJYG00000000.1 127 9.15 Nodule of Vigna unguiculata Brazil 

Bradyrhizobium neotropicale BR10247T LSEF00000000.1 125 8.68 Nodule of Centrolobium paraense  Brazil 

Bradyrhizobium oligotrophicum S58T AP012603 Complete 8.26 Soil (Paddy field) Japan 

Bradyrhizobium ottawaense GAS524 LT629693.1 Complete 8.34 Soil (Harvest Forest) USA 

Bradyrhizobium pachyrhizi BR3262 LJYE00000000 116 8.96 Nodule of Vigna unguiculata Brazil 

Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T LFIQ00000000 124 8.75 Nodule of Pachyrhizus erosus Costa Rica 

Bradyrhizobium paxllaeri LMTR21T MAXB00000000.1 146 8.29 Nodule of Phaseolus lunatus Peru 

Bradyrhizobium retamae Ro19T NZ_LLYA00000000.1 235 8.47 Nodule of Retama monosperma Morocco 

Bradyrhizobium sacchari BR10280T LWIG01000000 69 8.69 Sugarcane roots Brazil 

Bradyrhizobium shewense ERR11T FMAI01000000 102 9.16 Nodule of Erythrina brucei Ethiopia 

Bradyrhizobium sp. Aia-2 AUEZ01000000 248 9.03 Nodule of Andira inermis  Costa Rica 

Bradyrhizobium sp. ARR65 AWZU01000000 139 8.61 Nodule of Stylosanthes viscosa Australia 

Bradyrhizobium sp. AS23.2 LGHM00000000.1 430 8.71 Nodule of Lupinus albescens  Brazil 

Bradyrhizobium sp. AT1 JXDL00000000.1 8 7.35 storage roots of sweet potato Japan 

Bradyrhizobium sp. BF49 LN901633.1 Complete 7.55 Soil (Bare Fallow) UK 

Bradyrhizobium sp. BTAi1 CP000494 Complete 8.49 Nodule of Aeschynomene indica  USA 

Bradyrhizobium sp. C9 NWTG01000000 75 8.43 Nodule of Phaseolus vulgaris China  
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Bradyrhizobium sp. CB756 NZ_AXBC00000000.1 11 9.83 Nodule of Macrotyloma africanicus Zimbabwe 

Bradyrhizobium sp. CCBAU15544 AJQF00000000.1 612 8.49 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium sp. CCBAU15615 AJQG00000000.1 453 8.70 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium sp. CCBAU15635 AJQH00000000.1 456 8.29 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium sp. CCBAU43298 AJQE00000000.1 508 7.92 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 CP013949.1 Complete 7.83 Nodule of Phaseolus microcarpus Mexico 

Bradyrhizobium sp. CF659 FOQJ00000000.1 25 8.47 Populus roots USA  

Bradyrhizobium sp. Cp5.3 AUFA01000000 150 8.92 Nodule of Centrosema pubescens Panama 

Bradyrhizobium sp. DOA1 JXJM00000000 4 7.43 Nodule of Aeschynomene 

americana  

Thailand 

Bradyrhizobium sp. DOA9 BAWE00000000 6 7. 10 Nodule of Aeschynomene 

americana  

Thailand 

Bradyrhizobium sp. EC3.3 AXAS01000000 160 10.03 Nodule of Erythrina costaricensis Panama 

Bradyrhizobium sp. G22 LN907826.1 Complete 9.02 Soil (Harvest Forest) UK 

Bradyrhizobium sp. Gha FOQM00000000.1 95 8.25 Nodule of Vigna unguiculata Botswana 

Bradyrhizobium sp. Ghvi FOVU00000000.1 41 7.92 Nodule of Vigna unguiculata Botswana 

Bradyrhizobium sp. LMTR3 NZ_MAXC00000000 55 7.83 Nodule of Phaseolus lunatus Peru 

Bradyrhizobium sp. LTSP849 JYMR00000000.1 57 8.57 Soil (Forest) Canada 

Bradyrhizobium sp. LTSP857 JYMS00000000.1 50 8.42 Soil (Forest) Canada 

Bradyrhizobium sp. LTSP885 JYMT00000000.1 43 7.85 Soil (Forest) Canada 

Bradyrhizobium sp. LTSPM299 JYMU00000000.1 100 9.09 Soil (Forest) Canada 

Bradyrhizobium sp. NAS80-1 LGHL00000000.1 533 9.24 Nodule of Lupinus albescens Brazil 

Bradyrhizobium sp. NAS96-2 LGHK00000000.1 450 8.93 Nodule of Lupinus albescens Brazil 

Bradyrhizobium sp. NFR13 FOTP00000000.1 17 6.23 Unknown Unknown 

Bradyrhizobium sp. ORS278 CU234118 Complete 7.46 Nodule of Aeschynomene sensitiva Senegal 

Bradyrhizobium sp. ORS285 LT859959.1 Complete 7.60 Nodule of Aeschynomene 

afraspera 

Senegal 

Bradyrhizobium sp. ORS3257 LS398110.1 Complete 7.86 Nodule of Vigna unguiculata Senegal 

Bradyrhizobium sp. ORS375 CAFI00000000 497 8.16 Nodule of Aeschynomene indica Senegal 

Bradyrhizobium sp. R5 FMZW01000000 124 9.44 Nodule of Vigna unguiculata South Africa 

Bradyrhizobium sp. Rc2d FNCU01000000 117 9.58 Nodule of Vigna unguiculata South Africa 

Bradyrhizobium sp. Rc3b FOUS00000000.1 49 8.38 Nodule of Vigna unguiculata South Africa 

Bradyrhizobium sp. S23321 AP012279 Complete 7.23 Soil (Paddy field) Japan 

Bradyrhizobium sp. STM3809 CAFJ010000 803 7.31 Nodule of Aeschynomene sensitiva  French Guiana 

Bradyrhizobium sp. STM3843  CAFK00000000 350 8.47 Nodule of Aeschynomene sensitiva  French Guiana 

Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 LAXE00000000 6 7.86 Nodule of Aeschynomene 

americana 

Thailand 

Bradyrhizobium sp. Th.b2 AUGA01000000 274 10.12 Nodule of Amphicarpaea bracteata USA 

Bradyrhizobium sp. Tv2a-2 AXAI01000000 87 8.50 Nodule of Tachigali versicolor  Panama 
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Species Strain accession (chromosome) Contigs Size (Mb) Material of origin Country of isolation 

Bradyrhizobium sp. UASWS1016 MDEP00000000.1 107 8.05 Sewage plant  Italy 

Bradyrhizobium sp. UFLA03-84 NSJY00000000.1 21 8.63 Nodule of Vigna unguiculata Brazil 

Bradyrhizobium sp. URHA0002 AUES00000000.1 145 6.97 Unknown Unknown 

Bradyrhizobium sp. URHA0013 JADK00000000.1 25 7.19 Unknown Unknown 

Bradyrhizobium sp. URHD0069 JNIJ00000000.1 132 6.79 Unknown Unknown 

Bradyrhizobium sp. USDA3384 AXAD01000000 52 9.80 Nodule of Crotalaria paulina  Brazil 

Bradyrhizobium sp. WSM1253 AHMB00000000 71 8.72 Nodule of Ornithopus compressus  Greece 

Bradyrhizobium sp. WSM1417 AZXU01000000 3 8.05 Nodule of Lupinus sp.  Chili 

Bradyrhizobium sp. WSM2254 AXAB01000000 105 9.08 Nodule of Acacia dealbata  Australia 

Bradyrhizobium sp. WSM2793 ARBF00000000 85 8.87 Nodule of Rhynchosia totta South Africa 

Bradyrhizobium sp. WSM3983 AXAY00000000 73 8.79 Nodule of Kennedia coccinea Australia 

Bradyrhizobium sp. WSM4349 ARDH01000000 107 8.29 Nodule of Syrmatium glabrum USA 

Bradyrhizobium sp. YR681 AKIY00000000 351 7.83 rhizosphere and endosphere of 

Populus deltoides 

USA  

Bradyrhizobium sp.  WSM471 AHLW00000000 2 7.78 Nodule of Ornithopus pinnatus  Australia 

Bradyrhizobium stylosanthis BR446T NZ_LVEM00000000.1 22 8.80 Nodule of Stylosanthes guianensis Brazil 

Bradyrhizobium tropiciagri SEMIA6148T LFLZ00000000 189 9.09 Nodule of perennial soybean 

[Neonotonia wighti] 

Brazil 

Bradyrhizobium valentinum LmjM3T LLXX00000000 242 8.85 Nodule of Lupinus maria-josephae  Spain 

Bradyrhizobium valentinum LmjM6 LLXY01000000 242 9.14 Nodule of Lupinus maria-josephae  Spain 

Bradyrhizobium vignae LMG28791T RDQF00000000 156 8.18 Nodule of Arachis hypogaea China 

Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA690T LGTB00000000 152 8.81 Nodule of Centrosema pubescens Brazil 

Bradyrhizobium yuanmingense BR3267 LJYF00000000 55 7.90 Nodule of Vigna unguiculata Brazil  

Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU10071T FMAE01000000  108 8.20 Nodule of Lespedeza cuneata  China 

Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU25021 AJQK01000000 490 7.99 Nodule of Glycine max China  

Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU35157 AJQL01000000 457 7.86 Nodule of Glycine max China 

Bradyrhizobium  canariense UBMA050 NAEX00000000.1 188 8.29 Nodule of Lupinus angustifolius Algeria 

Bradyrhizobium  mercantei SEMIA6399T MKFI00000000.1 72 8.27 Nodule of Deguelia costata Brazil 

Bradyrhizobium  ottawaense L2 NWTF01000000 167 8.80 Nodule of Phaseolus vulgaris China 

Bradyrhizobium  sp. CCH1-B1 LSIY01000000 243 4.30 Drinking water biofilm in hospital  USA 

Bradyrhizobium  sp. CCH5-A9  LSJL01000000 295 4.71 Drinking water biofilm in hospital  USA 

Bradyrhizobium  sp. CCH5-F6 LSIC01000000 222 8.16 Drinking water biofilm in hospital  USA 

Bradyrhizobium  sp. Leaf396 LMQJ01000000 66 7.71 Arabidopsis thaliana leaf  Germany 

Bradyrhizobium  sp. TSA1 LFJC01000000 15 8.20 Soil (Paddy field) Japan 

Bradyrhizobium  sp. Y36 NWTI01000000 56 7.33 Nodule of Phaseolus vulgaris China 

Bradyrhizobium.  sp. CCH4-A6 LSIM01000000 249 5.30 Drinking water biofilm in hospital  USA 

Bradyrhizobium.  sp. CCH10-C7  LSIN01000000 366 5.59 Drinking water biofilm in hospital  USA 

Supplementary table 1 (continued) 



Species Strain accession (chromosome) Contigs Size (Mb) Material of origin Country of isolation 

Nitrobacter hamburgensis X14 CP000319.1 Complet 4.41 soil Germany 

Nitrobacter sp. Ab1 MWPQ01000000 95 3.90 Sewage system Germany 

Nitrobacter sp. Nb-311A AAMY00000000.1 63 4.10 Ocean water Eastern Atlantic Ocean 

Nitrobacter winogradskyi Nb-255 NC_007406.1 Complet 3.40 soil Germany 

Rhodopseudomonas faecalis JCM 11668 QJTI00000000.1  62 4.07 Unknown Unknown 

Rhodopseudomonas palustris CGA0009 NC_005296.1 Complet 5.46 Freshwater sediment Netherlands 

Rhodopseudomonas pentothenatexigens JA575 QRDT00000000.1 69 5.34 Unknown Unknown 

Rhodopseudomonas pseudopalustris DSM 123 FODT00000000.1 28 5.27 Unknown Unknown 

Supplementary table 1 (continued) 



Supplementary table 2:  The inventory of bona fide effectors using in this study  

Protein name strains gene ID proposed function References 

NopX; NolX Ensifer fredii NGR234 NGR_a00700 T3SS translocator Krishnan et al. 2002; Saad et al. 2008 

NopH B. diazoefficiens USDA110 bll1804 Hempel et al. 2009 

NopE B. diazoefficiens USDA110 blr1649 - Wenzel et al. 2010 

NopM B. diazoefficiens USDA110 blr1676 Novel E3 ligase Kambara et al. 2009 

NopT B. diazoefficiens USDA110 blr2058 Cysteine protease Fotiadis et al. 2011 

NopP B. diazoefficiens USDA110 blr1752 - Sugawara et al., 2018 

NopBW Mesorhizobium loti MAFF303099 mlr6358 - Staehelin and Krishnan, 2015 

NopC Ensifer fredii HH103 AAY33494 - Jiménez-Guerrero et al. 2015 

NopAA; GunA2 B. diazoefficiens USDA110 blr1656 Endoglucanase Süb et al 2009 

NopAJ B. diazoefficiens USDA110 bll1846 - Kimbrel et al. 2013 

NopAC B. diazoefficiens USDA110 blr1993 Polygalacturonases Kimbrel et al. 2013 

ErnA B. elkanii USDA61 LC460804 - Teulet et al 2019 

NopAR B. diazoefficiens USDA110 bll1840 - Tsukui et al. 2013 

NopAB B. diazoefficiens USDA110 blr1869 - Kimbrel et al. 2013 

NopL Ensifer fredii NGR234 NGR_a00770 - Kambara et al. 2009 

InnB B. elkanii USDA76 WP_018270178 - Nguyen et al., 2018 

NopAG; NopF USDA110 bll1862 - Süb et al 2009 

BEL2-5 B. elkanii USDA61 AKS25901.1 SUMO protease Faruque et al., 2015 

NopD HH103, MAF SFHH103_psfHH103d_287 SUMO protease Rodrigues et al. 2007 

NopJ Ensifer fredii NGR234 NGR_a02610 Acetyltransferase Marie et al. 2004 



 



Souche Accession
Nombre de 

plante nodulée

Moyenne 

nodules
Infection Activité ARA T33SS/ernA 16S-23S

Catégorie 

phénotypique

Bradyrhizobium sp. BTAi1 5/5 27 Intra 250%-5/5 -/- ec

N
o

d
+

 F
ix

+

Bradyrhizobium sp. ORS278 5/5 34 Intra 730%-5/5 -/- ec

Bradyrhizobium sp. ORS285 5/5 27 Intra 450%-5/5 +/- ec

Bradyrhizobium sp. ORS375 5/5 16 Intra 620%-5/5 -/- ec

Bradyrhizobium sp. STM3809 5/5 21 Intra 310%-5/5 -/- ec

Bradyrhizobium sp. STM3843 5/5 17 Intra 460%-5-5 -/- V

B. oligotrophicum S58 5/5 27 Intra 265%-5/5 -/- ec

B. vignae LMG28791 7/7 10 Intra 91%-4/6 +/+ V

Bradyrhizobium sp. ORS3257 33/33 15 Intra 100%-33/33 +/+ V

B. sacchari BR10280 5/7 5 ND 0 +/+ V

N
o

d
+

 F
ix

-

B. yuanmingense BR3267 5/7 5 ND 0 +/+ V

B. japonicum CCBAU15354 5/7 2 ND 0 +/+ V

B. japonicum CCBAU15517 6/7 15 ND 0 +/+ V

B. lablabi CCBAU23086 5/5 47 Inter 0 +/- ec

B. yuanmingense CCBAU25021 7/7 7 ND 0 +/+ V

B. elkanii CCBAU43297 4/7 2 ND 0 +/+ ec

Bradyrhizobium sp. ERR11 5/5 14 Inter 0 +/+ ec

B. paxllaeri LMTR21 5/5 60 Inter 0 +/- ec

Bradyrhizobium sp. LMTR3 5/5 45 Inter 0 +/- ec

B. retamae Ro19 5/5 67 Inter 0 +/- ec

B. elkani USDA76 5/5 15 Inter 0 +/+ ec

B. japonicum 22 0/7 - - 0 -/- V

N
o

d
-

Bradyrhizobium sp. BF49 0/5 - - 0 -/- V

B. elkani BLY3-8 0/5 - - 0 +/+ V

B. elkani BLY6-1 0/5 - - 0 +/+ V

B. manausense BR3351 0/7 - - 0 +/- V

B. stylosanthis BR446 0/5 - - 0 -/- V

B. yuanmingense CCBAU10071 0/5 - - 0 +/+ V

Bradyrhizobium sp. CCBAU15544 0/7 - - 0 +/+ V

Bradyrhizobium sp. CCBAU15635 0/7 - - 0 +/+ ec

B. japonicum CCBAU25435 0/7 - - 0 +/+ ec

B. diazoefficiens CCBAU41267 0/7 - - 0 +/+ ec

Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 0/5 - - 0 -/- V

Bradyrhizobium sp. DOA9 0/5 - - 0 +/- V

B. japonicum E109 0/7 - - 0 +/+ V

B. japonicum is5 0/7 - - 0 -/- ec

B. icense LMTR13 0/5 - - 0 +/- V

B. japonicum ls-34 0/5 - - 0 +/+ V

Bradyrhizobium sp. LTSP849 0/7 - - 0 -/- V

Bradyrhizobium sp. LTSPM299 0/7 - - 0 -/- ec

B. erythrophlei MT12 0/7 - - 0 -/- V

B. jicamae PAC68 0/5 - - 0 +/- V

Bradyrhizobium sp. S23321 0/7 - - 0 -/- V

B. diazoefficiens SEMIA5080 0/7 - - 0 +/+ ec

B. tropiciagri SEMIA6148 0/5 - - 0 +/+ V

B. embrapense SEMIA6208 0/5 - - 0 +/+ V

B. viridifuturi SEMIA690 0/5 - - 0 +/+ V

Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 0/7 - - 0 +/+* V

B. elkani UASWS1015 0/7 - - 0 -/- ec

B. elkani UASWS1016 0/7 - - 0 -/- V

B. canariens UBMA050 0/7 - - 0 -/- ec

B. diazoefficiens USDA110 0/7 - - 0 +/+ V

B. diazoefficiens USDA122 0/5 - - 0 +/+ ec

B. japonicum USDA124 0/5 - - 0 +/+ ec

Bradyrhizobium sp. USDA3384 0/7 - - 0 +/+ V

B. japonicum USDA6 0/7 - - 0 +/+ V

Tableau 5. Propriétés symbiotiques de diverses souches de Bradyrhizobium testées sur A. indica

La moyenne des nodules est calculée en prenant en compte uniquement les plantes ayant nodulées. - :

aucun nodule formé et aucune infection; Dans la colonne ‘‘Infection’’, Inter : intercellulaire, Intra:

intracellulaire ; ND : bactérie non détectée dans le nodule. L’activité de la réduction de l’acétylène (ARA)

est calculée en pourcentage par rapport à ORS3257 estimé uniquement sur les plantes ayant nodulées.

Dans la colonne ‘’T3SS/ernA’’, le – et + indiquent respectivement l’absence et la présence d’un cluster de

type RhcI-T3SS ou d’un homologue d’ernA. Dans la colonne ‘’16S-23S‘’, V : séquence intergénique 16S-

23S validée; ec : en cours de validation. Les couleurs indiquent les différents phénotypes symbiotiques

observés; noir pour l’absence de nodule (Nod-); vert pour l’induction de « pseudo-nodules » (Nod+ Inf-);

et rouge pour l’induction de nodules fixateurs d’azote (Nod+ Inf+ Fix+).
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3. Identification des déterminants communs et spécifiques des 

Bradyrhizobium nodulant A. indica 

 Grâce à la collecte par Eric Giraud d’une grande partie des souches de Bradyrhizobium 

utilisées dans notre analyse génomique comparative, les propriétés symbiotiques de certaines 

d’entre elles ont pu commencer à être testées sur A. indica. L’objectif principal de ce travail est de 

relier ces propriétés symbiotiques à notre analyse génomique comparative dans le but d’identifier 

des déterminants communs ou spécifiques, liés au T3SS, des différentes souches nodulant A. indica. 

 Les résultats qui vont être présentés dans cette partie correspondent à une synthèse du 

travail d’Alicia Camuel, effectué au cours de son stage de M1 que j’ai encadré, mais également de 

celui de Joël Fardoux et de Clémence Chaintreuil, qui avaient débuté les tests symbiotiques sur A. 

indica avant l’arrivée d’Alicia en stage. La pureté de la majorité des souches utilisées dans ce travail a 

été testée conjointement par Alicia Camuel, Clémence Chaintreuil et Joël Fardoux en effectuant un 

séquençage de la région intergénique ribosomique 16S-23S de l’ADNr avec les amorces suivantes, 

BR5 : CTTGTAGCTCAGTTGGTTAG et 23S-38 : CCGGGTTTCCCCATTCGG. 

3.1. Résultats des tests symbiotiques sur A. indica 

 

 Sur les 146 souches utilisées dans notre analyse génomique comparative présentée dans 

l’Article 2, 50 ont pu être testées sur A. indica. Afin d’estimer l’efficience symbiotique de chacune 

d’entre elles, plusieurs caractéristiques symbiotiques ont été relevées : (I) la capacité de la souche 

testée à induire des nodules sur A. indica; (II) l’activité nitrogénase de ces nodules, estimée par la 

capacité à réduire l’acétylène en tests ARA, puis; (III) le niveau d’infection inter- ou intracellulaire des 

nodules, déterminé par des analyses cytologiques. 

 En résumé, l’analyse des propriétés symbiotiques des 50 souches de Bradyrhizobium a 

permis de distinguer trois grandes catégories phénotypiques différentes : une absence de nodulation 

(Nod-), concernant 54% des souches testées (27 souches); le développement de « pseudo-nodules » 

non-infectés (Nod+ Inf-) par 28% des souches (14 souches); et l’apparition de nodules fixateurs 

d’azote (Nod+ Inf+ Fix+) par 18% des souches testées (9 souches). Ces trois grandes catégories 

phénotypiques sont identiques à celles identifiées lors d’un travail similaire sur A. indica en inoculant 

une quarantaine de souches de Bradyrhizobium (Okazaki et al., 2016).  

 Afin de mieux caractériser chaque catégorie phénotypique, des observations en microscopie 

confocale ont été systématiquement réalisées sur des coupes de nodules induits par les différentes 

souches testées. On observe notamment que beaucoup de nodules induits par les souches 

appartenant à la catégorie phénotypique Nod+ Inf- sont similaires à ceux induits par B. elkanii 

USDA61 sur A. indica (Okazaki et al., 2016; Article 1), c.-à-d. qu’ils présentent un système vasculaire 



Légende :

Cluster RhcIa (USDA110-like)

Cluster RhcIb (USDA61-

like)

ErnA muté

ErnA – version courte

ErnA – version longue

Cluster nod

Figure 56. Arbre phylogénétique des Bradyrhizobium

L’analyse est basée sur 441 gènes concaténés du core-génome de 148 souches de Bradyrhizobium. La

valeur de bootstrap a été obtenue après 1000 répétitions. Les Rhodopseudomonas et les Nitrobacter qui

appartiennent à la famille Bradyrhizobiaceae ont été utilisés comme groupe externe. Les souches écrites

en gras avec un T indique les souches types (souches de référence). La couleur de police d’écriture du

nom des souches réfère aux différentes catégories phénotypiques sur A. indica : Nod+ Inf+ Fix+ en rouge,

Nod+ Inf- en vert, Nod- en noir. Les souches non testées apparaissent en gris. Les couleurs des branches

de l’arbre réfèrent aux différents phylogroupes présentés dans l’Article 2. Les cercles de couleurs réfèrent

à la présence des clusters de gènes nod et T3SS, ainsi que du gène ernA, comme décrit dans la légende.
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bien visible mais qu’aucune infection intracellulaire du tissu central n’est observée. Dans de rares 

cas, comme chez Bradyrhizobium sp. ERR11, une infection de l’espace intercellulaire est observable. 

Comme attendu, les nodules de cette catégorie phénotypique ne sont pas fonctionnels pour la 

fixation d’azote puisqu’aucune activité nitrogénase n’a été détectée en tests ARA (Tableau 5). Sur les 

neuf souches présentant un phénotype Nod+ Inf+ Fix+, sept appartiennent au clade des 

Bradyrhizobium photosynthétiques (Figure 56), et étaient déjà connus pour induire des nodules 

particulièrement efficients sur les Aeschynomene (Giraud et al., 2007; Mornico et al., 2012; Okubo et 

al., 2013). Les deux dernières souches, LMG28791 et ORS3257, très proches phylogénétiquement, 

sont les seules souches qui induisent des nodules fixateurs et qui n’appartiennent pas au clade des 

Bradyrhizobium photosynthétiques (Tableau 5, Figure 56).  

 Il est intéressant de noter que parmi les souches appartenant à la catégorie phénotypique 

Nod+ Inf-, une grande disparité dans la capacité d’induction des nodules est observable. Certaines 

souches, comme B. paxllaeri LMTR21T ou B. retamae Ro19T induisent une profusion de nodules 

répartis depuis le collet jusqu’à l’extrémité racinaire. D’autres souches, en revanche, n’induisent que 

quelques nodules sur un nombre très limité de plante. Pour ces dernières, il sera important de 

confirmer ces observations par de nouveaux tests symbiotiques.  

  

 Récemment, Okazaki et ses collaborateurs (2016) montraient que sur une quarantaine de 

Bradyrhizobium testées, environ la moitié nodulait A. indica et donc utiliserait peut être le 

mécanisme symbiotique FN-indépendant T3SS-dépendant. Les tests symbiotiques présentés ici ont 

permis de confirmer en partie ce résultat. En effet, 36% des souches testées ont montré leur capacité 

à noduler A. indica, ce qui est légèrement inférieur à ce qui avait été observé. 

3.2. Analyse de la répartition des homologues d’ernA dans l’arbre des 

Bradyrhizobium 

 

 Afin de mieux comprendre les propriétés symbiotiques des différentes souches de 

Bradyrhizobium testées sur A. indica, les catégories phénotypiques de chacune d’entre elles, ainsi 

que la présence d’un cluster RhcIa ou RhcIb, ont été renseignées sur l’arbre phylogénomique dessiné 

par Florent Lasalle pour l’étude de la répartition du T3SS chez les Bradyrhizobium (Figure 56). 

Considérant le rôle déterminant joué par ErnA dans l’organogénèse nodulaire sur A. indica (comme 

présenté dans l’Article 1), une recherche de ses homologues dans chacune des souches de l’arbre a 

été effectuée en utilisant l’outil tblastn disponible sur la plateforme MAGE du Génoscope. Au total, 

cette recherche a permis l’identification de 63 homologues chez les 92 souches qui possèdent un 

cluster RhcI-T3SS. Parmi eux, 58 avaient été précédemment identifiés en blastp dans l’étude 

présentée dans l’Article 2. Les cinq homologues manquants correspondent à des versions d’ernA non 
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prédites par l’outil d’annotation des génomes de MAGE chez les cinq souches correspondantes. Une 

analyse de la séquence en acides nucléiques de ces cinq homologues a mis en évidence la présence 

d’une ou plusieurs mutations ponctuelles entrainant une modification du cadre de lecture du gène et 

l’apparition d’un codon stop prématuré (mutation frameshift), ce qui peut expliquer qu’ils n’aient pas 

été prédits par l’outil d’annotation des génomes utilisé par MAGE. Enfin, il apparait clairement que la 

version courte d’ErnA est sous-représentée, avec seulement neuf homologues et uniquement 

retrouvés dans le Phylogroupe 1 associé à un cluster T3SS de type RhcIb (Figure 56).  

 En croisant ces données génomiques précédentes avec les tests symbiotiques réalisés, trois 

cas différents peuvent être distingués. 

 (I) Des souches qui présentent un homologue d’ErnA et qui nodulent A. indica. Ces souches 

sont retrouvées dans les Phylogroupes 1 et 4. 

 (II) Des souches de Bradyrhizobium qui possèdent un homologue d’ernA mais qui ne 

nodulent pas A. indica : c’est le cas de nombreuses souches appartenant au Phylogroupe 1 et de 

quelques souches du Phylogroupe 4. 

 (III) Des souches de Bradyrhizobium qui nodulent A. indica et qui possèdent un cluster RhcI-

T3SS mais pour lesquelles aucun homologue d’ernA n’a été identifié : c’est le cas de quatre souches 

du Phylogroupe 5. 

 Ces différents cas sont détaillés et discutés dans les paragraphes suivants. 

3.2.1. Certains Bradyrhizobium nodulant A. indica ont bien un homologue d’ernA  

 

 Considérant la présence d’un homologue d’ernA, la capacité de ces souches à interagir avec 

A. indica peut probablement s’expliquer par la sécrétion de cet effecteur. Pour appuyer cette 

argumentation, ce cas a été étudié chez la souche B. elkanii USDA61 (qui appartient à la catégorie 

phénotypique Nod+ Inf-) dans l’Article 1. La mutation de l’homologue ernA de cette souche (numéro 

d’accession LC460804) conduit à un phénotypique Nod- quasiment strict, confirmant l’implication de 

cet effecteur dans l’induction de la nodulation. Cependant, et comme discuté par la suite, nous 

n’excluons pas la possibilité que, chez les autres souches de cette catégorie, un autre effecteur 

puisse être responsable de l’induction des nodules.  

 

3.2.2. Certains Bradyrhizobium ont un homologue d’ernA mais ne nodulent pas A. indica 

 

 Quatre souches, proches phylogénétiquement, présentent des propriétés symbiotiques 

différentes sur A. indica. Les deux souches USDA76 et CCBAU43297 forment des nodules infectés 

intercellulairement alors que les deux autres, BLY3-8 et BLY6-1, ne nodulent pas A. indica. (Tableau 5, 
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Figure 56). Une analyse fine de la séquence des homologues d’ernA de BLY3-8 et BLY6-1 fait 

apparaitre la présence de mutations entrainant une modification du cadre de lecture du gène 

(mutation frameshift). Les phénotypes symbiotiques ainsi observés pour ces trois souches peuvent 

alors parfaitement s’expliquer par la présence de ces mutations dans les séquences d’ernA, rendant 

le gène non fonctionnel. De la même manière, chez Bradyrhizobium sp. SUTN9-2 (dans le 

Phylogroupe 1 dans la Figure 56), qui donne un phénotype Nod-, l’analyse de la séquence de son 

homologue d’ernA a montré que le CM3 et le CM2 de l’extrémité C-terminale sont manquants. Cette 

particularité pourrait expliquer l’incapacité de SUTN9-2 à interagir avec A. indica considérant les 

résultats complémentaires de l’Article 1 mettant en évidence le rôle fonctionnel important du CM2 

du côté C-terminal d’ErnA. 

 De même, de nombreuses souches de B. japonicum montrent une capacité symbiotique 

différente alors qu’elles présentent toutes un homologue d’ernA. En effet, cinq souches ont un 

phénotype Nod- et trois un phénotype Nod+ Inf-. Les mêmes observations sont réalisées pour les 

deux souches CCBAU10071 et CCBAU25021, très proches phylogénétiquement, qui n’ont pas le 

même phénotype symbiotique. D’une manière surprenante, la comparaison des séquences des 

homologues d’ernA de toutes ces souches montre qu’elles sont toutes strictement identiques (100% 

d’identité partagée). L’incapacité de certaines d’entre elles à induire des nodules ne s’explique donc 

pas par une variation dans la séquence d’ernA mais pourrait résulter d’une incompatibilité d’hôte. En 

effet, certains composés de surfaces des bactéries, comme les EPS ou les LPS, et même les facteurs 

Nods, peuvent être reconnus comme des PAMPs et induire le déclenchement d’une PTI (Gourion et 

al., 2014). De même, des effecteurs délivrés par le T3SS dans le cytoplasme des cellules peuvent aussi 

être reconnus par des protéines de résistance de la plante est ainsi induire une ETI. En 2018, 

Sugawara et ses collaborateurs (2018) montraient ainsi que la sécrétion de l’effecteur NopP, présent 

chez presque toutes les souches de Bradyrhizobium qui possèdent un T3SS, peut conduire à une ETI 

chez Glycine max cv. Hardee, rendant incompatible l’interaction. De même, la protéine BEL2-5, qui 

est une SUMO protéase, empêche B. elkanii USDA61 de noduler G. max cv. BARC2 (Faruque et al., 

2015). Pour l’instant, notre analyse de génomique comparative n’a pas permis de faire ressortir 

d’effecteurs candidats qui pourraient être responsables d’une incompatibilité d’hôte chez les 

souches non-nodulantes et possédant un homologue d’ernA. Ainsi, nous privilégions l’hypothèse du 

déclenchement d’une PTI par des PAMPs reconnus négativement par A. indica. 

 

 

 



Espèce souche Identifiant
Longueurs 

(pb/aa)
tts box

CD2 

identifiés

NLS 

identifiéb Homologie Fonction putative

Bradyrhizobium sp. LMTR3
MAXC01_v1_520215 4887/1628 GTCAGCTTCTCGAAAGCTAACGGTAGTA 3 2 MAXB01_v1_1040031 Peptidase C48

MAXC01_v1_10865 2235/744 GTCAGCTTCTCAACAGGTAACTCTCCTA 3 -
InnB 

(Nguyen et al., 2018)
-

MAXC01_v1_10885 2760/919 GTCAGCTTCTAGAAAGCTAACCATCCTA 2 - - -

MAXC01_v1_520332 1920/639 GTCAGCTTCTCGAAAGCTTTGCCCGAGT 2 1

LLYA01_v1_1890045 

MAXB01_v1_960046 

LLYB01_v1_150001

-

B. retamae Ro19
LLYA01_v1_670001a 1272/423 - 1 - - Peptidase C48

LLYA01_v1_1990017 2214/737 GTCAGCTTCTCATCAGGTAACTCTCCTA 3 -
InnB 

(Nguyen et al., 2018)
-

LLYA01_v1_160003 456/151 GTCAGCTTCCTGACAGCTAAGCTCCCTA 1 -
NopAB

(Article 1)
-

LLYA01_v1_2010015 1770/589 - 1 - -
Trehalose-6-phosphate 

synthase

LLYA01_v1_1890045 1571/521 GTCAGGTTTTCGAAAGCTTGCCCGAGTA 2 1

MAXC01_v1_520332 

MAXB01_v1_960046 

LLYB01_v1_150001

-

LLYA01_v1_820003 1422/473 - 3 - - -

B. paxllaeri LMTR21
MAXB01_v1_1040031 4995/1664 GTCAGCTTCTCGAAAGCTAACGGTAGTA 3 2 MAXC01_v1_520215 Peptidase C48

MAXB01_v1_1150030 2628/875 GTCAGCTTTTAGAAAGCTAAGCATCCTA 2 - - -

MAXB01_v1_960046 1209/402 GTCAGCTTCTCGAAAGCTTGCCCGAGTA 1 1

MAXC01_v1_520332 

LLYA01_v1_1890045 

LLYB01_v1_150001

-

B. lablabi CCBAU23086
LLYB01_v1_690016 2235/744 GTCAGCTTCTCAACAGGTAACTCTCCTA 3 -

InnB 

(Nguyen et al., 2018)
-

LLYB01_v1_1170020 2436/811 GTCAGCTTTTAGAAAGCTAACCATCCTA 2 - - -

LLYB01_v1_150001 2223/740 GTCAGCTTCTCGAAAGCTTGCCTGAGTA 2 1

MAXC01_v1_520332  

LLYA01_v1_1890045  

MAXB01_v1_960046

-

LLYB01_v1_890061 630/209 - 1 - - -

Tableau 6. Gènes candidats pour l’induction de la nodulation sur A. indica pour les souches ne

possédant pas ernA

Le recherche du CM2 par HMM dans le protéome de chacune des 4 souches de Bradyrhizobium nodulant

A. indica et ne possédant pas d’homologue d’ernA a fait ressortir 17 candidats dont 6 ayant un domaine

NLS. pb : paire de bases; aa : acide aminé ; a : gène à cheval sur deux contigs. B : les motifs NLS ont été

identifiés en utilisant le logiciels en ligne NLS-mapper (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp) avec un score >5.
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3.2.3. Certains Bradyrhizobium, possèdant un cluster RhcI-T3SS, nodulent A. indica alors 

qu’ils n’ont pas d’homologue d’ernA 

 

 Ce cas concerne quatre souches du Phylogroupe 5 (Bradyrhizobium sp. LMTR3, B. retamae 

Ro19T, B. paxllaeri LMTR21T et B. lablabi CCBAU23086T) qui possèdent toutes un phénotype Nod+ Inf-

(Tableau 5, Figure 56). Il s’agit probablement du cas le plus intéressant, puisqu’à condition que le 

T3SS soit bien impliqué dans l’induction de la nodulation chez ces quatre souches, cela suggère 

l’existence d’un ou de plusieurs autres effecteurs qui pourraient potentiellement jouer un rôle 

symbiotique similaire à celui d’ErnA.  

 Un des objectifs est maintenant d’identifier ce ou ces nouveaux effecteurs inducteurs de la 

nodulation. Cependant, l’identification d’un effecteur comme ErnA chez ORS3257 a nécessité 

plusieurs années de travail et la construction d’une dizaine de mutants. Il apparait ainsi plus 

approprié, pour l’identification du ou des effecteur(s) inducteur(s) de la nodulation chez ces quatre 

nouvelles souches, d’utiliser une approche avec a priori. En considérant que l’analyse des mutants de 

délétions sériées d’ErnA a fait ressortir l’importance du CM2 dans le processus d’induction des 

nodules sur A. indica, nous avons choisi d’utiliser la séquence du CM2 comme marqueur pour la 

recherche de nouveaux effecteurs candidats. Pour cela, un modèle HMM a été spécifiquement 

entrainé à partir des 12 séquences de CM2 identifiées par MEME dans six effecteurs différents (ErnA, 

InnB, NopAB, NopAR, BEL2-5 et NopD) (voir la partie Article 1 - Résultat complémentaire). Ce modèle 

a ensuite été appliqué sur le protéome putatif des quatre souches ayant un phénotype Nod+ sur A. 

indica et ne possédant pas d’homologue d’ErnA. 

 Cette recherche in silico a conduit à l’identification de 17 protéines candidates chez les 

quatre souches d’intérêts, dont 13 possèdent une tts box dans la région promotrice du gène 

correspondant. Chaque candidat possède au moins un domaine CM2 et de manière intéressante, six 

d’entre eux possèdent également un domaine NLS prédit par le logiciel NLS-Mapper qui suppose que, 

comme ErnA, ces six protéines sont potentiellement adressées au noyau des cellules hôtes (Tableau 

6). Afin d’identifier de potentiels homologues, un calcul du taux d’identité deux à deux des 17 

protéines a été réalisé avec ClustalW et a permis de réduire la liste à 11 candidats différents. 

 La majorité de ces gènes candidats code pour des protéines de fonction inconnue à 

l’exception de trois d’entre eux : MAXB01_v1_1040031/MAXC01_v1_520215 et LLYA01_v1_670001 

qui codent pour des putatives peptidases C48 (SUMO protéase) et LLYA01_v1_2010015 codant pour 

une putative thréalose-6-phosphatase synthase. Trois des 11 candidats sont des homologues de 

l’effecteur InnB, identifié dans le cadre d’une incompatibilité d’hôte entre B. elkanii USDA61 et Vigna 

mungo cv. KPSI (Nguyen et al., 2018) et un cinquième est homologue à NopAB, aujourd’hui connu 

pour jouer un rôle important dans l’infection nodulaire au cours de l’interaction T3SS-dépendante 
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entre ORS3257 et A. indica (voir l’Article 1) (Tableau 6). Par ailleurs, il est à noter que les quatre 

souches partagent toutes entre elles une seule copie d’un même effecteur putatif : 

LLYB01_v1_150001 chez CCBAU23086. Ce gène, de fonction inconnue, est systématiquement 

précédé d’une tts box et contient deux CM2 et un NLS. De plus, un CM3 peut être identifié du côté C-

terminal de la protéine par alignement avec celui retrouvé chez ErnA. La distribution de ce nouveau 

putatif effecteur et la présence de différents domaines retrouvés chez ErnA, font de cette protéine 

un candidat sérieux en tant qu’inducteur de la nodulation sur A. indica. Son homologue chez B. 

lablabi CCBAU23086T est en cours de mutation dans l’équipe, ce qui permettra, dès son obtention, 

de tester son niveau d’implication dans l’interaction avec A. indica. 

 Enfin, il est à noter que l’approche utilisée pour l’identification des nouveaux effecteurs 

candidats se base essentiellement sur la présence d’un CM2. Cette approche présente certaines 

limites puisqu’il se peut que d’autres effecteurs ne présentant pas ce motif puissent jouer un rôle 

d’induction de l’organogénèse nodulaire. Il faudrait donc étendre ce type d’analyses en considérant 

les autres domaines conservés identifiés chez ErnA, ce qui est en cours dans l’équipe. De même, il 

serait intéressant de comparer l’effectome (que l’on peut prédire en se basant sur la recherche du 

motif tts box) des souches Nod+/ErnA- afin de rechercher de nouveaux candidats qui seraient 

conservés spécifiquement dans ce groupe de Bradyrhizobium. 

 Cette étude ouvre ainsi de nouvelles perspectives pour l’identification de nouveaux acteurs 

qui pourraient jouer un rôle majeur dans ces processus symbiotiques alternatifs T3SS-dépendants. 
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1. Contexte de l’étude 

Au cours de mon travail de thèse, les compétences que j’ai acquises sur l’étude du T3SS ont pu être 

utilisées pour différentes études visant à améliorer nos connaissances sur son influence dans 

l’interaction symbiotique entre les Bradyrhizobium et de nombreuses légumineuses. Ce troisième 

chapitre sera composé de quatre études auxquelles j’ai participé et qui ont toutes pour point 

commun l’étude du T3SS des Bradyrhizobium.  

 En collaboration avec l’équipe thaïlandaise dirigée par Neung Teaumroong (Université de 

Technologique de Suranaree, Thaïlande), j’ai participé à deux études sur le T3SS de la souche 

Bradyrhizobium sp. DOA9. Cette souche est atypique au sein du genre Bradyrhizobium, puisqu’elle 

possède un méga-plasmide symbiotique sur lequel sont conservés les gènes de nodulation nod, de 

fixation d’azote nif/fix, mais également ceux du T3SS et des effecteurs (Okazaki et al., 2015).  

 La première étude à laquelle j’ai participé a permis de confirmer la fonctionnalité du T3SS de 

la souche DOA9, et a notamment mis en évidence son rôle positif dans l’établissement de la 

nodulation avec de nombreuses légumineuses, dont certaines d’intérêts agronomiques tels que 

l’arachide (Arachis hypogaea) et le haricot mungo (Vigna radiata). Dans cette étude, publiée dans 

Frontier in Microbiology en 2017, mon travail a consisté à caractériser le cluster T3SS porté par le 

méga-plasmide de la souche DOA9 et d’identifier les gènes codant pour des putatifs effecteurs en 

utilisant la même méthode que celle employée pour l’identification des putatifs effecteurs de la 

souche ORS3257 (Article 1). Certains de ces gènes sont aujourd’hui en cours de mutation dans 

l’équipe dirigée par Neung Teaumroong, et leur rôle dans le processus de nodulation pourra 

prochainement être testé.  

 La présence d’un méga-plasmide symbiotique chez DOA9 est une caractéristique unique chez 

les Bradyrhizobium qui portent, pour la plupart, leurs gènes symbiotiques sur un large ilot intégré 

dans le chromosome. Il est connu depuis longtemps que les gènes symbiotiques peuvent se propager 

d’une souche à l’autre par transfert horizontal d’un plasmide ou d’un ilot symbiotique. Ce transfert 

est un moteur de la dispersion de la capacité de nodulation. La seconde étude à laquelle j’ai 

participé, en collaboration avec l’équipe dirigée par Neung Teaumroong, a consisté à transférer 

artificiellement le méga-plasmide de DOA9 à la souche de Bradyrhizobium photosynthétique 

ORS278, qui a la particularité d’être dépourvue des gènes de nodulation nod et du T3SS mais qui 

peut malgré tout noduler de manière efficiente les Aeschynomene à nodulation FN-indépendante. 

Cette approche de biologie synthétique, publiée dans Environnemental Microbiology en 2019, a 

notamment permis de démontrer que ce transfert confère à la souche chimère ORS278-pDOA9 la 

capacité à noduler certaines légumineuses à nodulation exclusivement FN-dépendant, mais impacte 

négativement la nodulation sur Aeschynomene à nodulation FN-indépendante. Il a pu être montré 
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que plusieurs déterminants génétiques portés par le méga-plasmide, notamment les gènes de 

nodulation ainsi que ceux codant pour le T3SS, sont en partie responsables de cet impact négatif. Je 

suis intervenu de manière mineure dans cette étude, où mon travail a constitué, comme pour l’étude 

précédente, à identifier les effecteurs putatifs de la souche ORS285 qui a servi de comparaison pour 

la compréhension du comportement symbiotique de la souche chimérique ORS278-pDOA9. 

 Enfin, au cours de ma thèse, j’ai participé à l’annotation experte des ilots symbiotiques des 

deux souches ORS285 et ORS3257. 

 

2. Article 3 : Type 3 secretion system (T3SS) of Bradyrhizobium sp. DOA9 and 

its roles in Legume symbiosis and rice endophytic association 

 

3. Article 4 : Symbiotic properties of chimeric Nod-independent 

photosynthetic Bradyrhizobium strain obtained by conjugative transfert of a 

symbiotic plasmid 

 

4. Article 5 : Complete genome sequence of Bradyrhizobium sp. ORS285, a 

photosynthetic strain able to establish Nod factor-dependent and Nod factor-

indépendente symbiosis with Aeschynomene legumes 

 

5. Article 6 : Complete genome sequence of Bradyrhizobium sp. strain 

ORS3257, an efficient nitrogen-fixing bacterium isolated from cowpea in 

Senegal 
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The Bradyrhizobium sp. DOA9 strain isolated from a paddy field has the ability to

nodulate a wide spectrum of legumes. Unlike other bradyrhizobia, this strain has a

symbiotic plasmid harboring nod, nif, and type 3 secretion system (T3SS) genes.

This T3SS cluster contains all the genes necessary for the formation of the secretory

apparatus and the transcriptional activator (TtsI), which is preceded by a nod-box motif.

An in silico search predicted 14 effectors putatively translocated by this T3SS machinery.

In this study, we explored the role of the T3SS in the symbiotic performance of DOA9

by evaluating the ability of a T3SS mutant (�rhcN) to nodulate legumes belonging

to Dalbergioid, Millettioid, and Genistoid tribes. Among the nine species tested, four

(Arachis hypogea, Vigna radiata, Crotalaria juncea, and Macroptilium atropurpureum)

responded positively to the rhcN mutation (ranging from suppression of plant defense

reactions, an increase in the number of nodules and a dramatic improvement in

nodule development and infection), one (Stylosanthes hamata) responded negatively

(fewer nodules and less nitrogen fixation) and four species (Aeschynomene americana,

Aeschynomene afraspera, Indigofera tinctoria, and Desmodium tortuosum) displayed

no phenotype. We also tested the role of the T3SS in the ability of the DOA9 strain

to endophytically colonize rice roots, but detected no effect of the T3SS mutation, in

contrast to what was previously reported in the Bradyrhizobium SUTN9-2 strain. Taken

together, these data indicate that DOA9 contains a functional T3SS that interferes with

the ability of the strain to interact symbiotically with legumes but not with rice.

Keywords: type 3 secretion system, effector proteins, Bradyrhizobium, legume, symbiosis
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INTRODUCTION

The establishment of the legume–rhizobium symbiosis relies
on the exchange of diffusible signal molecules between
the two partners. The first important bacterial signals are
lipochitooligosaccharides (LCOs) called Nod factors (NFs)
that are synthetized and secreted after activation of bacterial
nodulation (nod) genes by the transcriptional regulator protein
NodD in specific response to host flavonoids. In return,
perception of the NFs signal by the plant triggers nodule
organogenesis and bacterial infection processes (Oldroyd et al.,
2011). Besides NFs, other bacterial components are important
for the successful establishment of the symbiosis, including
exopolysaccharides (EPS), lipopolysaccharides (LPS), capsular
polysaccharides (KPS), and cyclic β-glucans (Gibson et al., 2008;
Janczarek et al., 2015). These bacterial compounds can also act
as a symbiotic signal or permit to avoid plant immune responses
(Gourion et al., 2015; Kawaharada et al., 2015).

In addition, some rhizobia use a type 3 secretion system
(T3SS), which shares homology with the T3SS apparatus of
plant and animal pathogenic bacteria, to translocate some
putative effectors into the host cell, named nodulation outer
proteins (Nops). Those putative effector proteins may have
contrasting effects on nodulation depending on the host plant
(Staehelin and Krishnan, 2015). Some secreted effector proteins
can play a positive role in the establishment and maintenance
of symbiosis by suppressing plant defense reactions thereby
facilitating the bacterial infection (Bartsev et al., 2004; Jiménez-
Guerrero et al., 2015). Conversely, secreted Nop proteins
can be recognized by plant receptor proteins [resistant (R)
proteins] leading to effector-triggered immunity, which blocks
infection and nodulation (Yang et al., 2010; Yasuda et al.,
2016).

It is important to indicate that the term Nop has been
initially introduced by Marie et al. (2001) to mirror the
nomenclature of Yersinia outer proteins (Yops) and that the first
identified Nops was done by characterizing the proteins secreted
in Sinorhizobium NGR234 culture supernatants in a NodD1-
and a flavonoid-dependent manner (Marie et al., 2003). As
consequence, this term has been used to name some components
of the extracellular appendages or pili of the T3SS, i.e., NopA,
NopB, and NopX but also effector proteins secreted through the
T3SS that are translocated to the interior of the host cell, i.e.,
NopL, NopE, and NopC. In this paper, we will consider the term
Nop to speak about the effector proteins translocated into the
host cell.

The involvment of the T3SS in the establishement of the
symbiosis is supported by two facts: (i) the genes that code for
T3SS machinery and some Nops are found in the same region
as the nod and nif genes (on a symbiotic island or a symbiotic
plasmid) and (ii) expression of the T3SS genes is also controlled
via a regulatory cascade involving NodD. In the latter case, NodD
regulates, in a flavonoid-dependent manner, the expression of
the transcriptional activator (TtsI), which, in return, activates the
expression of T3SS genes by binding to their promoter region at
the level of a specific motif, called tts-box (Krause et al., 2002;
Tampakaki, 2014).

The importance of T3SS in the modulation of the host
spectrum has been extensively demonstrated in several rhizobial
strains (Sinorhizobium sp. NGR234, S. fredii USDA257, S. fredii
HH103, Mesorhizobium loti MAFF303099, Bradyrhizobium
diazoefficiens USDA110, B. elkanii USDA61) (Viprey et al., 1998;
Krause et al., 2002; Krishnan et al., 2003; de Lyra Mdo et al.,
2006; López-Baena et al., 2009; Okazaki et al., 2009, 2010).
More recently, some non-photosynthetic Bradyrhizobium strains
have been shown to be able to nodulate some legume plants
(Glycine max cv. Enrei and several Aeschynomene species) in the
absence of NF synthesis but in these cases, nodulation requires
a functional T3SS. This points to the existence of an alternative
Nod-independent symbiotic pathway in which some Nop
effectors can directly activate the nodulation signaling pathway
(Okazaki et al., 2013, 2016). Moreover, in Bradyrhizobium
sp. SUTN9-2, T3SS has been reported to be an important
determinant of rice-endophyte colonization (Piromyou et al.,
2015b). Taken together, these data show that the role played by
the T3SS in rhizobia during the interaction with their host plants
is more important and broader than previously believed.

The non-photosynthetic Bradyrhizobium sp. strain DOA9
was originally isolated from a paddy field in Thailand using
Aeschynomene americana as trap plant (Noisangiam et al., 2012).
In addition to its ability to endophytically colonize rice roots,
this strain has been shown to be able to induce the formation
of nodules in a large spectrum of legume hosts (Teamtisong
et al., 2014). Unlike other bradyrhizobia, the DOA9 is the
only strain yet identified to possess a symbiotic plasmid that
harbors nitrogen fixation (nif ), nodulation (nod), and T3SS genes
(Okazaki et al., 2015). In this study, we examined the role of T3SS
in the DOA9 strain by testing the symbiotic performance of a
T3SS mutant (�rhcN) on various legume species as well as on
rice.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Culture Conditions
The bacterial strains used in this study are listed in Table 1.
Bradyrhizobium sp. strain DOA9 and its �rhcN derivative were
grown in YM medium (Vincent, 1970) at 28◦C. Escherichia
coli strains were cultured at 37◦C in LB medium (Sambrook
et al., 2001). The media were supplemented with antibiotics
at the following concentrations when appropriate: 200 µg/mL
streptomycin (Sm), 20 µg/mL nalidixic acid (Nal), and 50 µg/mL
kanamycin (Km).

Construction of the Reporter and Mutant
Strains
The single cross-homologous recombination technique was
used to construct the insertion mutant in the structural type III
secretion system gene (rhcN) of strain DOA9. For this purpose,
an internal fragment (263-bp) of rhcN was amplified by
polymerase chain reaction (PCR) using the following
primers: RhcN.D9p.int.f (5′-CATCTCGTCGACTCGCAGCA
AAGGATGTCGATAC-3′) and RhcN.D9p.int.r (5′-GAGCAG
TCTAGACCCGACTGACACTTCCTGCATG-3′). The PCR
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TABLE 1 | Bacterial strains, plasmids used, and plants tested in this study.

Relevant characteristics Source or reference

Strains

Bradyrhizobium sp. DOA9 Isolated from paddy field using A. americana as trap legume Noisangiam et al., 2012

�rhcN rhcN mutant of DOA9 strain obtained by integration of pVO155-Sm-npt2-gfp; Smr Spr Kmr This study

Escherichia coli S17-1 hsdR pro thi (RP4-2 km::Tn7 tc::Mu)

Plasmid

pVO155-Sm-npt2-gfp pUC119-derived suicide vector with gusA gene, GFP, and Smr cassette, KmR Smr Spr Wongdee et al., 2016

pMG103-npt2-Sm-npt2-gfp Cloning vector harboring gfp gene under the control of the constitutive npt2 promoter; Smr Spr Kmr Bonaldi et al., 2010

product was then digested by Xbal and SalI and cloned onto
the corresponding sites of the plasmid pVO155-Sm-npt2-gfp
(Wongdee et al., 2016). This plasmid, which is non-replicative in
Bradyrhizobium strains, is a derivative of the plasmid pVO155
(Oke and Long, 1999) and carries the promoterless gusA gene, a
constitutively expressed gfp, and a Km- and a Sm/spectinomycin-
resistance genes (Wongdee et al., 2016). The resulting plasmid
was introduced into E. coli S17-1 by electroporation (15 kv/cm,
100 �, and 25 µF) and was transferred into the Bradyrhizobium
sp. strain DOA9 by biparental mating, using the protocol
described by Giraud et al. (2010). The transconjugants were
spread on YM medium supplemented with an antibiotic mixture
of Sm, Km, and Nal, and the successful insertion of the plasmid
in rhcN was checked by PCR.

The GFP-labeled DOA9 strain was constructed by introducing
the replicative plasmid pMG103-npt2-Sm-npt2-gfp harboring a
constitutive gfp gene by electroporation (15 kv/cm, 100 �, and
25 µF). Plasmid-containing strains were selected on YM plates
supplemented with Sm.

Plant Nodulation and Symbiosis Analysis
DOA9 and its derivatives were grown for 5 days as previously
described and used as inoculum. Sterilization and germination
of the seeds of all plants tested (Supplementary Table S1) were
performed as described by Teamtisong et al. (2014). Plants
were sown in Leonard’s jar filled with sterilized vermiculite
(Somasegaran and Hoben, 1994). All the plants were watered
with BNM medium (Ehrhardt et al., 1992) and grown under the
following controlled environmental conditions: 28 ± 2◦C with
a 16 h light/8 h dark cycle at light intensities of 300 µE/m2S
and with 50% humidity. Five days after planting, each seedling
was inoculated with 1 mL of a 5 day old inoculum (log-
phase) after washing and adjusting the optical density to
600 nm to 1 (approximately 109 cells). The experiment was
conducted with five replicates with the following treatments:
control (no inoculation), GPF-labeled DOA9, and �rhcN. To
check nodulation and nitrogen fixation abilities, five plants
were taken at 21 day post-inoculation (dpi) and the number
of nodules and nitrogenase activity were assessed using the
acetylene reduction assay (ARA). Briefly, all the nodules on each
plant were collected and placed in headspace bottles with 10%
acetylene, and incubated at 28◦C for 1 h. Gas chromatography
was used to measure the peak height of ethylene and acetylene
with 1 mL gas samples from the bottles by using a PE-alumina
packed column with injector at 150◦C, an oven temperature of

200◦C, and ionization detector (FID) at a temperature of 50◦C
(Somasegaran and Hoben, 1994).

Rice Experiment
Rice (Oryza sativa L. ssp. indica cv. Pathum Thani) seeds were
surface sterilized by soaking in 70% (v/v) ethanol for 30 s, then
washed twice with 10% (v/v) hydrogen peroxide for 10 min,
washed again in 3% (v/v) sodium hypochlorite for 1 h. Finally, the
seeds were washed in sterilized water five times and germinated
overnight on YM medium containing 0.8% (v/v) agar. The
germinated seeds with 1 cm of root were soaked in DOA9
cell suspension (OD600 = 1) overnight. The rice seedlings were
transferred to metal net in 80 mL tubes containing 15 mL
Hoagland’s plant growth medium (Hoagland and Arnon, 1950)
in presence of 0.1 mMNH4NO3. The experiment was conducted
with three technical replicates with the following treatments:
control (no inoculation), GFP-labeled DOA9, and �rhcN. Plants
were grown under the following controlled environmental
conditions: 28 ± 2◦C with a 16 h light/8 h dark cycle at light
intensities of 300 µE/m2S and with 50% humidity.

Enumeration of Epiphytic and
Endophytic Bacteria in Rice Roots
Two and 3 weeks after inoculation with the DOA9 tagged strains
and�rhcN containing gfp and Smr, the rice roots were washed in
normal saline solution (0.85% of NaCl) to remove debris and any
bacteria not firmly attached to the root surface. Next, the bacterial
cells remaining on the surface of the roots were harvested by
vortex with normal saline containing 0.3% (v/v) tween-80 for
30 s. The washing solution containing the epiphytic bacteria was
then spread on YM plates containing Sm. For the enumeration of
endophytic bacterial, root tissues were surface sterilized with 70%
(v/v) ethanol for 5 min followed by 3% (v/v) sodium hypochlorite
for 5 min and rinsed with sterilized water five times. The surface
sterilized roots were macerated with a sterilizedmortar and pestle
and diluted in saline solution prior to being spread on medium
as described above (Piromyou et al., 2015a). The epiphyte and
endophyte population counted on agar plates are expressed as
colony-forming unit per gram of root fresh weight.

Preparation of Root Exudates and
Bacterial Induction
The sterilized legume seeds were germinated and transferred into
tubes containing BNM medium (50 mg seeds/mL). Plants were
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maintained in controlled environmental conditions as described
above for 5 days. The root exudates were obtained from plant
medium after filtration using a 0.2 µm filter syringe. Root
exudates were stored at −20◦C until use.

The mid-log phase culture of DOA9 was washed and the
OD600 was adjusted to approximately 0.4 with YM supplemented
with 1/3 (v/v) of the root exudates or purified flavonoids (20 µM
of naringenin or genistein dissolved in DMSO). The sterilized
BNM medium and DMSO were used as negative controls. The
bacterial cells were cultured at 28◦C for 24 h and then collected
by centrifugation (4,000 × g for 10 min, 4◦C) and immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at −80◦C for further total
RNA isolation.

RNA Isolation and qRT-PCR
Total bacterial RNA was extracted from induced cells using
the RNeasy R© Mini Kit (QIAGEN, United States) according
to the manufacturer’s protocol. Total RNA was treated with
RNase-free DNase I (NEB) for 30 min at 37◦C. cDNA was
synthesized from 500 ng total RNA using High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits (Applied BiosystemsTM) according
to the manufacturers’ protocols. Thirty nanograms of cDNA
was subjected to PCR amplification using specific primers of
rhcN (rhcN.RT.D9.f: 5′-CATTGGCGATATGGTAGGCT-3′;
rhcN.RT.D9.r: 5′-GGACAAGTGTGAACCGTCCT-3′) and
nopX (nopX.RT.D9.f: 5′-CATCAACCCGAACAACACAG-3′;
nopX.RT.D9.r: 5′-GGCTCGATAGACAAGGTCCACAA-3′)
genes. PCR amplification was performed using QuantStudio
3 Real-Time PCR System Mix (Applied BiosystemsTM) and
the following program: an initial denaturation step at 95◦C
for 2 min; 35 cycles at 95◦C for 30 s, 55◦C for 30 s, and
at 72◦C for 1.5 min; and a final extension step at 72◦C for
10 min. The relative gene expression was analyzed using
the comparative Ct method (−11CT) normalized to the
endogenous housekeeping gene (16S rRNA) using PBA338F
(5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′) and PRUN518R (5′-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3′). Three biological replicates were
pooled and analyzed. At least three replicate PCR amplifications
were performed for each sample.

Microscopy
An Olympus Fluoview FV1000 confocal laser scanning
microscope was used to investigate nodule development,
bacteroid differentiation, and rice colonization. For this purpose,
40–50 µm thick sections of fresh nodules and rice roots were
prepared using a VT1000S vibratome (Leica Nanterre, France).
Nodule sections were stained for 20 min with 0.01% calcofluor
(to stain the plant cell wall) and with 30 µM propidium iodide
(PI) in 50 mM Tris–HCl pH 7.0 buffer to identify dead cells
(Haag et al., 2011). Calcofluor was excited at 405 nm and detected
with a 460–500 nm emission filter. The GFP-labeled DOA9 and
�rhcN strains were detected after excitation with the 488 nm
laser line and emission signal collection at 490–522 nm, while
the PI used to identify dead cells was excited with the 535 nm
laser line and emission signals were collected at 617–636 nm.
Confocal images were reconstructed with NIS elements software
(Nikon), and images were colored and prepared for publication

with Adobe Photoshop software. To detect β-glucuronidase
(GUS) activity in the nodules elicited by the rhcN mutant the
same protocol than Bonaldi et al. (2010) was used.

Search for Genes Encoding Putative T3
Effectors on the DOA9 Genome
Two complementary approaches were used to identify putative
effector genes: (i) a TBlastN search of the genome for known
Nops identified in rhizobia (Kimbrel et al., 2013; Staehelin and
Krishnan, 2015), the identified homologs were considered as
possible candidates when they matched the following parameters
(% of identity ≥40% over 80% of the length of the sequence)
and (ii) a search for tts-boxes on the chromosome and plasmid
of DOA9 genome (GenBank accession numbers DF820425 and
DF820426, respectively) using a hidden Markov model initially
trained with the sequences of 26 confirmed tts-boxes from
Sinorhizobium (Ensifer) sp. strain NGR234, B. diazoefficiens
USDA110, and B. elkanii USDA61 (Eddy, 1998; Marie et al.,
2004; Zehner et al., 2008; Okazaki et al., 2009). To be considered
as a candidate, the gene had to contain a tts-box with a score
≥9 located on the same strand in its upstream region (up
to 1 kb).

Statistical Analysis
The experiment data were subjected to analysis of variance
(ANOVA). When confirming a statistically significant value in
the F-test (p ≤ 0.05), a post hoc test (Duncan’s multiple-range
test at p ≤ 0.05) was used as a multiple comparison procedure
(Duncan, 1955) using SPSS1 software for WINDOWSTM,
Version 14.0.

RESULTS

Gene Organization and Comparison of
the T3SS Genes of Bradyrhizobium sp.
DOA9 and Other Rhizobial Strains
Sequence genome analysis revealed the presence of a T3SS gene
cluster organized in several operons on the pDOA9 plasmid
(Figures 1A,B). The main putative operon preceded by a tts-
box contained most of the genes coding for components of the
secretion machinery in the order nopB, rhcJ, nolU, rhcL, rhcN,
rhcU, rhcQ, rhcR, rhcS, rhcT, and rhcU. This genetic organization
is similar to that found in other Bradyrhizobium or Sinorhizobium
strains and a very high level of AA identity was observed with
the corresponding homologous proteins. However, unlike these
strains, a large intergenic region of 650 bp was observed between
rhcS and rhcT also containing a tts-box (Figure 1A), raising
the possibility that the rhcT and rhcU genes are transcribed
independently.

As described in other rhizobia, we could assume that this
main cluster is under the dual control of TtsI and NodD since
a ttsI homolog was found at the vicinity of the main operon
preceded by a nod-box (Figure 1A). However, it is to highlight the
presence of a gene encoding a putative transposase between this
nod-box and ttsI. To confirm that the presence of this putative
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FIGURE 1 | Genetic organization of the type 3 secretion gene (T3SS) cluster and putative effectors in Bradyrhizobium sp. DOA9 strain (A) on the plasmid pDOA9

and (B) on the chromosome. The orientations and sizes of the ORFs are indicated by arrows. Location and orientation of tts-box motifs are shown by rectangular

open arrows, while the nod-box motif is shown by a black rectangular arrow. The site of insertional mutation for �rhcN is indicated by a black arrowhead. (C) % of

similarity of the T3SS apparatus and effector proteins between DOA9 strain and other rhizobial strains, including Bradyrhizobium sp. SUTN9-2, B. elkanii USDA76,

B. diazoefficiens USDA110, Bradyrhizobium sp. ORS285, and Sinorhizobium fredii NGR234.

transposase does not interfere with the formation of the T3SS
secretion apparatus, we analyzed the expression of two structural
T3SS genes (rhcN and nopX) in the presence of two flavonoids
(genistein or naringenin) previously reported to induce T3SS
genes in rhizobial strains (Krause et al., 2002; Okazaki et al.,
2010). As shown in Supplementary Figure S1, both flavonoids
strongly induced nopX and rhcN expression, showing that despite
this transposase, the T3SS genes in DOA9 strain are classically
regulated by flavonoids, most probably via the control of NodD
and TtsI.

To identify putative effectors that are possibly translocated by
this T3SS machinery, we combined two in silico searches: (i) a
TBlastN search of the genome for Nops previously identified in
other rhizobia and (ii) a search of the tts-boxmotif using a hidden
Markov model. After eliminating the Nops proteins predicted
to correspond to components of the secretory apparatus (NopA,
NopX, and NopB) (Staehelin and Krishnan, 2015), this analysis
retrieved 20 putative translocated effectors. Of these, six were
located on the chromosome (Figure 1C). However, all six
candidates remain doubtful because homologous proteins for
all of them can be identified in photosynthetic Bradyrhizobium
strains that lack a T3SS gene cluster (Supplementary Table
S2). Interestingly, among the other putative effectors found on
the plasmid, three correspond to new effectors not previously
identified in other rhizobia. They were preceded by a tts-box
and all contained the small ubiquitin-like modifier (SUMO)
protease domain of the C48 peptidase [ubiquitin-like protease
1 (Ulp1)] family. Several effectors containing this functional
domain have already been characterized in pathogenic and
symbiotic bacteria (Hotson et al., 2003; Hubber et al., 2004;

Rodrigues et al., 2007; Tsurumaru et al., 2015), reinforcing the
hypothesis that these three effector candidates are bona fide new
effectors.

Symbiotic Role of the T3SS
To analyze the role of the T3SS in DOA9 strain during
symbiosis, we constructed a T3SS mutant by inserting the non-
replicative plasmid pVO155-Sm-npt2-gfp into the 5′-region of
rhcN. The rhcN gene was selected as target because it encodes
an ATPase that is indispensable for the functioning of the
T3SS injectisome. Furthermore, the pVO155 plasmid used for
inactivation of the gene contains a constitutive expressed GFP
that enables monitoring of the bacteria inside the nodules. The
symbiotic performance of the WT and �rhcN mutant was
compared on several legume species belonging to Genistoid
(Crotalaria juncea), Dalbergioid (Aeschynomene americana, A.
afraspera, Arachis hypogaea, and Stylosanthes hamata), and
Millettioid tribes (Macroptillium atropurpureum, Vigna radiata,
Indigofera tinctoria, and Desmodium tortuosum) by analyzing
several symbiotic parameters (number of nodules per plant,
nitrogen fixation estimated using the ARA, plant dry weight, and
cytological aspect of the nodules).

Depending on the plant species, the �rhcN mutant displayed
contrasted responses compared to the WT strain. The responses
were classified in three categories. In category 1, non-responsive
phenotype (called T3SS-no effect group), the plants inoculated
with the mutant displayed the same number of nodules and
the same nitrogen fixing capacity as the plants inoculated with
the WT strain. Furthermore, no cytological differences were
observed between the mutant and WT nodules. These plants
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FIGURE 2 | Symbiotic analysis of legume species displaying no phenotype with the T3SS mutant of the DOA9 strain. Plant growth, cytological aspect of the

nodules, number of nodules per plant, and the ARA activity of A. americana (A–E), A. afraspera (F–J), I. tinctoria (K–O), and D. tortuosum (P–T) after inoculation with

the WT strain and the �rhcN mutant. Values represent mean ± SD (n = 5). Within treatment, means labeled with different letters are statistically different at p < 0.05.

were A. americana, A. afraspera, I. tinctoria, and D. tortuosum
(Figure 2).

In category 2, the rhcN mutation had a positive effect on
one of the symbiotic parameters analyzed (Figure 3). This
group comprised A. hypogaea, V. radiata, C. juncea, and
M. atropurpureum. Inoculation with the �rhcN mutant led to
an almost 65% increase in the number of nodules on A. hypogea
compared with WT (Figure 3F). This result suggests that
in DOA9, T3SS compromises either the infection or nodule
organogenesis process in this species. Figure 3 shows that the
higher number of nodules is not correlated with an increase
in N2 fixation. We assume that the plant compensates for the
small number of nodules elicited by theWT strain by stimulating
their expansion, as can be seen in Figures 3B,C. The same
mechanism has been reported in Medicago and is related to
plant N demand (Laguerre et al., 2012). The deleterious effect
of the T3SS on the establishment of the symbiosis was more
marked in the cases of C. juncea and V. radiata. Indeed, whereas
the WT strain only elicited bumps or small completely necrotic
nodules in C. juncea and V. radiata, respectively, the �rhcN

mutant formed perfectly developed nodules on these two plants
(Figures 3H–U). This suggests that some effectors translocated
by the T3SS could activate plant defense reactions in these two
species, thereby preventing infection and the development of
nodules. Similar stimulation of plant immunity probably also
occurred in M. atropurpureum but to a lesser extent, since
the nodules induced by the WT strain were well formed, but
displayed brown necrotic areas. The bacteroids in these areas
were dead as revealed by the red PI staining, whereas the �rhcN
nodules were perfectly normal and the host cells were filled with
viable bacteroids, as revealed by the green of GFP tagging cells
(Figures 3V–AB). Nevertheless, while the T3SS mutation made
it possible to restore nodule formation capacity in V. radiata and
C. juncea, only very weak nitrogenase activity was detected, and
no real benefit for plant growth was observed (Figures 3N,U and
Supplementary Table S3). This shows that other restrictions exist
between DOA9 and these two plant species resulting in inefficient
symbiosis.

Only one species, S. hamata, was attributed to category
3, corresponding to a negative effect of the rhcN mutation.
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FIGURE 3 | Symbiotic analysis of legume species displaying a positive phenotype with the T3SS mutant of DOA9 strain. Plant growth, cytological aspect of the

nodules, number of nodules per plant, and the ARA activity of A. hypogaea cv. Thai Nan (A–G), C. juncea (H–N), V. radiata cv. SUT4 (O–U), and M. atropurpureum

(siratro) (V–AB) after inoculation with the WT strain and the �rhcN mutant. In (D,E,L,R,S,Y,Z), dead cells are stained red with propidium iodide (PI). The green cells

are viable cells labeled with GFP. Values represent mean ± SD (n = 5). Within treatment, means labeled with different letters are statistically different at p < 0.05.

The number of nodules and nitrogenase activity of nodules
induced by the �rhcN strain were reduced by approximately
30% compared with the wild-type strain (Figures 4A–G). These
data suggest that the T3SS of strain DOA9 also plays a positive

role in the establishment of the symbiosis, most probably by
translocating effectors that weaken the plant immune system.

We also examined the effect of root exudates on the expression
of rhcN and nopX genes to determine whether the absence of
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FIGURE 4 | Symbiotic analysis of legume species displaying a negative phenotype with the T3SS mutant of DOA9 strain. Plant growth, cytological aspect of the

nodules, the number of nodules per plant, and ARA activity of S. hamata (A–G) after inoculation with the WT strain and the �rhcN mutant. Values represent

mean ± SD (n = 5). Within treatment, means labeled with different letters are statistically different at p < 0.05.

phenotype observed for the rhcN mutant in some legume species
could be linked with the absence of formation of the T3SS
apparatus. As expected, a significant level of expression of the two
T3SS genes was detected in the five species displaying a positive
or negative phenotype with the �rhcN strain (Supplementary
Figure S1). In contrast, of the four species that displayed no
phenotype with the rhcN mutant, the root exudates of two of
them (I. tinctoria and D. tortuosum) displayed a similar level of
expression to the control without inducers raising the possibility
that the T3SS machinery is not formed during the early steps
of the interaction between the DOA9 strain and these two
legumes species. We also took advantage of the promoterless
gusA reporter gene present in the insertional pVO155 plasmid
used to construct the rhcN mutant to determine whether the
T3SS is expressed in mature nodules as already reported in
B. diazoefficiens USDA110 nodulating soybean (Zehner et al.,
2008). As shown in Supplementary Figure S2, for the three tested
species (A. americana,M. atropurpureum, and I. tinctoria), a GUS
activity was detected in the infected nodule cells, in contrast to the
WT nodules, in which no activity was observed (Supplementary
Figure S2). Altogether, these data suggest that T3SS genes of
DOA9 strain are active during the early and/or late stages of
symbiosis on the different species tested.

Role of the T3SS in Rice Colonization
and Infection
We also investigated the effect of the T3SS mutation on the
ability of DOA9 to colonize the surface of rice roots and to infect
deep root tissue. These observations were made on a Thai rice
(cultivar Pathum Thani 1) at the second and third week post-
inoculation (wpi) (Figure 5F). The total population density of
WT and �rhcN strains on the surface of the rice roots was
almost the same (around 8 log10 CFU/g of root fresh weight),
and this level of population remained constant at 2 and 3 wpi.
When the roots were surface sterilized to conserve only the
endophytic bacteria cells, the estimated population of both WT
and mutant strains was also very close (around 4 log10 CFU/g

root fresh weight). We also took advantage of the GFP tag added
on the WT and �rhcN strains to monitor invasion of the roots.
As can be seen in Figures 5A–C,E, both WT and �rhcN cells
were attached to the root hairs and to the surface of the root
epidermis. Analysis of root sections revealed endophytic bacterial
cells in the intercellular space of the root cortex and endodermis.
Taken together, these data suggest that the T3SS mutation did not
affect the ability of the DOA9 strain to colonize and infect the
rice root tissue intercellularly. This absence of effect of the T3SS
mutation was not related to the absence of T3SS genes expression
considering that a GUS activity could be detected at the surface
of the rice roots inoculated with the rhcN mutant (Figure 5D).

DISCUSSION

The Bradyrhizobium sp. DOA9 strain isolated from a paddy field
has been shown to have the ability to induce the development
of symbiotic nodules in various legume species (Teamtisong
et al., 2014). Unlike other bradyrhizobia, this strain contains a
symbiotic megaplasmid (pDOA9) that harbors the nod and nif
genes as well as a T3SS gene cluster (Okazaki et al., 2015). This
T3SS cluster contains all the genes necessary for the formation of
the secretory apparatus and the transcriptional activator (TtsI),
which is preceded by a nod-box promoter motif. This genetic
organization is similar to that described in other bradyrhizobial
strains. Why DOA9 harbors a symbiotic plasmid while all the
other Bradyrhizobium strains sequenced contain a symbiotic
island remains an open question. In both cases, the lower GC
content and the codon usage of the genes present in the symbiotic
region suggest an acquisition by lateral transfer. This indicates
that, in addition to the possibility of a difference in the origin
of the symbiotic region, the mechanisms of its transfer and its
maintenance inside the bacterial genome could also differ from
one Bradyrhizobium strain to another.

Despite high conservation of T3SS genes encoding the
injectisome, the T3SS effector contents of DOA9 strain differ
from those in other bradyrhizobia, notably in their number,
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FIGURE 5 | Ability of DOA9 strain and its derivative T3SS mutant to colonize rice roots. Endophytic colonization of the rice roots by Bradyrhizobium sp. DOA9-WT

(A–C) and T3SS mutant (�rhcN) (D,E) 24 h after inoculation. (D) Expression of the gusA reporter gene inserted in rhcN revealed on rice roots [2 week

post-inoculation (wpi)] stained with X-Gluc after 3 h of incubation. The intercellular spaces (inter) of the cortex (co) and endodermis (ed) are occupied by endophytic

cells. (F) Bacteria colonizing the root surface (epiphyte) and root tissue (endophyte) at 2 and 3 wpi with Bradyrhizobium sp. DOA9 and T3SS mutant (�rhcN) strains.

Values represent mean ± SD (n = 3). Within treatment, means labeled with different letters are statistically different at p < 0.05.

which is comparatively lower. Indeed, in the DOA9 strain,
only 14 candidate effector proteins have been predicted versus
between 30 and 35 putative effectors in other bradyrhizobia
(Zehner et al., 2008; Kimbrel et al., 2013). In particular, the
effectors NopM and NopE, classically found in Bradyrhizobium
strains, often as multicopies, are clearly absent in the DOA9
genome. Conversely, three putative effectors that were
not previously identified in rhizobia are predicted in the
DOA9 strain. These three new putative effectors proteins
(WP_042337156, WP_025038828, and GAJ3805) most probably
correspond to SUMO peptidases that contain the catalytic
domain of members of the family of C48 cysteine proteases
involved in the de-ubiquitinization of eukaryotic proteins
(Hotson et al., 2003). Interestingly, a SUMO peptidase protein
named NopD in S. fredii HH103 was identified to be secreted
through the T3SS in the culture supernatant indicating that this
family protein could constitute bona fide effectors translocated
into the host cell (Rodrigues et al., 2007). Furthermore, more
recently, other SUMO protease putative effectors were reported
to be responsible for the incompatibility of some Bradyrhizobium

strains (B. japonicum Is-1 and B. elkanii USDA61), which
prevents them from interacting symbiotically with Rj4 genotype
soybeans (Faruque et al., 2015; Tsurumaru et al., 2015). Taken
together, this reinforces the hypothesis that the three new Nop
candidats identified in DOA9 strain are effectors that could also
affect the ability to interact with some plants.

It has previously been shown that T3SS in bradyrhizobia
can have a positive or negative effect on nodule formation by
stimulating or repressing the plant immune system depending
on the host plant. For example, the deletion of T3SS in
B. diazoefficiens delayed nodulation on soybean and reduced the
number of nodules on M. atropurpureum (Krause et al., 2002),
while the absence of T3SS in B. elkanii USDA61 induced the
formation of nodules on V. radiata L. cv. KPS1 and on the
soybean cultivar Hill, which contains the Rj4 allele (Okazaki et al.,
2009). In the present study, we observed that the T3SS mutation
affected the ability of DOA9 strain to interact with five out of the
nine species tested. In particular, the T3SS mutation dramatically
improved nodule formation and development in C. juncea and
V. radiata and had a more moderate but also positive impact
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on nodulation in A. hypogaea and M. atropurpureum. This
suggests that among the cocktail of effectors that are translocated
into the host cell, some are recognized as virulence factors by
R-proteins and block infection and nodule organogenesis to a
greater or lesser extent. As previously mentioned above, some
SUMO protease effectors and also NopT have been observed
to act as negative effectors in some hosts (Dai et al., 2008),
which raises the possibility that the effector(s) responsible for
this incompatibility could be one or some of the new effectors
identified in the DOA9 strain or even NopT, which is also present
in DOA9.

Conversely, the T3SS mutation had a negative impact on the
number of nodules elicited on S. hamata, suggesting, in this
case, that some effectors act positively on the symbiosis most
probably, either by helping the bacteria to overcome plant defense
reactions that limit the interaction or by directly inducing the
nodulation signaling pathway as recently described for some non-
photosynthetic bradyrhizobia shown to nodulate some legume
species in the absence of NFs synthesis but thanks to the T3SS
(Okazaki et al., 2013, 2016).

Identifying the effectors responsible for these contrasted
symbiotic effects depending on the host plant, and understanding
their role are real challenges. To date, a specific role in the
symbiosis has been described for only a few effectors (Staehelin
and Krishnan, 2015). One limitation is that the different effectors
translocated into the host cell mostly act synergistically by
interfering in different plant defense pathways. The DOA9
strain may be an ideal model to study the specific role of
effectors individually or in combination. Indeed, all the symbiotic
determinants are found on the pDOA9 plasmid and it has
been possible to create a plasmid-free DOA9 strain (Tittabutr,
personal communication). We can imagine designing plasmids
encompassing a minimum set of canonical nod, nif, and T3SS
injectisome genes supplemented by different combinations of
effectors and to study the symbiotic properties of a DOA9
strain lacking pDOA9 in which these synthetic plasmids are re-
introduced. This kind of approach may seem too ambitious and
time consuming, but with the development of synthetic biology
and a reduction in the cost of synthetizing DNA, it could be
feasible in the near future.

Among the four species in which the T3SS mutation had no
effect on the symbiosis, we observed that the root exudate of
two of them (I. tinctoria and D. tortuosum) did not induce the
expression of nopX and rhcN genes, suggesting that the T3SS
apparatus is not formed during the early stages of the symbiosis
between the DOA9 strain and these two species. These results
were surprising considering that these two species were found
to be nodulated by the DOA9 strain, indicating that the nod
genes are expressed. It would be interesting to explore more
deeply the regulation of the T3SS and nod genes in presence of
flavonoids and root exudates to determine if decoupling between
their expression is possible. In the same vein, we observed that
some putative T3SS effector genes are not preceded by a tts-box,
which raises the question of whether these genes are expressed
when the T3SS is formed or if their regulation involves another
activator than TtsI. The observation that T3SS genes were found
expressed in mature nodules while they were not found activated

by root exudates is also puzzling. This could be related to the
fact that we used different technics to analyze genes expression or
that the technic of extraction of root exudate was not adapted for
I. tinctoria considering that this very small plant do not grow well
in liquid medium. We cannot also exclude the possibility that the
regulation of the T3SS genes could be more complex involving
other input signals than flavonoids and additional regulators than
NodD and TtsI leading to different gene expression controls
during the early and late stages of symbiosis.

Finally, given that a previous study focusing on the SUTN9-2
strain showed that the T3SS is an important determinant in rice
infection (Piromyou et al., 2015b), we also investigated if the T3SS
plays a similar role during the interaction between the DOA9
strain and rice. However, despite the use of the same cultivar
(Pathum Thani 1), our observations indicate that the T3SS
mutation does not affect the ability of DOA9 strain to colonize
the root surface and to infect the root tissue intercellularly. This
result was surprising given that the two strains were isolated from
similar ecological niches (Thai paddy fields using A. americana
as trap legumes) and considering that we observed that the T3SS
genes are active during the interaction of DOA9 strain with rice.
These two strains differ in the origin of the symbiotic region,
which harbors a different cortege of nod and nop genes. We can
suppose that during evolution, each strain adapted this symbiotic
toolbox differently as a function of the variety of plant partners it
encountered during its life history. This might explain why, via a
different cocktail of effectors, the same T3SS machinery can lead
to different responses from one strain to another and from one
host to another.
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Supplementary Tables 

Table S1 Plants tested in this study 

 

 

Tribes Plants tested Source or references 

Gienistioid Crotalaria juncea Nakhon Rathasima, Thailand 

Derbergioid Aeschynomene americana 

Aeschynomene afraspera 

Arachis hypogaea cv. Thai Nan 

Stylosanthes hamata 

Nakhon Rathasima, Thailand 

LSTM, IRD, France 

Nakhon Rathasima, Thailand 

Nakhon Rathasima, Thailand 

Millettioid Macroptilium atropurpureum 

Indigofera  tinctoria 

Vigna radiata cv. SUT4 

Desmodium tortuosum 

Nakhon Rathasima, Thailand 

Nakhon Rathasima, Thailand 

Nakhon Rathasima, Thailand 

Nakhon Rathasima, Thailand 

Non-leguminous 

plant 

Oryza sativa L. cv. Pathum 

Thani1 

Department of Agriculture, 

Thailand 
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Table S2 List of putative Nop effectors and tts-boxes identified in Bradyrhizobium DOA9 strain 

 

a
 in italics, these candidate genes are considered as doubtful because homologs are also found in Bradyrhizobium strains 

lacking a T3SS. 
b
 P, genes located on the plasmid; C, genes located on the chromosome. 

c
 (S) and (K) are used to indicate 

that Nop names were attributed according to the nomenclature used in the publication of Staehelin and Krishnan, 2015 

(S) and Kimbrel et al., 2013 (K); put. indicated putative; 
d 
in bold are indicated the nucleotides that are conserved with the 

consensus tts-box motif described in Zehner et al., 2008. ni., tts-boxes not identified in the upstream region of the gene; 
e
 

put. indicated putative. 

 

 

 

 

 

 

 

Gene IDa Repliconb 
Protein 

homologyc 
Upstream tts-box sequenced Characteristics of proteinse 

WP_025038413 P NopBI (K) ni. put. kinase Y4dM (HipA-like protein) 

WP_025038507 P NopAS (K) ni. put. panB 

WP_042337156 P put. new Nop TB1.  GTCAGCATCTCGTAAGTTTGACCGAGTA C-terminal C48 (SUMO) peptidase domain 

GAJ37770 P NopAC (S) ni. put. endo-polygalacturonase 

GAJ37771 P NopAD (K) ni. put. pectinesterase 

WP_025038647 P NopAC (S) ni. put. endo-polygalacturonase 

WP_025038801 P NopBW (S) TB2.  GTCAGCCAACCGTCAGCCAGGCGGCCTA unknown 

WP_042337078 P NopC (S) TB3.  GTCAGCTTGTCGAAAGCTAATACTTGCA secreted effector 

WP_082848019 P NopA (S) TB3. T3SS pili component 

WP_025038808 P NopAL (K) TB3. unknown 

WP_025038811 P NopX (S) TB4.  GTCAGCTTTTGGAAAGCTAATCGAACCT NolX : T3SS translocon 

GAL91145 P NopL (S) TB5.  GTCAGCTTTTCGAAAGCGACTGCTGCCA secreted effector 

GAJ38008 P NopB (S) TB6.  GTCAGTTTTTGGTCAGCTTGTTTCTCTA T3SS pili associated Nop 

WP_025038820 P RhcT TB7.  GTCAGCTTATCGAAAGCTCGCCTCACCA T3SS minor apparatus component 

WP_025038828 P put. new Nop TB8.  GTCAGCTTCAAGTCAGGTTAGAACAGTA C-terminal C48 (SUMO) peptidase domain 

WP_025038834 P NopT (S) TB9.  GACAGCTTGCCGTCAGCTTGGCCAAGTA cysteine protease - secreted effector 

GAJ38044 P NopP (S) TB10. GTCAGGCTCCGGACAGCTAAGCTGTCTA secreted effector 

GAJ38051 P put. new Nop TB11. GTCAGCCTGTCGTCAGGCTGCAACGGTA C-terminal C48 (SUMO) peptidase domain 

WP_025034134 C NopAF (K) TB12. GTCAGTTTGTCGTGAGTTGTCCCGGGTA put. transpeptidase 

WP_025033944 C NopBH (K) ni. put. aminopeptidase 

WP_025035848 C NopBH (K) ni. put. aminopeptidase 

WP_025037732 C NopAE (K) TB13. GTCAGGTTTCCGTCAGGTGACCGCCGAC put. quinoprotein ethanol dehydrogenase 

WP_025037734 C NopAQ (K) TB13. 
put. ABC transporter periplasmic binding 

protein 

WP_025037995 C NopAV (K) ni. put. carboxylesterase 



 3 

Table S3 Total plant dry weight (mg) of all plants tested after inoculated with Bradyrhizobium sp. 

DOA9 and mutant ΩrhcN strain 

 

 

Values are shown as Mean±SD of at least triplicates, 
1
 : uninoculation control, 

2 
a-d means in a 

column followed by the same letter are not significantly different by Dancan’s multiple range test at 

the 5% (p≤0.5), 
3
 means not observed in this study. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tested plants / strains 

Total plant dry weight (mg)  

Control
1 
 DOA9 ΩrhcN 

Genistoid C. juncea 169±20 ab
2
 152±4.9 a 196±38.3 b 

Dalbergioid A. americana  13.1±2.2 a 67.4±4.9 b 53.6±9.9 b 

  A. afraspera 54.4±7.9 a 78.2±6.9 b 79.2±2.8 b 

 

A. hypogaea  

cv. Thai Nan 1200±219 a 2112±330 b 1779±248 b 

 

S. hamata 5.0±0.6 a 7.8±1 c 6.4±1.1 ab 

Millettioid M. atropurpureum 55.9±3.2 a 59.2±3.1 a 60.2±5.6 a 

 

I. tinctoria 5.1±0.6 a 5.1±0.7 a 5.0±0.8 a 

 

V. radiata cv. SUT4 45.6±9.0 a 47.2±9.3 a 45.6±13.4 a 

  D. tortuosum 6.5±1.2 a 6.3±1.1 a 7.3±1.1 a 
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Summary

The lateral transfer of symbiotic genes converting a

predisposed soil bacteria into a legume symbiont has

occurred repeatedly and independently during the evolu-

tion of rhizobia.We experimented the transfer of a symbi-

otic plasmid between Bradyrhizobium strains. The

originality of the DOA9 donor is that it harbours a symbi-

oticmega-plasmid (pDOA9) containing nod, nif and T3SS

genes while the ORS278 recipient has the unique prop-

erty of inducing nodules on some Aeschynomene spe-

cies in the absence of Nod factors (NFs). We observed

that the chimeric strain ORS278-pDOA9* lost its ability to

develop a functional symbiosis with Aeschynomene.

indica and Aeschynomene evenia. The mutation of rhcN

and nodB led to partial restoration of nodule efficiency,

indicating that T3SS effectors and NFs block the estab-

lishment of the NF-independent symbiosis. Conversely,

ORS278-pDOA9* strain acquired the ability to form nod-

ules on Crotalaria juncea and Macroptillium artropur-

pureum but not on NF-dependent Aeschynomene

(A. afraspera and A. americana), suggesting that the

ORS278 strain also harbours incompatible factors that

block the interaction with these species. These data indi-

cate that the symbiotic properties of a chimeric rhizobia

cannot be anticipated due to new combination of symbi-

otic and non-symbiotic determinants that may interfere

during the interactionwith the host plant.

Introduction

The rhizobium-legume symbiosis results in the formation of

a new organ, the nodule, in which the bacteria fix nitrogen for

the plant’s benefit and received an exchange carbon

sources. This symbiotic process is initiated by a molecular

dialogue between the two partners (Lerouge et al., 1990).

The key rhizobial signal molecules are lipochitooligosa-

ccharides (LCOs) named Nod factors (NFs) that are synthe-

sized by enzymes encoded by nodulation (nod) genes,

which are expressed in response to a specific spectrum of

plant flavonoids. Their perception by plant LysM-receptors

coordinates two distinct programs: nodule organogenesis

and bacterial infection, called the NF-dependent symbiotic

process (Oldroyd, 2013). Besides NFs, other bacterial deter-

minants including surface polysaccharides (LPS, EPS or

KPS) are important for the initial attachment of the bacteria to

the root surface and/or the suppression of the plant immunity

(for a review, seePoole et al., 2018).

In addition, some rhizobia use a type 3 Secretion System

(T3SS) to deliver into the host plant cell, effector proteins that

interfere with the plant immune system (Staehelin and

Krishnan, 2015). Depending on the host plant, these effectors

can play a positive, negative or neutral roles on the symbiosis.

They can promote the bacterial infection and nodulation by

repressing specific plant defence responses activated after

recognition of pathogen-associated molecular patterns

(PAMPs), or by opposite, they can render the interaction

incompatible if they are recognized by plant immune receptors

[resistant (R) proteins] leading to the activation of effector-

triggered immunity (ETI) (Yang et al., 2010; Jiménez-Guerrero

et al., 2015; Yasuda et al., 2016; Sugawara et al., 2018).

These different key symbiotic genes as well as the nif

and fix genes necessary for nitrogen fixation are generally

clustered in the same DNA region either on a plasmid named

Received 12 December, 2018; revised 23 March, 2019; accepted 7
May, 2019. *For correspondence. E-mail eric.giraud@ird.fr; Tel. +33-

467593783; Fax. +33-467593802. E-mail neung@sut.ac.th; Tel. (+66)

44 223389; Fax (+66) 44 216345 ‡These authors have contributed

equally to this work.
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the symbiotic plasmid or on the chromosome. This cluster of

‘symbiotic-toolkit’ genes can be transferred between different

bacteria in the soil by horizontal gene transfer, explainingwhy

rhizobia do not form a monophyletic group but rather

a large polyphyletic group including 12 genera of α- and

ß-proteobacteria intermixed with saprophytes and pathogens

(Masson-Boivin et al., 2009).

Photosynthetic bradyrhizobia, which include the ORS278

and BTAi1 strains, are unique among rhizobia. While these

bacteria are able to induce the formation of efficient nitrogen

fixing nodules on the roots and stem of some tropical

legumes belonging to the Aeschynomene genus, no hall-

mark of a symbiotic island has been identified in their

genomes (Giraud et al., 2007). These bacteria lack the

canonical nodABC genes necessary for the synthesis of

NFs as well as a T3SS gene cluster (Giraud et al., 2007;

Okazaki et al., 2016). Their host spectrum is extremely

limited, as it is restricted to a monophyletic clade of Aes-

chynomene plants that encompasses 19 species including

A. indica and A. evenia (Chaintreuil et al., 2018). Despite

direct and reverse genetic approaches used on the bacterial

partner, the ‘Non-Nod’ signal molecules that enable the

triggering of this alternative symbiotic process called the

‘NF-independent symbiotic process’ remain unknown.

Interestingly, some photosynthetic Bradyrhizobium strains

do contain nod genes and displayed a broader host range

(Chaintreuil et al., 2001). Sequence genome analysis of one

of these strains, the strain ORS285, revealed the presence of

a genomic island of 262-kb harbouring nod and T3SS genes

that are absent in the other photosynthetic strains (ORS278

and BTAi1) and that displayed all the hallmarks of acquisition

by lateral transfer (lower GC content than the one of the chro-

mosome, different codon usage and a high concentration of

transposases and insertional sequences that are typical fea-

tures of symbiotic islands) (Gully et al., 2017). Thanks to the

acquisition of this symbiotic island, this strain acquired the

ability to synthetize NFs whose structures are very close

to the ones produced by Bradyrhizobium diazoefficiens

(Renier et al., 2011). This event confers to this strain the

ability to induce nodules on some NF-dependent

Aeschynomene species such as A. afraspera but also on

soybean (Giraud et al., 2013). It is noteworthy that the muta-

tion of nodB aborts the nodulation on A. afraspera but not on

A. indica and A. evenia (Bonaldi et al., 2011; Giraud et al.,

2007). Furthermore, the inactivation of the T3SS has an

impact on NF-dependent symbiosis but not on NF-

independent symbiosis (Okazaki et al., 2016).

The non-photosynthetic Bradyrhizobium strain sp. DOA9

is also original among bradyrhizobia. It is the only

Bradyrhizobium strain in which the classical symbiotic genes

(nod, nif, fix and T3SS) are harboured on a mega plasmid

(named pDOA9), in the other Bradyrhizobium strains, these

genes are generally clustered on a genomic island (Okazaki

et al., 2015). This strain, which is phylogenetically distant to

the photosynthetic bradyrhizobia, was isolated from a paddy

field using A. americana as a trap plant (Noisangiam et al.,

2012). This A. americana species uses a classical NF-

dependent symbiotic process. Interestingly, the DOA9 strain

has a wide host spectrum, it can nodulate legume species

belonging to Dalbergioid, Millettioid and Genistoid tribes but

not the Nod-independent Aeschynomene clade (Teamtisong

et al., 2014) indicating that it lacks the symbiotic genetic toolkit

required for Nod-independent symbiosis.

Taken together, these few examples highlight the diversity

of themechanisms used by bradyrhizobia to interact symbiot-

ically with legumes. The Supporting Information Table S1

summarizes the main feature and symbiotic properties of the

different strains previously pointed out.

In this study, we took advantage of the presence of a sym-

biotic plasmid in the DOA9 strain to examine the impact of its

conjugative transfer on the symbiotic properties of the

ORS278 strain. The questions to which we wanted answers

were the following: Does this simple genetic transfer confer

the ability of the chimeric bacteria generated to use either an

NF-dependent or an NF-independent symbiotic process,

depending on the host plant?Does the transfer of the symbio-

sis genes involved in the NF-dependent process interfere

positively or negatively in the NF-independent one and if so,

what are the genetic determinants? To answer these ques-

tions, we examined the symbiotic properties of a ORS278

transconjuguant strain containing the pDOA9 plasmid using

a variety of legume species (some NF-independent

Aeschynomene species and some NF-dependent plant

hosts of the DOA9 strain), and by analysing the impact of the

mutation of some symbiotic determinants found on pDOA9

during these plant interactions.

Results

Transfer of pDOA9 into ORS278 strain

To transfer the pDOA9 plasmid from DOA9 into ORS278

strain, we first constructed a derivative plasmid annotated

pDOA9* in which the non-replicative plasmid pK18mob-

sacB-Cefor was introduced in an intergenic region of

pDOA9, the Cefor resistance gene being used for the

selection of ORS278 transconjugants. This construct was

transferred into ORS278 by conjugation, and an ORS278

transconjugant containing pDOA9* (annotated as

ORS278-pDOA9*) was selected, as described in Experi-

mental procedure section.

To confirm that pDOA9* was completely transferred into

the ORS278 strain, the genomic DNA of ORS278-pDOA9*

was analysed by PCR. For this purpose, primers were

designed from representative symbiotic genes (nodA, nodB,

nodD2, rhcN and nifD) and other genes located surround

pDOA9 (repA,moeB, trbG, hupK andGAJ38051 encoding a

putative T3SS effector) (Fig. 1B). As shown in Fig. 1A, no
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PCR band was obtained for the ORS278-WT strain while a

PCR product for all the selected gene markers was amplified

for ORS278-pDOA9* indicating a complete transfer of the

pDOA9 plasmid.

To confirm that in ORS278-pDOA9*, the transferred plas-

mid formed an autonomous replicon not integrated into the

chromosome, the genomic DNA was further analysed by

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). As shown in Fig. 1C,

the genomic profile of ORS278-pDOA9* (lane 4) was similar

to that of DOA9 (lane 1), it displayed an additional DNA band

at 0.7 Mbp corresponding to the pDOA9 size, a band that

was absent in theORS278-WT (lane 3).

Finally, we analysed the stability of the pDOA9 plasmid in

ORS278-pDOA9*. For this purpose, the transconjugant was

cultured for 1 week in a liquid medium in the absence of anti-

biotic selection and then spread on YEM-agar medium. After

growth, 100% of the colonies were able to grow when

cefotaxime antibiotic was applied and amplified a specific

genemarker of pDOA9.

Taken together, these data show for the first time the

possibility of a conjugative transfer of a symbiotic plasmid

between Bradyrhizobium strains and its stable mainte-

nance in the recipient strain.

The transfer of the symbiotic pDOA9 plasmid into

ORS278 strain interferes with the establishment of the

NF-independent symbiosis

The symbiotic properties of the chimeric ORS278-pDOA9*

strain were first analysed on the NF-independent Aeschy-

nomene species (A. indica and A. evenia) at 21 days post

(dpi) inoculation. Unexpectedly, while the ORS278-WT

strain elicited the formation of perfectly functional nodules in

these two Aeschynomene species, ORS278-pDOA9* was

drastically impaired in symbiosis (Fig. 2 andSupporting Infor-

mation Fig. S1). The chimeric strain producedmore nodules,

but the nodules were smaller and did not fix nitrogen (Fig. 2B

and C; Supporting Information Fig. S1B and C). Cytological

analysis showed that the nodules elicited on these two plant

specieswere either necrotic, with the accumulation of brown-

ish compounds, or that the central tissue was completely

digested (Fig. 2G and H; Supporting Information Fig. S1G

and H). These symptoms recall plant defence reactions

and/or the triggering of a senescence program, suggesting

that some genetic determinants present on the pDOA9 plas-

mid render incompatible the symbiotic interaction.

To better understand at which step of the symbiotic pro-

cess the chimericORS278-pDOA9* strainwas blocked, early

observations at 4 and 8 dpi were also done on A. indica. At

4 dpi, no major differences could be observed between the

plants inoculated withWT or the ORS278-pDOA9* strains. In

both cases, first young nodules, systematically found at the

emergence of lateral roots, could be observed (Supporting

Information Fig. S2A and E). The nodules formed by

ORS278-pDOA9* strain displayed a similar size and the

sameaspect of theWTnoduleswith the presence of a central

infected tissue and the absence of necrotic areas (Supporting

Information Fig. S2B, C, F, and G). Confocal microscopy

observation after live–dead staining of nodule sections con-

firmed the presence of intracellular bacteria in both nodules

but while the bacterial population was high in host cells

infected by the WT strain (Supporting Information Fig. S2D),

Fig. 1. Conjugative transfer of pDOA9 into ORS278 strain; PCR verification (A) and PFGE (C) of Bradyrhizobium sp. DOA9, DOA9ΔpDOA9,
ORS278-WT, ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB and 278-pDOA9ΩrhcN genomic DNA. (A) The target genes, position and size of PCR product from

genes 1 to 11 are listed in the Supporting Information Table S3. PCR products from each tested strains were observed on 1% agarose gel. The PCR prod-

ucts from 1 to 10 correspond to marker genes of pDOA9, the location of which is indicated on the pDOA9 circular plasmid map.(B) The PCR product in line

11 corresponds to the amplification of the bchL genewhich is specifically found on theORS278 chromosome. This PCR product is used as a chromosome
marker of ORS278-WT and the various chimeric strains (ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB, 278-pDOA9ΩrhcN). (C) Genomic DNA of all tested

strains was separated by PFGEwith 1% certifiedmegabase agarose in 1x TAE buffer to separate fragments of 225–1900 kb. Closed arrowhead indicates

the pDOA9 plasmid (0.7 Mbp). Lane M: Saccharomyces cerevisiae chromosome PFG marker DNA ladder, lanes 1–6: followed by genomic DNA from

DOA9, DOA9ΔpDOA9, ORS278-WT,ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB and 278-pDOA9ΩrhcN respectively.
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only a few bacteria could be detected in the nodules formed

byORS278-pDOA9*strain (Supporting InformationFig.S2H).

At this step, in both cases, the bacteria were rod shaped and

coloured in green by Syto9 suggesting that they were alive

even in the case of ORS278-pDOA9* (Supporting Informa-

tion Fig. S2D and H). At 8 dpi, drastic differences were

observed between the nodules elicited by the WT and the

ORS278-pDOA9*strains. The WT nodules were larger and

the central tissue was infected by bacteria differentiated in

large spherical bacteroids as previously described (Bonaldi

et al., 2011), while the nodules elicited by ORS278-pDOA9*

started to display large necrotic zones (Supporting

Information Fig. S2Q–W). In these zones, plant cells were

completely collapsed and the few observed bacteria dis-

played a rod shape indicating that the differentiation process

did not occur (Supporting Information Fig. S2X). Furthermore,

the bacteria were stained red by PI indicating that they were

dead (Supporting Information Fig. S2X).

These observations showed that the transfer of the pDOA9

in ORS278 strain do not interfere in the first steps of the sym-

biotic process with NF-independent Aeschynomene species

(nodule organogenesis and infection) but rapidly when the

bacteria are internalized in host cells, some determinants

harboured by the pDOA9 plasmid elicit plant defence

Fig. 2. Symbiotic properties of Bradyrhizobium sp. ORS278 and its various chimeric derivatives (ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB and
278-pDOA9ΩrhcN) on A. indica. A. Comparison of the growth of the plants (aerial part) at 21 days post-inoculation (dpi). B. Acetylene-reducing activity

(ARA) in A. indica nodules. C. Number of nodules per plant. For (B and C), values represent mean! SD (n = 5). Within treatment, means labelled with dif-

ferent letters are statistically different at p < 0.05. D–R. Cytological analysis of the nodules elicited by ORS278 (D–F), ORS278-pDOA9* (G, H),

278-pDOA9ΩnodB (I–M) and 278-pDOA9ΩrhcN (N–R). Confocal microscopy images showing the bacterial colonization of normal nodules elicited by
ORS278 (F), 278-pDOA9ΩnodB (L, M) and 278-pDOA9ΩrhcN (Q, R), in green (bacteria taggedwithGFP), in blue (plant cell wall revealed by calcofluor).
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reactions which result in the blocking of the endosymbiont

proliferation and the nodule development.

Both nod and T3SS genes present on pDOA9 interfere

negatively in the establishment of the NF-independent

symbiosis

Since the injection of some rhizobial effectors has been

shown to provoke an hypersensitive response in some

legumes (Staehelin and Krishnan, 2015; Yasuda et al.,

2016), we hypothesized that the T3SS genes present on the

pDOA9 plasmid could be responsible for the symbiotic

impairment of the ORS278-pDOA9* strain. Another hypothe-

sis is that in the unusual context of the NF-independent

Aeschynomene species, the NF signal, whose backbone

corresponds to chitin, could be recognized as PAMPs

eliciting plant defence reactions, i.e. the nod genes present

on pDOA9 are the genetic determinants responsible for this

incompatibility. To test these two non-exclusive hypotheses,

we constructed two pDOA9 derivatives (pDOA9ΩnodB and

pDOA9ΩrhcN) in which either the synthesis of the NF genes

or the functioning of the T3SS machinery was altered. These

two plasmids were also successfully transferred into the

ORS278 strain (Fig. 1A–C) and the symbiotic properties of

the two corresponding transconjugants (278-pDOA9ΩnodB

and 278-pDOA9ΩrhcN) were tested on A. indica and

A. evenia plants. As shown in Fig. 2A–C and Supporting

Information Fig. S1A–C, we observed a partial rescue of the

symbiotic properties of these two transconjugant strains with

a higher recovery rate by the 278-pDOA9ΩrhcN strain.

Indeed, in both mutants, we observed the formation of a mix-

ture of nodules, some displaying the same symptoms of

necrosis or digestion of the central tissue, others resembling

WT-nodules that accumulate leghemoglobin (Fig. 2D–E, I–K,

and N–P and Supporting Information Fig. S1D–E, I–K, and

N–P). The proportion of these last types of nodules was

higher in plants inoculated with 278-pDOA9ΩrhcN correlated

with a higher level of nitrogen fixation and plant growth

(Fig. 2B and C and Supporting Information Fig. S1B and C).

Although the green fluorescent protein (GFP) signal was

very low, confocal analysis of the WT-like nodules elicited

by 278-pDOA9ΩrhcN and 278-pDOA9ΩnodB confirmed

that these nodules were occupied by GFP-bacteria thereby

excluding the possibility that the nodules were formed by the

ORS278 strain that had lost the pDOA9 plasmid (Fig. 2L, M,

Q, andR; Supporting Information Fig. S1 L,M, Q, andR).

Observations also done at early stage (4 and 8 dpi) on

A. indica showed that the 278-pDOA9ΩrhcN mutant almost

behaves as the WT strain (Supporting Information Fig. S2A–

D, M–P, Q–T, AC–AF), the only difference observed was the

presence of some localized necrotic areas detected on few

nodules at 8 dpi (Supporting Information Fig. S2 AD–AF). In

contrast, the nodules elicited by the 278-pDOA9ΩnodBwere

more drastically affected (Supporting Information Fig. S2I-L,

Y-AB), the bacteria proliferation inside the host cells at 4 dpi

was less important (Supporting Information Fig. S2L) and

large necrotic zones in more than a half of the nodules

observed could be detected at 8 dpi (Supporting Information

Figure S2AZ–AB).

Taken together, these data suggest that several genetic

determinants harboured by the pDOA9 plasmid hindered the

establishment of the chimeric ORS278-pDOA9* strain with

Nod-independent Aeschynomene species. Some T3SS

effector(s) translocated in the host cell are most probably the

main factor(s) blocking the intracellular bacteria proliferation

due to the elicitation of plant defence reactions, but more sur-

prisingly, the NFs synthetized by the transconjugant strain

was also able to negatively interfere in the symbiosis.

The transfer of pDOA9 into the ORS278 strain partially

confers the ability to nodulate some NF-dependent

legume species

We next addressed the question whether the transfer of

pDOA9 into the ORS278 strain could extend the host spec-

trum of the bacteria to species that require NF-signalling.

For this purpose, we tested the ability of the various

ORS278-pDOA9* chimeric strains in seven legume species

belonging to different clades that are normally nodulated by

the DOA9 strain (Table 1). The first unexpected result was

that theORS278-WT strain was able to induce the formation

of nodule-like structures in Stylosanthes hamata (Fig. 3E

andF). To the best of our knowledge, this is the first report of

a legume species outside the Aeschynomene group found

to be nodulated by this strain. However, cytological analysis

showed that these nodules did not have central infected tis-

sue, indicating that only the nodule organogenesis program

was activated during the interaction (Fig. 3F). Other chimeric

ORS278 strains (ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩrhcN and

278-pDOA9ΩnodB) were not able to proceed further in the

symbiotic process with S. hamata (Fig. 3A,B, and G–J). In

all cases, the number of nodules formed per plant was low

(around one or two nodules/plant) and no bacterial infection

and nitrogenase activity were detected (Fig. 3A and B).

The second unexpected result was that the transfer of

pDOA9 into ORS278 strain did not result in the formation

of nodules in the two NF-dependent Aeschynomene species

(A. afraspera and A. americana). The transconjugant be-

haved like the ORS278-WT strain, no plant response,

e.g. induction of bumps, was detected (Table 1). This result is

even more unexpected considering that ORS278-pDOA9*

was able to induce the formation of nodules or nodule-like

structures in two legumes species that are phylogenetically

distant (Crotalaria juncea and Macroptillium atrapurpureum)

(Table 1 andFig. 3K–AC). In these two cases, the triggering of

nodulation was definitely under the control of NFs because

the transconjugant 278-pDOA9ΩnodB was unable to induce

nodules (Table 1, Fig. 3K andT). It is to note that in the case of
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M. atropurpureum, the number of nodules formed by

ORS278-pDOA9* was very low (only one or two nodules

observed in a total of 10 plants) (Fig. 3T). However, in contrast

to C. juncea, the nodules elicited did have central infected tis-

sue, suggesting that in this case, the symbiotic process could

go further (Fig. 3T and AA). These nodules nevertheless

remained inefficient because no nitrogenase activity was

detected (Fig. 3U). Similar observations were made with the

transconjuguant 278-pDOA9ΩrhcN (Fig. 3T, U, andAC).

In the two other species tested (Arachis hypogea and

Vigna radiata), no effect of the transfer of the pDOA9 plas-

mid was observed, the transconjugant ORS278-pDOA9*

remained unable to form nodules like the ORS78-WT strain

(Table 1).

Taken together, these observations indicate that the

transfer of pDOA9 into ORS278 can positively interfere

with the symbiotic properties of the strain but in the seven

species tested, even if a gain was observed, it was only

partial, pointing to either lack of an important symbiotic

determinant or the presence of incompatible factor(s) in

the recipient strain.

The curing of pDOA9 in DOA9 strain does not confer the

ability to nodulate NF-independent Aeschynomene

species

Considering the negative impacts of the transfer of pDOA9

plasmid on the ability of ORS278 strain to develop a

NF-independent symbiosis, we wanted to see whether the

inability of theDOA9 strain to nodulateA. indica andA. evenia

species was due to conflicting factors present in pDOA9; in

other words, if the genetic toolkit for NF-independent symbio-

sis is present on the DOA9 chromosome, but it is masked by

the acquisition of the pDOA9 symbiotic plasmid that renders

the interaction incompatible. Using the suicide sacB gene

present on the pK18mob-sacB-Cefor vector integrated in

pDOA9*, we successfully cured the DOA9 strain (Fig. 1A–C).

As expected, the cured DOA9ΔpDOA9 strain lost its ability to

nodulate all the species nodulated by the WT-DOA9 strain

(Table 1), but at the same time, no nodules were formed in the

NF-independentAeschynomene species, suggesting that the

genetic program forNF-independent symbiosis ismost proba-

bly absent on theDOA9 chromosome.

Discussion

The horizontal transfer of the symbiotic-toolkit genes

harboured either on a plasmid or a genomic island is a major

driving force in the evolution of the rhizobium-legume symbio-

sis (Marchetti et al., 2010; Sullivan and Ronson, 1998). In this

study, we investigated the experimental case of a conjugal

transfer of a symbiotic plasmid containing nod and T3SS

genes between Bradyrhizobium strains, the recipient strain,

ORS278, which, in addition, displayed the original propertiesT
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to develop a NF-independent symbiosis with some Aeschy-

nomene species. Interestingly, a parallel can be drawn

between this artificial chimeric strain and the photosynthetic

Bradyrhizobium ORS285 strain which naturally acquired by

lateral transfer a symbiotic island containing nod and T3SS

genes, thus widening its host spectrum to some NF-

dependent species. We therefore originally expected that the

transfer of the pDOA9 plasmid from the DOA9 to the ORS278

strain would result in a transconjugant also displaying this dou-

ble symbiotic facets, but this was clearly not the case, as

discussed below.

We observed that this acquisition results in a chimeric strain

that has lost its ability to form functional nodules on

NF-independent Aeschynomene (the nodules formed were all

necrotic or senescent). The presence of several incompatible

determinants on the pDOA9 plasmid is clearly responsible for

the loss of the symbiotic performance of ORS278-pDOA9*.

Indeed, the mutation of the rhcN gene, which encodes an

ATPase that is indispensable for the functioning of the T3SS

injectisome, made it possible to partially restore the formation

of functional nodules, strongly suggesting that some T3SS

effectors activate an ETI when they are translocated in the

NF-independent Aeschynomene host cells. Most unexpect-

edly, the mutation of nodB also resulted in a partial gain in the

formation of efficient nodules, suggesting that the NFs them-

selves activate plant defence responses that prevent the intra-

cellular bacterial proliferation when they are perceived by the

NF-independent Aeschynomene. During the conventional

Fig. 3. Symbiotic properties of Bradyrhizobium ORS278 and DOA9 strains and their derivatives on Stylosanthes hamata (A–J), Crotalaria juncea

(K–S), and Macroptilium atropurpureum (T–AC). A, K, T. Number of nodules per plant at 21 days post inoculation (dpi). B, L, U. Acetylene-

reducing activity (ARA) in nodules. C–J, M–S, and V–AC. cytological analysis of the nodules. The scale bar in pictures C, E, G, M-P, R, V, X, Z,

and AB indicates 1 mm and in pictures D, F, H–J, Q, S, W, Y, AA and AC indicates 100 μm.
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rhizobium-legume interaction, many genes involved in plant

defence responses are strongly induced during the early

stages of infection but subsequently downregulated during the

nodule formation (Kouchi et al., 2004; Lohar et al., 2006). It has

been suggested that NFs actively suppress plant immunity

(Gourion et al., 2015; Limpens et al., 2003). However, the

application of NFs also results in the transient upregulation of

defence-related genes (Jardinaud et al., 2016). Considering

the ambivalent nature of NFs, i.e. a key symbiotic signal that

corresponds to a PAMP chitin oligosaccharide derivative, it is

possible that the dual effect of NFs result in their perception via

distinct LYSMRLK receptor complexes that can activate sym-

biosis and/or plant immune response. In the context of the NF-

independent Aeschynomene species, for which no LYK3

homologue (one of the two LysM receptor involved in NFs rec-

ognition) has been found expressed in roots and nodules

(Chaintreuilet al., 2016), we canassume thatNFsare only rec-

ognized asPAMPs.

The most troubling aspect is that nod genes and a T3SS

gene cluster that interfere negatively in the ability of

ORS278-pDOA9* to establish a NF-independent symbiosis

are also present on the symbiotic island of the ORS285

strain. The main difference between these two strains could

be the cortege of effector or symbiotic genes present in each

respective DNA region acquired horizontally but also the time

lag after acquisition. In this study, we are at ‘time-zero’ of the

acquisition for ORS278-pDOA9*, whereas the event most

probably occurred a long time ago in the ORS285 strain. In

the interim, one can assume that the ORS285 symbiotic

island has evolved, the selective pressure exerted by the host

plants and the successive rounds of interaction with them has

most probably shaped a compatible strain by inactivating

some incompatible determinants either by mutation, deletion

or by negative control of their expression. A tblastn search of

known bradyrhizobial T3SS effectors revealed an extremely

low number on the ORS285 genome with notably the

absence nopL, nopT and nopP effector genes encountered

in the different Bradyrhizobium strains containing a T3SS

including the DOA9 strain characterized to date (Fig. 4). The

incompatibility of ORS278-pDOA9* with NF-independent

Aeschynomene species could therefore result in the pres-

ence of one or in a combination of these effectors including

some additional effectors specifically found in pDOA9.

Concerning incompatibility due to NFs, we propose that

this also occurs with the ORS285 strain but that the strain

has evolved specific regulatory mechanisms to avoid NFs

synthesis during the interaction with NF-independent

Aeschynomene. Indeed, when the synthesis of NFs is forced

by adding inducible flavonoids in the plant medium culture,

this also negatively interferes with the establishment of the

NF-independent symbiosis (Nouwen et al., 2016). Further-

more, it has been shown that the flavonoid compositions of

root exudates differs markedly in NF-dependent and NF-

independent species and that only the exudates from the

NF-dependent species induce Bradyrhizobium ORS285

nod genes (Nouwen et al., 2016). It is therefore tempting to

suggest that during evolution of the ORS285 strain, a master

regulator NodD, specifically activated by flavonoids of NF-

dependentAeschynomene species, has been selected.

The transfer of pDOA9 plasmid into ORS278 did not

enhance the ability of the transconjugant ORS278-pDOA9*

to nodulate NF-dependent Aeschynomene. This result was

also unexpected considering that the DOA9-WT strain is able

to nodulate these Aecshynomene species, suggesting that

the strain produces the appropriate NFs able to activate the

symbiotic program in these species (Teamtisong et al.,

2014). Two non-exclusive hypotheses can be proposed

(i) pDOA9 does not harbour all the symbiotic determinants

needed for the establishment of the symbiosis and (ii) the

recipient strain (ORS278) also includes determinants that are

incompatible with NF-dependent Aeschynomene. The first

assumption does not apply, at least not to the NF symbiotic

signal, given that the ORS278-pDOA9* strain is able to initi-

ate the formation of nodules in some distant NF-dependent

legumes species (M. artropurpureum andC. juncea) and that

the mutation of nodB blocks this capacity. This suggests that

Fig. 4. Diversity of putative type III effectome in seven Bradyrhizobium strains. The putative effectors in ORS285 strain were predicted by tblastn
search of the genome for known effectors (Nops) identified in rhizobia (Kimbrel et al., 2013; Staehelin and Krishnan, 2015). The putative

effectome of USDA6; USDA110; USDA122; USDA123; USDA124 were already predicted by Kimbrel et al. (2013) and the one of DOA9 by

Songwattana et al. (2017). The number of homologous nop genes identified in each strain genome is indicated by circles. The genes were con-

sidered as nop homologues when the percentage of identity was at least 40% over 80% of the length of the protein sequence.
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all the determinants needed for NF synthesis are harboured

by the plasmid, in agreement with genome sequence analy-

sis. On the other hand, we cannot exclude the possibility that

other symbiotic signals, such as EPS/LPS or KPS, may be

essential for the infection process during the interaction of

DOA9 with NF-dependent Aeschynomene species and that

the corresponding genes are harboured by the chromosome

rather than by the plasmid. The second hypothesis can be

also challenged if we consider that the ORS285 strain, which

perfectly nodulates NF-dependent Aeschynomene, is also a

photosynthetic bradyrhizobia. However, although both these

strains belong to the same monophyletic group, they are not

so close and most probably correspond to two distinct gen-

ospecies (Willems et al., 2000 and 2001), each likely to have

its own panel of PAMPS that can compromise the interaction.

Furthermore, as argued earlier, ORS285 could have evolved

since the acquisition of its symbiotic island by inactivating

specific incompatible determinants not only on the symbiotic

island but also on the chromosome.

To further advance our understanding of what limits the

interaction of ORS278-pDOA9* with NF-dependent Aeschy-

nomene, it would be interesting to test a Tn5 mutant library of

the chimeric strain on plants, this test would be facilitated by

the fact that it would be a positive screen, as only the mutant

affected in the factor responsible of the incompatibility would

be likely to form a nodule. However, this approach would

have its limitation if several rather than one factor render the

symbiosis incompatible. In this case, the ‘experimental evolu-

tion’ approaches used by Marchetti et al. (2010) to evolve a

plant pathogen into a legume symbiont after transferring a

symbiotic plasmid would be an interesting alternative. At the

same time, to be sure that all the key determinants needed

for the symbiosis are present on pDOA9, we are currently

testing its transfer into another Bradyrhizobium, the strain

sp. S23321, which is phylogenetically close to B. diazo-

efficiens USDA110, but which is a non-nodulating strain due

to the lack of the acquisition of a symbiotic island. Studying

different chimeric bacteria with different chromosomal back-

grounds that have at some point received the same

symbiotic-toolkit genes by testing their symbiotic properties

on a diversity of host plants would be an alternative way to

identify the mechanisms constraining the interaction or shap-

ing it into amutualistic symbiosis.

Experimental procedures

Bacterial strains and culture conditions

Supporting Information Table S2 lists the bacterial strains

used in this study. Bradyrhizobium sp. strains ORS278 and

DOA9 were grown in yeast extract-mannitol (YEM) medium

(Callow and vincent, 1971) at 28"C on a rotary shaker at

180 rpm. Escherichia coli strains were cultured at 37"C in LB

medium (Sambrook et al., 2001). When required, the media

were supplemented with the appropriate antibiotics at the fol-

lowing concentrations: 200 μg ml−1 spectinomycin (Sp),

50 μg ml−1 kanamycin (Km), 20 μg ml−1 nalidixic acid (Nal),

and 20 μgml−1 cefotaxime (Cefo).

Construction of derivative pDOA9 plasmids

To enable the selection of a chimeric ORS278 strain

harbouring the pDOA9 plasmid, we first incorporated the

non-replicative plasmid pK18mob-sacB carrying the Cefo

resistance gene (pK18mob-sacB-Cefor) into an intergenic

region of pDOA9 (between BRADOA9_v1_p0807 and

BRADOA9_v1_p0808 genes) resulting in the plasmid anno-

tated pDOA9*. For this purpose, the npt2-Cefo containing

region from pVO155-npt2-Cefor plasmid (Okazaki et al.,

2016) was isolated after HindIII digestion and subsequently

cloned into the HindIII site present in pK18mob-sacB

resulting in pK18mob-sacB-Cefor. The intergenic region of

pDOA9 was then amplified by PCR using the primers: Inter.

DOA9p.f (50-CAGAAGGATCCCTCGAAGGCATCGCTGCC

CAAAC-03) and Inter.DOA9p.r (50 AGAGGGTCGACCTTGA

CAGGGCCGGGTTGATAC-03). The PCR product (450 bp)

was then ligated into pK18mob-sacB-Cefor at the BamHI and

SalI restriction sites.

For the mutation of nodB (chitin deacetylase) and rhcN

(ATPase of T3SS) present in pDOA9, an internal fragment

(287 bp) of nodB and (263 bp) of rhcNwere amplified by PCR

using the following primers: nodB.D9p.int.f (50-TGACTCG

TCGACGACGCCGCACCTCTTGGATGTTTTAG-03), nodB.

D9p.int.r (50-GTTCCGTCTAGAGCCCATAGGGCGCACGT

ATATG-03), RhcN.D9p.int.f (50-CATCTCGTCGACTCGCAG

CAAAGGATGTCGATAC-03) and RhcN.D9p.int.r (50-GAGCA

GTCTAGACCCGACTGACACTTCCTGCATG-03). The PCR

products were then ligated into the plasmid pVO155-npt2-

Cefo-npt2-gfp (Okazaki et al., 2016) at the Xbal and SalI

restriction sites.

All resulting plasmids were electroporated (15 kv cm−1,

100 Ω, and 25mF) intoE. coliS17-1 and then transferred into

the Bradyrhizobium sp. strain DOA9 by bi-parental mating,

using the protocol described by Giraud et al. (2010). The

recombinant strains were selected on YEM medium sup-

plemented with a mixture of Cefo and Nal antibiotics. The

mutant strains obtained were annotated as DOA9-pDOA9*,

DOA9-pDOA9ΩnodB andDOA9-pDOA9ΩrhcN.

Transfer of pDOA9 derivatives into ORS278

The pDOA9 derivatives constructed were transferred into

Bradyrhizobium sp. ORS278 using the conjugation method.

To enable selection of ORS278 transconjugants containing

the various pDOA9 derivatives as recipient strain, we used a

spontaneous spectinomycin resistant mutant of ORS278

(ORS278-spr) whose ability to form functional nodules on

A. indica had previously been shown to remain unaffected
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(Giraud, pers. comm.). The plasmid was transferred using tri-

parental mating by mixing suspensions of donor cells

(DOA9-pDOA9*, DOA9-pDOA9ΩnodB, or DOA9-pDOA9Ωr

hcN): recipient ORS278-spr: helper (E. coli PRK2013) at a

ratio of 3:3:1 respectively. Briefly, the bacterial strains were

cultured on LB or YEMmedia as mentioned above. The bac-

terial cells were then harvested by centrifugation and washed

with the YEM or LB medium. The mixed cell solutions were

centrifuged at 4000 rpm at 4"C for 15 min and resuspended

with 150 μl of YEM broth, and then dropped on YEM agar

and incubated at 30"C for 3 days. The ORS278 tran-

sconjugants were selected on YEM medium containing

a mixture of three antibiotics (Sp, Km, Cefo and Nal).

The ORS278 transconjugants obtained named (ORS278-

pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB and 278-pDOA9ΩrhcN) were

checked by PCR using 10 pairs of specific primers for genes

located on pDOA9 (Supporting Information Table S3) and

one pair of primer for a photosynthetic gene (bchl) specifically

found on theORS278 chromosome and confirmed by PFGE.

Curing plasmid from DOA9 strain

To select a DOA9 strain in which the pDOA9 plasmid was

cured, we took advantage of the sacB selectable marker

gene introduced into pDOA9*. Briefly, the DOA9-pDOA9*

strain was cultured for 5 days at 28"C and then washed with

YEM medium. The bacterial suspension was diluted 10 to

1000-fold and spread on YEM supplemented with 10%

sucrose. The colonies grown on the medium were re-

streaked on new plates and checked by PCR as previously

described but also including primers specific to a gene

located on DOA9 chromosome as positive control (nifV,

Supporting Information Table S3). The cured strain named

DOA9ΔpDOA9 was negative for the PCR 1–10 but positive

for the PCRof nifV gene.

Pulsed-field gel electrophoresis

Bacterial cultures of DOA9, DOA9ΔpDOA9, ORS278,

ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB and 278-pDOA9Ωr

hcN were cultured in HM medium (Cole and Elkan, 1973) for

7 days at 28"C. DNA plugs for PFGE were prepared using

contour-clamped homogeneous electric field (CHEF) Geno-

mic DNA Plug Kits (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA) as follows, bacterial cells were collected by centrifuga-

tion at 4000 rpm at 4"C for 15 min, washed twice with 0.85%

NaCl, and resuspended with cell suspension buffer to obtain

an OD 600 of 5. The cell suspension (0.5 ml) was thoroughly

mixedwith 0.5ml of 2%CleanCut agarose (Bio-Rad Laborato-

ries) before being transferred into plug moulds. Plugs were

solidified at 4"C for 30 min then treated with lysozyme buffer

(10 mM Tris, pH 7.2, 50 mM NaCl, 0.2% sodium

deoxycholate, 0.5% sodium lauryl sarcosine, 1 mg/ml lyso-

zyme) at 37"C for 4 h and with Proteinase K Reaction Buffer

(100 mM EDTA, pH 8.0, 0.2% sodium deoxycholate, 1%

sodium lauryl sarcosine, 1 mg/ml Proteinase K) at 50"C over-

night. Plugs were washed with wash buffer (20 mM Tris,

pH 8.0, 50 mM EDTA) for 30 min at room temperature under

gentle agitation. Genomic DNA plugs were separated on 1%

Certified Megabase Agarose (Bio-Rad Laboratories) in TAE

buffer. CHEFelectrophoresis was conducted at 14"C in a tem-

perature controlled cooling unit using the auto-algorithmmode

in the CHEF Mapper gel electrophoresis system (Bio-Rad

Laboratories). The gel was stained with ViSafe Red Gel Stain

(Vivantis Technologies, USA) for 15 min and then observed

underUV illumination (ChemiDoc™XRSsystem; Bio-Rad).

Evaluation of plasmid stability

The bacterial strains (ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB

and 278-pDOA9ΩrhcN) were cultured in YEM medium for

1 week with no antibiotic selection. The bacterial cells were

harvested and washed with YEM medium. A 10-fold dilution

series of the bacterial suspension was then performed and

spread on YEM agar with no antibiotic selection. From these

plates, 200 colonies each were transferred onto selective

(YEM with 20 μg ml−1 Cefo) and non-selective plates to

determine the frequency of plasmid loss based on the per-

centage of cefotaxime-sensitive colonies. Additionally, 100

colonies each were randomly checked by PCR using the

primers repA.D9p.f and repA.D9p.r (Supporting Information

Table S3) that are specific to the pDOA9 plasmid.

Plant nodulation and symbiosis analysis

The plants tested in this study are listed in the Supporting

Information Table S4. Aeschynomene and other legume

seeds were sterilized and germinated as described in the

studies by Bonaldi et al. (2011) and Teamtisong et al. (2014).

The germinated Aeschynomene seeds were transplanted

into test tubes containing BNM medium (Ehrhardt et al.,

1992) and covered with aluminium foil. Seeds of the other

legumes were sown in Leonard jars filled with sterilized ver-

miculite (Somasegaran and Hoben, 1994) and watered with

BNM medium. The plantlets were grown under the following

controlled environmental conditions: 28"C with a 16-h light

and 8-h dark regime at light intensities of 300 μmol m2S−1

and 70% humidity. Seven days after planting, each seedling

was inoculated with 1 ml of a 5-day-old inoculum after wash-

ing and adjusting the optical density at 600 nm to 1 (approxi-

mately 109 cells mL−1). Twenty-one days after inoculation

(dpi), the plantlets were observed and the number of nodules

and plant nitrogenase activity were assessed using the acety-

lene reduction assay (ARA) (Somasegaran and Hoben,

1994). The experiment was carried out in duplicate using five

plants per condition.
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Cytological analysis of nodules

Fresh nodules were observed under a Leica Microsystems

10447197 EZ4 Stereo Microscope (Leica Nanterre, France).

Sections (40–50 μm thick) of fresh nodules were prepared

using aVT1000Svibratome (LeicaNanterre, France), and then

observed under a compound microscope (Carl Zeiss, Ger-

many). Confocal images were observed with a Nikon A1Rsi

inverted confocal microscope (Nikon, USA). Nodule sections

were stained for 20 min with 0.01% calcofluor to stain the plant

cell wall (Haag et al., 2011). Calcofluor was excited at 405 nm

and detected with a 460–500 nm emission filter. The GFP illu-

mination of 278-pDOA9ΩnodB and 278-pDOA9ΩrhcN strains

were detected after excitation with the 488 nm laser line and

emission signalswere collected at 490–522 nm.AsaWT refer-

ence, we used a tagged strain containing the pVO155-npt2-gfp

plasmid inserted in the BRADO5083 gene, which encodes a

protein of unknown function. Previous studies did not reveal

any particular symbiotic defect due to the plasmid insertion.

The images were reconstructed with the NIS-Elements soft-

ware (Nikon), and imageswere coloured and prepared for pub-

licationwithAdobePhotoshop.

For observation of early times (4 and 8 dpi), the nodule sec-

tions were incubated for 15 min in live/dead staining solution

(5 μM SYTO 9 and 30 μM propidium iodide in 50 mM Tris

pH 7.0 buffer; Live/Dead BacLight, Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA) before calcofluor staining. For SYTO 9 and propidium

iodide, an excitation wavelength of 488 and 555 nm was

used with emission signal collection at 490–522 nm and

555–700 nm respectively.

Statistical analysis

The experimental data were subjected to analysis of vari-

ance (ANOVA). When a statistically significant value was

confirmed in the F-test (p < 0.05), a post hoc test

(Duncan’s multiple-range test at p < 0.05) was used for

multiple comparison (Duncan, 1955) using the SPSS1

software for WINDOWSTM, Version 14.0.
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Fig. S1. Symbiotic properties of Bradyrhizobium sp. ORS278

and its chimeric derivatives (ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9Ω

nodB and 278-pDOA9ΩrhcN) onA. evenia.

(A) Comparison of the growth of the plants (aerial part) at

21 days post-inoculation (dpi). (B) Acetylene-reducing activ-

ity (ARA) in A. evenia nodules. (C) Number of nodules per

plant. For (B and C), values represent mean ! SD (n = 5).
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Within treatment, means labelled with different letters are

statistically different at p < 0.05. Cytological analysis of the

nodules elicited by ORS278 (D-F), ORS278-pDOA9* (G, H),

278-pDOA9ΩnodB (I-M) and 278-pDOA9ΩrhcN (N- R). Con-

focal microscopy images showing the bacterial colonization

of normal nodules elicited by ORS278 (F), 278-pDOA9Ω

nodB (L, M) and 278-pDOA9ΩrhcN (Q, R), in green (bacte-

ria tagged with GFP), in blue (plant cell wall revealed by

calcofluor).

Fig. S2. Early times (4 and 8dpi) of the interaction of

Bradyrhizobium sp. ORS278 and its chimeric derivatives

(ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB and 278-pDOA9Ω

rhcN) on A. indica. Cytological analysis by light and confocal

microscopy of the root and nodules elicited at 4 and 8dpi by

ORS278 (A-D and Q-T), ORS278-pDOA9* (E-H, U-X),

278-pDOA9ΩnodB (I-L and Y-AB) and 278-pDOA9ΩrhcN (M-

P, AC-AF). The confocal microscopy images were obtained

after staining of nodule sections with Syto9 (green; live bacte-

ria), calcofluor (blue; plant cell wall), and propidium iodide (red;

bacteria or bacteria with compromisedmembranes).

Dead cell of undifferentiated bacteria (rod shape) are indi-

cated by arrows in picture X.

© 2019 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd., Environmental Microbiology
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Table S1 : Main features and symbiotic properties of the different Bradyrhizobium strains 

pointed out in this study 

 

Strains 
Bacterial 

characteristics 

 Symbiosis characteristics
a
  

NF-independent 

Aeschynomene 

 NF-dependent 

Aeschynomene 
  

A. indica A. evenia 

 

A. americana A. afraspera 

Glycine max 

cv. 

Williams 

Reference 

Bradyrhizobium sp. 

ORS278 

· Photosyntheti

c bacteria 

· Absence of 

nod genes 

Fix++ Fix++ 

 

Nod- Nod- Nod- 
Giraud et al., 

2007 

Bradyrhizobium sp. 

ORS285 

· Photosyntheti

c bacteria 

· Strain with 

nod and T3SS 

genes on the 

chromosome 

Fix++ Fix++ 

 

Nod- Fix++ Fix+ 

Bonaldi et al., 

2011; Giraud 

et al., 2013 

Bradyrhizobium sp. 

DOA9 

· Non- 

photosyntheti

c bacteria 

· Strain with 

nod and T3SS 

genes on a 

symbiotic 

plasmid 

Nod- Nod- 

 

Fix++ Fix++ Nod- 

Songwattana 

et al., 2017; 

Teamtisong et 

al., 2014 

Bradyrhizobium sp. 

USDA110 

· Non- 

photosyntheti

c bacteria 

· Strain with 

nod and T3SS 

genes on the 

chromosome 

Nod- Nod- 

 

Fix+ Fix+ Fix++ 
Chaintreuil et 

al., 2013 

 
a 
Symbiosis characteristics indicate (Nod- : no nodule forming; ; Fix-: nodules with no 

nitrogenase activity, Fix+ and Fix++: nodules with a low or a high nitrogenase activity) 

 

 

 

 



Table S2. Bacterial strains and plasmids used in this study 

 

 

 

 

 

    Strains                                        Relevant characteristics                                               Source or references 

Bradyrhizobium sp. DOA9 Non-photosynthetic strain, isolated from paddy field 

using A. americana as trap legume, Nod-dependent 

strain 

(Noisangiam et al., 2012) 

DOA9-pDOA9* Bradyrhizobium sp. DOA9 obtained by integration 

of  pK18mob-sacB-Cefo
r 
Km

r 

This study 

DOA9-pDOA9ΩnodB nodB mutant  of DOA9 strain obtained by 

integration of pVO155-npt2-Cefo
r
- npt2-gfp; Cefo

r
 

Km
r 

This study 

DOA9-pDOA9ΩrhcN rhcN mutant  of DOA9 strain obtained by 

integration of pVO155-npt2-Cefo
r
- npt2-gfp; Cefo

r
 

Km
r 

This study 

DOA9ΔpDOA9 Curing of pDOA9 plasmid in DOA9 This study 

Bradyrhizobium sp. ORS278 Photosynthetic Bradyrhizobium nodulating   

Aeschynomene, Nod-independent strain 

(Giraud et al., 2007)  

ORS278-pDOA9* 

 

Bradyrhizobium sp. ORS278 (sp
r
) containing 

pDOA9 plasmid (pDOA9-pK18mob-sacB-cefo
r
), 

Sp
r
 Km

r 
Cefo

r 

This study 

278-pDOA9ΩnodB Bradyrhizobium sp. ORS278 (sp
r
) containing  

pDOA9ΩnodB plasmid, Sp
r
  Km

r
 Cefo

r
 

This study 

278-pDOA9ΩrhcN 

 

Bradyrhizobium sp. ORS278 (sp
r
) containing  

pDOA9ΩrhcN plasmid, Sp
r
  Km

r
 Cefo

r
 

This study 

E. coli PRK2013 Helper plasmid; mob+, tra+, Km
r
 (Figurski and Helinski, 1979)  

E. coli S17-1 hsdR pro thi hsdM
+
 regA RP4-2 2-TC::Mu-

Km::Tn7Sm
r
 λpir 

(Simon et al., 1983) 

   Plasmid                                       Relevant characteristics                                             Source or references 

pVO155-npt2-Cefo
r
- npt2-gfp pUC119-derived suicide vector with gusA gene, 

GFP and Cefo
r
 cassette, Km

R
 Cefo

r 

(Okazaki et al., 2016) 

 

pK18mob-sacB-Cefo
r
 Non repetitive plasmid, sacB, Cefo

r
 Km

r
    This study 



Table S3. Primers used in this study for bacterial verification 

 

Genome 

target 

Primer name Sequence (‘5 →3’) Target 

genes 

Position  Product 

size (bp) 

DOA9 

chromosome  nifV.D9c.f GATCGACGTCACCGTTTCCC 

 

nifV  

6,495,509-

6,495,996 

488 

(cDOA9) 
nifV.D9c.r TGACGATCTCGGTCTTGCG 

   

DOA9 

plasmid 
moeB.D9p.f 

GAGCCGTCCTTCAGCAATTA 

moeB 3,401-

3,759 

359 

(pDOA9) moeB.D9p.r GCGACTTCTCAGACCATCATAC 
   

 
repA.D9p.f 

AAGAGAACGGCACCTTGTATG 

repA 73,170-

73,539 

370 

 repA.D9p.r TCCGAGGTCATCAGGAGAAA 
   

 
trbG.D9p.f 

CGTGTGTCACTTGAGACCAA 

trbG 254,228-

254,578 

350 

 trbG.D9p.r GAAGGCGCGATAATTGAGGA 
   

 

nodB.D9p.f GGCCTGCCGAGCGTCCATCTAAC 

nodB 365,175-

365,656 

482 

 
nodB.D9p.r GGTGGACAGCCGTCGTGCAATAG 

   

 

nodA.D9p.f GGCGTTCAATGCAAGACC 

nodA 397,266-

397,131 

136 

 
nodA.D9p.r GCGTACAATCCGAGTTCAG 

   

 

nifD.D9p.f GAGCCGAACGACCAACCA 

nifD 454,195-

454,920 

726 

 
nifD.D9p.r GCGTCGCCGCCGATATTGTAG 

   

 
hupK.D9p.f 

CGCAACGAGATCGACATCA 

hupK 541,507-

541,860 

354 

 hupK.D9p.r GGTAGTCGCCTGCATCATT 
   

 

nodD2.D9p.f CGCAAGCTGACATTTGAGAA 

nodD2 633,492-

633,713 

222 

 
nodD2.D9p.r TGTCTTTGCGAAATGCTTTG 

   

 

rhcN.D9p.f GCAACAATCAGGCCATAATCAAG 

rhcN 684,370-

685,044 

675 

 
rhcN.D9p.r AGGGCATCTCCAATATGACGTTC 

   

 
GAJ38051.D9p.f 

GCTCATGGGTGGGTTGAATA 

GAJ38051 731,822-

731,592 

231 

 GAJ38051.D9p.r TCCTGATTGGAACGGTTAAGG 
   

ORS278 

chromosome 

BchL.ORS278.f TCGTCTACCAGGGCTACAA BchL 1,760,661-

1,760,907 

247 

 BchL.ORS278.r GCGAAGATCGAGTCGAAATCA    



Table S4. Plants tested in this study 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tribes Plants tested Source or references 

Genistioid Crotalaria juncea Nakhon Ratchasima, Thailand 

Derbergioid Aeschynomene americana 

Aeschynomene afraspera  

Aeschynomene indica  

Aeschynomene evenia  

Arachis hypogaea cv. Thai Nan 

Stylosanthes hamata 

Nakhon Ratchasima, Thailand 

LSTM, IRD, France 

LSTM, IRD, France 

LSTM, IRD, France 

Nakhon Ratchasima, Thailand 

Nakhon Ratchasima, Thailand 

Millettioid Macroptilium atropurpureum 

Vigna radiata cv. SUT4 

Nakhon Ratchasima, Thailand 

Nakhon Ratchasima, Thailand 



 

 

Figure S1. Symbiotic properties of Bradyrhizobium sp. ORS278 and its chimeric derivatives 

(ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB and 278-pDOA9ΩrhcN) on A. evenia. 

(A) Comparison of the growth of the plants (aerial part) at 21 days post-inoculation (dpi). (B) 

Acetylene-reducing activity (ARA) in A. evenia nodules. (C) Number of nodules per plant. For 

(B and C), values represent mean ± SD (n = 5). Within treatment, means labeled with different 

letters are statistically different at p < 0.05. Cytological analysis of the nodules elicited by 

ORS278 (D-F), ORS278-pDOA9* (G, H), 278-pDOA9ΩnodB (I-M) and 278-pDOA9ΩrhcN (N- 

R). Confocal microscopy images showing the bacterial colonization of normal nodules elicited 

by ORS278 (F), 278-pDOA9ΩnodB (L, M) and 278-pDOA9ΩrhcN (Q, R), in green (bacteria 

tagged with GFP), in blue (plant cell wall revealed by calcofluor). 

 



 



Figure S2. Early times (4 and 8dpi) of the interaction of Bradyrhizobium sp. ORS278 and its 

chimeric derivatives (ORS278-pDOA9*, 278-pDOA9ΩnodB and 278-pDOA9ΩrhcN) on A. 

indica. Cytological analysis by light and confocal microscopy of the root and nodules elicited at 

4 and 8dpi by ORS278 (A-D and Q-T), ORS278-pDOA9* (E-H, U-X), 278-pDOA9ΩnodB (I-L 

and Y-AB) and 278-pDOA9ΩrhcN (M-P, AC-AF). The confocal microscopy images were 

obtained after staining of nodule sections with Syto9 (green; live bacteria), calcofluor (blue; 

plant cell wall), and propidium iodide (red; bacteria or bacteria with compromised membranes).  

Dead cell of undifferentiated bacteria (rod shape) are indicated by arrows in picture X.  

 

 



 



Complete Genome Sequence of
Bradyrhizobium sp. ORS285, a
Photosynthetic Strain Able To Establish
Nod Factor-Dependent or Nod Factor-
Independent Symbiosis with
Aeschynomene Legumes

Djamel Gully,a Albin Teulet,a Nicolas Busset,a Nico Nouwen,a Joël Fardoux,a

Zoe Rouy,b David Vallenet,b Stéphane Cruveiller,b Eric Girauda
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International de Baillarguet, TA A-82/J, Montpellier, Francea; Commissariat à l’Energie Atomique, Direction des
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ABSTRACT Here, we report the complete genome sequence of Bradyrhizobium sp.

strain ORS285, which is able to nodulate Aeschynomene legumes using two distinct

strategies that differ in the requirement of Nod factors. The genome sequence infor-

mation of this strain will help understanding of the different mechanisms of interac-

tion of rhizobia with legumes.

T
he photosynthetic Bradyrhizobium sp. strain ORS285 is able to induce the formation

of nitrogen-fixing nodules on the root and stem of some aquatic tropical legumes

of the Aeschynomene genus (1). In contrast to the previously sequenced photosynthetic

Bradyrhizobium strains (BTAi1 and ORS278) (2), this strain does contain the canonical

nodABC genes required for the synthesis of Nod factors (NF) and displays a broader host

range (3). Depending on the host plant, two symbiotic processes can be distinguished:

a classical one involving NF perception, and an alternative one which is NF independent

and for which the symbiotic signal molecules remain to be disclosed (2, 4). Bradyrhi-

zobium sp. ORS285 is therefore an interesting model strain in comparative studies of

these two distinct symbiotic mechanisms (4).

A draft genome sequence of the ORS285 strain has been previously obtained using

454-pyrosequencing technology, but the presence of a high number of transposase

genes and repetitive DNA sequences resulted in a fragmented genome (301 contigs)

which made analysis of the regions containing symbiotic genes difficult (5).

In this study, we have obtained the complete genome sequence of Bradyrhizobium

sp. strain ORS285 using the Pacific BioSciences (PacBio) sequencing technology.

Genomic DNA libraries were prepared using the Pacific Biosciences 20-kb library

preparation protocol. A total of 60,640 polymerase reads with a mean read length of

14,753 bp were generated, which led to a total of 894.59 Mb, with an average coverage

of 114-fold. De novo assembly of the read sequences was performed using continuous

long reads according to the Hierarchical Genome Assembly Process (HGAP) version 3

workflow (DevNet; Pacific Biosciences) as available in the SMRT Analysis software

version 2.3.0. The circularization of contigs was performed with Minimus2 software

(Amos package). The sequence was polished sequentially with RS_Resequencing.1

software (SMRT Analysis version version 2.3.0) and Pilon software (version 1.21) using

available transcriptomic data (HiSeq 2000; Illumina).
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The genome of Bradyrhizobium sp. ORS285 comprises one circular chromosome of

7,797,098 nucleotides, with an average G1C content of 65.19%. Annotation of the

Bradyrhizobium sp. ORS285 genome was performed using the MicroScope platform (6)

and subsequently verified manually. A total of 6,983 coding sequences (CDSs) and 51

tRNAs were predicted. In contrast to the genomes of ORS278 and BTAi1, a clear

symbiotic island of 262 kb was identified. To our knowledge, this is the smallest

symbiotic island described for a Bradyrhizobium strain. It contains nod genes, a type III

secretion system (T3SS) gene cluster, genes involved in tricarboxylic acid transport, and

numerous transposase elements. Remarkably, the nif genes are not located in the

symbiotic island but are located in a different region of the genome. Comparing the

complete genome sequence of Bradyrhizobium sp. ORS285 with other bradyrhizobial

genomes will facilitate the identification of the symbiotic genes governing the NF-

dependent and NF-independent processes.

Accession number(s). This genome sequence has been deposited in ENA/GenBank/

DDBJ under the accession no. LT859959.
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ABSTRACT Here, we report the complete genome sequence of Bradyrhizobium sp.

strain ORS3257, which forms efficient symbioses with cowpea, peanut, or groundnut.

These genomic data will be useful to identify genes associated with symbiotic per-

formance and host compatibility on several legumes, including Aeschynomene spe-

cies, with which a Nod-independent type III secretion system (T3SS)-dependent sym-

biosis can be established.

B
radyrhizobium sp. strain ORS3257 was isolated from a root nodule of Vigna unguic-

ulata collected in Bambey, Senegal, in 1999 (1). Being an efficient nitrogen-fixing

symbiont on various Vigna unguiculata cultivars and a good competitor for nodule

occupancy (2, 3), ORS3257 develops efficient symbioses on other tropical legumes of

agronomical importance (peanut and groundnut). In addition, this strain can nodulate

some Aeschynomene species using an alternative symbiotic process that does not rely

on Nod factor synthesis but on a functional type III secretion system (T3SS) (4).

Considering its agronomic relevance and its original symbiotic properties, ORS3257,

which might be related to the recently described species Bradyrhizobium vignae (5), is

an interesting strain to investigate at the genomic level.

In this study, we have obtained the complete genome sequence of Bradyrhizobium

sp. strain ORS3257 using the Pacific Biosciences (PacBio) sequencing technology.

ORS3257 was grown in liquid yeast malt (YM) medium (6), and genomic DNA was

extracted as described by Wilson (7). Libraries were prepared using the Pacific Biosci-

ences 20-kb library preparation protocol. A total of 89,698 polymerase reads with a

mean read length of 14,225 bp were generated, which led to a total of 1,277 Mb, with

an average coverage of 85-fold. De novo assembly of the read sequences was per-

formed using continuous long reads according to the Hierarchical Genome Assembly

Process (HGAP) version 3 workflow (DevNet; Pacific Biosciences), as available in the

SMRT Analysis software version 2.3.0. Circularization of contigs was performed using

the Minimus2 software (Amos package) (8). The sequence was polished sequentially

with the RS_Resequencing.1 software (SMRT Analysis version 2.3.0) and Pilon software

(version 1.21) (9) using available transcriptomic data (HiSeq 2000; Illumina) that

mapped to all predicted coding sequences with a median coverage of 1453. This

enabled the correction of 2 nucleotides only, demonstrating the high quality of the

assembled genome sequence reported.

The genome of ORS3257 comprises one circular chromosome of 8,156,021 nucleo-

tides, with a GC content of 63.34%. A total of 8,271 coding sequences and 99 RNA
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genes were predicted using the MicroScope platform (10). A symbiotic island of 730 kb

containing nod, nif, and T3SS genes can be distinguished. Most of the nod genes are

clustered in a main region comprising the 3 regulator-encoding genes nodD1, nodD2,

and nolA in one direction and nodY, nodA, nodB, nodC, nodS, nodU, nodI, nodJ, and nodZ

in the opposite direction. The T3SS gene cluster contains all the genes required for the

formation of a functional T3SS apparatus (11). Notably, this includes the nopX

translocon-encoding gene, which is required for injection of effector proteins into host

cell and which is not found in several Bradyrhizobium strains, including USDA110.

Furthermore, 11 rhizobial T3SS effector homologs were found (nopC, nopM1, nopM2,

nopM3, nopL, nopT, nopP1, nopP2, nopAC, nopAR, and nopBW), all spread within the

symbiotic island.

The genomic sequence data reported here will be useful for identifying the effectors

governing the establishment of the Nod-independent T3SS-dependent symbiotic pro-

cess with some Aeschynomene species and the genes that are important for host

compatibility and performance of the Bradyrhizobium ORS3257 strain to interact effi-

ciently with several tropical legumes of agronomic importance.

Data availability. This genome sequence has been deposited in DDBJ/ENA/

GenBank under the accession no. LS398110. The PacBio and HiSeq raw sequence reads

used in this study are available from GenBank under the accession no. PRJNA507707 and

PRJNA507934, respectively.
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1. La symbiose FN-indépendante T3SS-dépendante : un processus complexe 

impliquant un cocktail subtil de divers effecteurs 

L’étude de l’interaction symbiotique FN-dépendante sur les légumineuses modèles a 

contribué de manière considérable à la compréhension de la mise en place de la symbiose fixatrice 

d’azote. Les bases moléculaires du déclenchement de cette nodulation reposent principalement sur 

la reconnaissance, par des récepteurs de la plante, d’un unique signal synthétisé par la bactérie, les 

facteurs Nod. Cette reconnaissance spécifique est à la base du déclenchement des processus 

moléculaires et physiologiques indispensables à l’organogenèse nodulaire, à l’infection des nodules 

ainsi qu’à la répression du système immunitaire de la plante hôte, nécessaire à l’acceptation du 

symbiote.  

Ce travail de thèse a permis de mettre en évidence qu’à la différence du processus 

symbiotique FN-dépendant, l’interaction symbiotique FN-indépendante T3SS-dépendante ne repose 

pas sur un unique signal comparable à la reconnaissance des FN. En effet, il requiert la sécrétion d’un 

cocktail d’effecteurs qui, séparément, orchestrent le déclenchement des différents processus 

moléculaires nécessaires à l’établissement de la nodulation. Nous avons ainsi démontré que la mise 

en place de la symbiose ORS3257/A. indica implique au moins cinq effecteurs. Les deux effecteurs 

NopT et NopAB ont été identifiés comme jouant un rôle majeur dans l’infection des nodules, alors 

que NopM1 et NopP1 jouent probablement un rôle dans la répression des mécanismes des défenses 

de la plante assurant ainsi une infection chronique des nodules. De manière plus intéressante, le 

déclenchement de l’organogénèse nodulaire dépend largement de la sécrétion d’un unique 

effecteur, ErnA. 

Beaucoup de choses restent à découvrir en ce qui concerne le mode d’action concerté de ces 

cinq effecteurs. Les connaissances actuelles sur les fonctions des homologues de trois d’entre eux - 

NopM1, NopP1 et NopT - peuvent nous fournir des pistes intéressantes pour progresser dans la 

compréhension de leur rôle dans l’infection et la modulation de la réponse immunitaire d’A. indica. 

En revanche, les fonctions de NopAB et d’ErnA restent pour l’instant inconnues. La comparaison de 

leur séquence protéique ainsi que l’analyse in silico menée en utilisant le logiciel MEME, mettent en 

évidence que ces deux effecteurs possèdent chacun un motif CM1 et deux motifs CM2. Dans le cas 

où ces motifs seraient associés à une fonction spécifique, il ne serait pas à exclure que NopAB et ErnA 

partagent des cibles communes ou des modes d’action similaires. Décortiquer au niveau moléculaire 

les mécanismes par lesquels ce cocktail de cinq effecteurs aboutit à la mise en place de cette 

symbiose constitue l’un des objectifs principaux de notre équipe, ce qui représente probablement un 

challenge de plusieurs années de recherche.  
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2. ErnA, le premier exemple d’une famille d’effecteurs capables d’induire la 

nodulation ? 

 Au cours de ce travail, trois données indépendantes suggèrent l’existence d’autres 

effecteurs, non-homologues à ErnA, capables d’induire la nodulation. En effet, la mutation du gène 

ernA chez ORS3257 ne conduit pas chez A. indica à un phénotype Nod- strict, suggérant qu’il peut 

exister un autre effecteur (NopAB ?) pouvant jouer un rôle similaire à celui d’ErnA. Par ailleurs, nous 

avons mis en évidence que plusieurs souches de Bradyrhizobium phylogénétiquement proches, 

appartenant au Phylogroupe 5, sont capables de noduler A. indica alors qu’elles ne présentent pas 

d’homologue d’ErnA. Dans ce cas-là, il convient de vérifier que la nodulation est bien dépendante du 

T3SS. Enfin, dans le cas de l’interaction symbiotique USDA61 / Glycine max cv. Enrei, la mutation de 

l’homologue d’ernA chez USDA61 ne conduit qu’à une réduction du nombre de nodules induits (S 

Okazaki, communication personnelle). Notre collaborateur Shin Okazaki a pu identifier que la 

mutation de l’effecteur BEL2-5 conduit, quant à elle, à un phénotype Nod- strict suggérant un rôle 

prédominant à celui d’ErnA sur la capacité à induire la nodulation sur le soja. Dans le même sens, il a 

pu être montré que le transfert de ce gène dans la souche ORS3257, lui confère la capacité à noduler 

la variété Enrei mutée au niveau du récepteur NFR1. BEL2-5 apparaît comme l’effecteur central 

gouvernant la nodulation T3SS-dépendante chez Glycine max cv. Enrei.  

 Ces observations nous poussent ainsi à penser que les effecteurs ErnA et BEL2-5 pourraient 

constituer les deux premiers membres d’une nouvelle “famille” d’effecteurs capables d’induire 

l’organogénèse nodulaire chez les légumineuses. Bien que l’effecteur BEL2-5 ne soit pas homologue à 

ErnA, ces deux effecteurs partagent certaines caractéristiques. En effet, en collaboration avec Shin 

Okazaki, nous avons démontré que BEL2-5 possède un motif NLS et qu’il est, comme ErnA, adressé 

au noyau des cellules végétales. De plus, l’analyse in silico menée par MEME a conduit à 

l’identification des deux domaines CM1 et CM2 dans la séquence protéique de BEL2-5. En utilisant 

ces points communs, plusieurs gènes candidats ont émergé au sein des Bradyrhizobium du 

Phylogroupe 5 et sont en cours d’étude dans l’équipe. Par ailleurs, une approche de génomique 

comparative serait à envisager pour identifier des effecteurs communs à ces souches qui pourraient 

constituer d’autres candidats à tester par mutagénèse.  

 L’identification de nouveaux membres de cette “famille” d’effecteurs pourrait nous aider à 

développer des études structure-fonction visant à identifier au sein de ces effecteurs des domaines 

fonctionnels cruciaux impliqués dans leurs activités d’induction de la nodulation, mais également à 

mieux comprendre leur(s) origine(s) évolutive(s) et leur spécificité d’action. 
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3. L’induction de la nodulation par ErnA recrute-t-elle certains acteurs de la 

voie de signalisation Nod ?  

 L’organogenèse d’un nodule est un processus complexe associé à de profonds changements 

génétiques et hormonaux qui conduisent, entre autres, à une reprise des divisions cellulaires. L’étude 

de la signalisation moléculaire de la nodulation chez les légumineuses modèles a révélé le rôle 

déterminant joué par l’activation de la CSSP et l’expression du gène NIN dans l’organogénèse et 

l’infection des nodules. Les travaux de recherche menés depuis plusieurs années dans notre équipe 

sur le modèle Bradyrhizobium photosynthétiques / Aeschnynomene ont permis de confirmer que 

plusieurs acteurs de la voie de signalisation Nod étaient également recrutés dans l’établissement de 

la symbiose FN-indépendante T3SS-indépendante. De plus, les analyses transcriptomiques réalisées 

par Okazaki et ses collaborations (2013) en Microarray et en RT-qPCR ont montré que la nodulation 

NF-indépendante T3SS-dépendante, déclenchée par B. elkanii USDA61 sur le soja En1282 (nfr1), est 

associée à une surexpression des deux gènes symbiotiques GmNIN et GmENOD40. Ainsi, l’ensemble 

de ces données suggère fortement que l’induction de la nodulation par ErnA passe également par 

certains déterminants de la voie de signalisation Nod. 

Cependant, il est apparu clair que l’expression ectopique d’ernA dans les racines d’A. indica, 

en plus d’induire la formation de « nodule-like structures », provoque également l’induction de 

structures comparables à des racines latérales. Considérant que les principales phytohormones 

impliquées dans le développement nodulaire, à savoir les auxines et les cytokinines, sont également 

nécessaires au développement racinaire, on ne peut pas exclure que l’activation exercée par ErnA 

court-circuite complétement la voie de signalisation Nod et emprunte une voie d’induction 

alternative conduisant à un déséquilibre de la balance hormonale auxines/cytokinines. Dans ce sens, 

et très récemment, il a été démontré que les racines latérales et les nodules partagent des 

programmes de développement qui se chevauchent et aboutissent à l’induction de la biosynthèse 

d’auxines dans les futures cellules à l’origine des primordia racinaires et nodulaires (Schiessl et al., 

2019). Cette convergence passe par le facteur de transcription LBD16 (pour « Lob-domain protein 

16 »), dont l’expression est sous le contrôle de NIN et dont la surexpression induit sur les racines de 

Medicago truncatula la formation de protubérances comparables à celles induites par l’expression 

ectopique d’ErnA dans les racines d’A. indica. Cette découverte renforce la possibilité qu’ErnA puisse 

directement déclencher la nodulation en activant l’expression de LBD16 ou un autre facteur de 

transcription indépendamment des acteurs de la CSSP ou de NIN.  

Afin de déterminer si la symbiose FN-indépendante T3SS-dépendante retrouvée au cours de 

l’interaction ORS3257 et les Aeschynomene, implique ou pas des acteurs de la voie de signalisation 

Nod, il devait justement être testé certains mutants symbiotiques issus de la mutagénèse EMS d’A. 
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evenia N°76 (générée par JF Arrighi pour l’étude de la symbiose NF-indépendante T3SS-

indépendante). L’espèce A. evenia présente l’avantage d’être diploïde ce qui facilite les études de 

génétiques et de transcriptomiques, à la différence d’A. indica qui est hexaploïde. Cependant, il est 

rapidement apparu un problème d’efficience symbiotique sur cette accession où seulement un ou 

deux nodules sur quelques plantes peuvent être induits par la souche ORS3257. L’origine de cette 

incompatibilité reste pour l’instant inconnue mais rend difficile l’utilisation des mutants EMS. C’est 

pour cela qu’il est envisagé aujourd’hui de travailler avec une autre accession d’A. evenia (N°21). 

Cette dernière a été montrée très efficiente pour la nodulation avec ORS3257 en développant des 

approches d’extinction ciblées par ARN-interférence (RNAi) sur un certain nombre de gènes de la 

voie de signalisation Nod (notamment SYMRK, CCaMK et NIN). 

L’analyse de la banque de mutants EMS a permis par ailleurs l’identification de nouveaux 

déterminants symbiotiques de la voie de signalisation NF-indépendante T3SS-indépendante chez A. 

evenia (JF Arrighi, communications personnelles, 2019). Ces nouveaux gènes, dont certains sont 

absents chez les légumineuses modèles, sont en cours d’étude dans notre équipe. Il serait également 

particulièrement intéressant de déterminer s’ils sont impliqués dans le processus T3SS-dépendant 

afin d’évaluer le degré de recouvrement de ces deux processus symbiotiques indépendants des FN. 

 

4. Quels sont les cibles et les intéractants d’ErnA ? 

Les analyses de la localisation d’ErnA mettent clairement en évidence que la protéine se 

localise dans le noyau des cellules végétales. Jusqu’à présent, les tentatives visant à déterminer si la 

fonction d’ErnA est liée à sa localisation nucléaire ont échoué. Cependant, de nombreux faisceaux 

d’évidences nous poussent à penser que c’est bien le cas, notamment la conservation du motif NLS 

chez tous les homologues d’ErnA et la mise en évidence par des approches de FRET-FLIM de 

l’interaction d’ErnA avec les acides nucléiques. Ainsi, nous privilégions aujourd’hui l’identification des 

cibles et des interactants d’ErnA, plutôt que d’essayer de relier sa localisation à sa fonction. 

L’interaction d’ErnA avec les acides nucléiques nous suggère qu’il agit en tant que 

modulateur de l’expression génétique des cellules de l’hôte. Il serait intéressant, dans un premier 

temps, de statuer sur la nature des acides nucléiques avec lesquels interagit ErnA (ADN ou ARN). 

Cette information nous permettrait de déterminer si la régulation de l’expression génique exercée 

par ErnA se fait au stade transcriptionnel ou post-transcriptionnel. En collaboration avec l’équipe de 

Laurent Deslandes (LIPM, Toulouse) l’utilisation d’une approche de FRET-FLIM, couplée à un 

prétraitement RNase, nous permettra de déterminer si ErnA s’associe préférentiellement avec de 

l’ADN ou de l’ARN (Camborde et al., 2017).  
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Par la suite, la possibilité de transformer des racines d’A. evenia N°21 avec une construction 

p35S-ernA, ou p35S-gus en contrôle, nous permet d’envisager le développement d’une analyse 

transcriptomique comparative afin d’identifier des gènes dont l’expression est modulée par ErnA. 

Enfin, la purification d’ErnA et la fabrication d’anticorps anti-ErnA réalisés par l’équipe de Peter 

Mergaert (I2BC, Saclay) ouvre aussi la possibilité de développer différentes approches d’immuno-

précipitations pour l’identification des interactants d’ErnA, quelles que soient leurs natures 

moléculaires (protéine, ADN, ou ARN). A terme, les résultats apportés par ces différentes techniques 

devraient nous aider à mieux comprendre le mode d’action d’ErnA et la voie de signalisation de la 

nodulation FN-indépendante T3SS-dépendante. 

 

5. Le rôle du T3SS des Bradyrhizobium aurait-il été sous-estimé ? 

Jusqu’à présent, une grande partie des études publiées sur le T3SS des Bradyrhizobium ont 

été menées sur la souche B. diazoefficiens USDA110. Cependant, aucun rôle majeur du T3SS au cours 

de l’interaction symbiotique n’a été rapporté chez cette souche. Notre analyse génomique 

comparative a mis en évidence une forte corrélation, chez les Bradyrhizobium, entre la présence des 

gènes de nodulation nod et ceux codant pour l’injectisome. Une telle conservation des deux clusters 

suggère que le rôle du T3SS pourrait être bien plus important qu’estimé jusqu’alors. Ainsi se pose la 

question du rôle joué par le T3SS des Bradyrhizobium au cours du processus symbiotique FN-

dépendant, dominant à l’état naturel. Ne se limite-t-il qu’à la répression des mécanismes de défense 

de la plante hôte ? 

Des résultats préliminaires obtenus en collaboration avec l’équipe dirigée par Neung 

Teaumroong (Université de Technologie de Suranaree, Thaïlande) ont montré que la mutation d’ernA 

chez ORS3257 réduit drastiquement le nombre de nodules induit sur V. mungo cv. Uthong1 (P 

Songwattana, communication personnelle). Ces résultats suggèrent que le rôle joué par ErnA ne se 

limite pas seulement à l’induction de la nodulation sur A. indica, mais qu’il pourrait également 

contribuer de manière significative à la nodulation dans le cadre d’une interaction FN-dépendante. Il 

serait donc intéressant de poursuivre ce type d’étude sur ErnA ou d’autres effecteurs identifiés 

jouant un rôle similaire chez différentes souches de Bradyrhizobium qui interagissent suivant un 

processus FN-dépendant avec des légumineuses d’intérêt agronomique. Ces connaissances nous 

permettraient de mieux comprendre la contribution du T3SS au cours de la symbiose, ce qui pourrait 

aider à la sélection ou à l’engineering d’inoculum plus performant.  

Il y a quelques années encore, la symbiose FN-indépendante représentait une exception 

limitée à l’interaction entre les Bradyrhizobium photosynthétiques et les Aeschynomene. Depuis la 
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découverte de la nodulation FN-indépendante T3SS-dépendante, la capacité à établir une symbiose 

en l’absence de FN a été étendue à de très nombreuses souches de Bradyrhizobium non-

photosynthétiques. Cependant, les tests de nodulation ont tous été réalisés artificiellement en 

condition de laboratoire sur une plante non-hôte, A. indica. Ainsi, la question se pose sur l’utilisation 

de ce processus symbiotique FN-indépendant T3SS-dépendant à l’état naturel. Dans notre Article 2, 

nous mettons en évidence que trois souches de Bradyrhizobium (SEMIA6399T, CCBAU83689 et Y36), 

isolées de nodules, ne possèdent pas les gènes nodABC mais contiennent au moins un cluster T3SS. 

Dans le cas où leur T3SS serait impliqué dans cette induction nodulaire, ces souches pourraient 

représenter le premier exemple naturel d’utilisation de ce nouveau processus symbiotique.  

 

 Beaucoup de choses restent encore à découvrir sur le T3SS des Bradyrhizobium. Au-delà de la 

caractérisation de nouveaux effecteurs de type III, ce travail de thèse met en évidence un rôle 

insoupçonné du T3SS et des effecteurs durant la symbiose. Le programme symbiotique caractérisé 

chez les légumineuses modèles a évolué de manière très sophistiqué en impliquant la perception de 

facteurs Nod spécifiques et la formation d’un codon d’infection intracellulaire qui permet la 

libération des bactéries dans les cellules des nodules en formation. Cette complexité constitue pour 

l’instant un frein pour transférer la capacité de nodulation aux céréales qui constituent la principale 

source d'alimentation humaine. La découverte que certains effecteurs de type III sont capables 

d’induire un processus de nodulation ravive les espoirs de voir ce projet aboutir. La compréhension 

des mécanismes par lesquels ces effecteurs peuvent orchestrer la mise en place d’une interaction 

symbiotique permettra d’envisager de nouvelles stratégies pour le développement de céréales 

fixatrices d'azote. 
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Rhizobium–legume symbiosis in the absence of Nod
factors: two possible scenarios with or without
the T3SS

Shin Okazaki1, Panlada Tittabutr2, Albin Teulet3, Julien Thouin3, Joël Fardoux3,
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The occurrence of alternative Nod factor (NF)-independent symbiosis between legumes and rhizobia
was first demonstrated in some Aeschynomene species that are nodulated by photosynthetic
bradyrhizobia lacking the canonical nodABC genes. In this study, we revealed that a large diversity of
non-photosynthetic bradyrhizobia, including B. elkanii, was also able to induce nodules on the NF-
independent Aeschynomene species, A. indica. Using cytological analysis of the nodules and the
nitrogenase enzyme activity as markers, a gradient in the symbiotic interaction between
bradyrhizobial strains and A. indica could be distinguished. This ranged from strains that induced
nodules that were only infected intercellularly to rhizobial strains that formed nodules in which the
host cells were invaded intracellularly and that displayed a weak nitrogenase activity. In all non-
photosynthetic bradyrhizobia, the type III secretion system (T3SS) appears required to trigger nodule
organogenesis. In contrast, genome sequence analysis revealed that apart from a few exceptions, like
the Bradyrhizobium ORS285 strain, photosynthetic bradyrhizobia strains lack a T3SS. Furthermore,
analysis of the symbiotic properties of an ORS285 T3SS mutant revealed that the T3SS could have a
positive or negative role for the interaction with NF-dependent Aeschynomene species, but that it is
dispensable for the interaction with all NF-independent Aeschynomene species tested. Taken
together, these data indicate that two NF-independent symbiotic processes are possible between
legumes and rhizobia: one dependent on a T3SS and one using a so far unknown mechanism.
The ISME Journal (2016) 10, 64–74; doi:10.1038/ismej.2015.103; published online 10 July 2015

Introduction

The legume-rhizobium symbiosis is of immense
biological and ecological importance. It is a major
contributor to the global nitrogen cycle, and serves
as a model to study plant–microbe interactions.
A major advance in our understanding of the
legume–rhizobium symbiosis was the discovery, in
the early 1990s, that this interaction relies on the
exchange of diffusible signal molecules between the
two partners (Lerouge et al., 1990). Flavonoids
secreted by the host plant roots activate in rhizobia
the expression of nodulation genes necessary for the

synthesis and secretion of lipochitooligosaccharides,
named Nod factors (NFs). In return, the perception
of NFs by LysM-receptor-like kinase (LysM-RLKs)
induces a signal transduction cascade that is
required for infection and nodule organogenesis
(Oldroyd, 2013). For a long time, this molecular
dialogue was assumed to be a universal paradigm for
all legume–rhizobium interactions. However, in
2007, it has been shown that some photosynthetic
Bradyrhizobium strains that are able to induce
nitrogen-fixing nodules on some Aeschynomene
species lack the canonical nodABC genes required
for NF synthesis (Giraud et al., 2007). This indicated,
for the first time, that an alternative symbiotic
interaction independent of NFs was possible
between a legume and a rhizobium strain.

Since this discovery, two other examples of
NF-independent symbiosis have been reported.
In the model plant Lotus japonicus, which uses
normally a classical NF-dependent symbiotic process,
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it has been observed that double mutant lines
affected in some key determinants of the NF
signaling pathway were occasionally able to form
infected nodules when the plants were inoculated
with a compatible rhizobium strain unable to
produce NF (Madsen et al., 2010). More recently, it
has been shown that a NF-deficient mutant of
Bradyrhizobium elkanii could induce nodules on
Glycine max cv. Enrei mutated or not in the LysM-
RLK nfr1 Nod factor receptor (Okazaki et al., 2013).
In the later case, this NF-independent symbiosis was
shown to be only possible if the bacteria possessed a
functional type III secretion system (T3SS).
This secretory machinery initially identified in
animal and plant pathogens permits the delivery of
effector molecules inside the host cells that suppress
plant defense response system and favor the
infection (Hueck, 1998). It is proposed that in
B. elkanii, T3SS effectors could also activate host
nodulation signaling by bypassing NF recognition
(Okazaki et al., 2013).

These two examples of NF-independent symbiosis
which were put forward in an artificial system, using
plant and bacterial mutant backgrounds, appear
weakly efficient. Indeed, the frequency of nodulated
plants, the number of nodules formed per plant and
the level of infection of these nodules were drasti-
cally reduced in comparison with the normal context
in which plant and bacteria are not altered in the NF
signaling pathway. In addition, these interactions do
not involve the formation of infection threads in
either root hairs or nodule tissues but use an
intercellular infection mode that is considered more
ancestral. This suggests that the NF-independent
process may constitute the ground state of rhizo-
bium–legume symbiosis which has been maintained
in legumes during evolution but which was over-
ridden by the acquisition of a more sophisticated
process involving NF signaling and infection thread
formation.

In the Aeschynomene genus, only a monophyletic
clade encompassing 12 species, including A. indica
and A. evenia, were found to be nodulated by nod
gene-lacking photosynthetic bradyrhizobia (Chaintreuil
et al., 2013). In contrast to other legumes, the
NF-independent pathway appears to be dominant
in this clade and most probably exclusive because
most of the natural symbionts either lack nod genes
or they can be inactivated without effect on the
efficiency of nodule formation (Bonaldi et al., 2011).
Furthermore, besides lacking nod genes, most photo-
synthetic bradyrhizobia lack a T3SS. Again the
ORS285 strain is an exception and probably acquired
nod and T3SS genes simultaneously by lateral gene
transfer (Mornico et al., 2011). This indicates that
photosynthetic bradyrhizobia could interact with
Aeschynomene using another pathway than the
one operating during the interaction between a
NF-deficient B. elkanii mutant and soybean.

To clarify the different alternative NF-independent
pathways, we examined in this study the ability of a

large collection of rhizobia to interact symbiotically
with A. indica. We found that a large number of non-
photosynthetic bradyrhizobia are able to induce
nodules on A. indica but that the bacterial infection
and nitrogen fixation largely differed between
species. By mutagenesis, we demonstrated for
two strains (B. elkanii and Bradyrhizobium sp.
STM6978) that the T3SS has an essential role in
nodule organogenesis. In parallel, we examined the
symbiotic role of the T3SS in the interaction
of Bradyrhizobium sp. ORS285 with various
NF-dependent and NF-independent Aeschynomene
species. The obtained data indicate that photo-
synthetic and non-photosynthetic Bradyrhizobium
strains can nodulate Aeschynomene species via two
NF-independent processes that differ in the require-
ment of a T3SS.

Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions
All tested bacterial strains are listed in Table 1 and
Supplementary Table S1. Strains were grown in YM
medium at 28 °C (Vincent, 1970). The mutants of B.
elkanii USDA61 (BEnodC, BErhcJ and BEttsnod)
were previously obtained (Okazaki et al., 2013).
The GusA- and GFP-tagged strains of USDA61
were obtained by introducing plasmids pCAM120
(Wilson et al., 1995) and pDG70 (Gage 2002),
respectively. For their culture, appropriate anti-
biotics were added as indicated in (Okazaki et al.,
2013). The ORS285∆T3SS and STM6978∆T3SS
mutants were constructed for this study (see
Supplementary Method). For their culture, the
medium was supplemented with kanamycin
(50 μgml–1) and cefotaxime (20 μgml–1), respectively.

Research of the presence of a T3SS by PCR
The presence of a T3SS gene cluster in the various
Bradyrhizobium strains was analyzed by PCR. Two
pairs of degenerated primers were designed from
conserved regions of rhcN genes of B. elkanii
USDA61, B. japonicum USDA110 and Bradyrhizo-
bium sp. ORS285: rhcN.univ.f1 (5′-GGRGAACTDTG
CYTVYTGCAGGATC-3’)/rhcN.univ.r1 (5′-CCATAR
ATTCCRATCCGCTGRCCTTC-3′) and rhcN.univ.f2
(5′-TGGTCGCTYGAGGCBGARGTNATCGGT-3′)/rhcN.
univ.r2 (5′- GCTCGCCCATRCCGGCKCGCTCCAAC-3′).
In the case of a positive result, the PCR product
obtained was sequenced to analyze the amplification
specificity.

Molecular phylogeny of internal transcribed spacer
For bacterial strains for which no internal tran-
scribed spacer sequence was available, the 16–23S
rDNA internal transcribed spacer region was ampli-
fied and sequenced as described by Guye et al., 2009.
The resulting sequences were aligned with ClustalX
(Thompson et al., 2002), and subsequently used to
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construct a phylogenetic tree using the Neighbor
Joining method (Saitou and Nei, 1987). A bootstrap
confidence analysis was performed on 1000 repli-
cates to determine the reliability of the obtained
phylogenetic tree (Felsenstein, 1985).

Plant cultivation and symbiotic analysis
The accessions of Aeschynomene species used in
this study, their geographic origin and their sources
are listed in Supplementary Table S2. Seed steriliza-
tion and plant culture was performed as before
(Bonaldi et al., 2011). Four days after the transfer of
the plantlets to test tubes covered by aluminium foil
to protect root system from light, each seedling was
inoculated with 1ml of cell suspension resulting
from a 4-day-old bacterial culture washed in buffered
nodulation medium and adjusted to reach an optical
density of one at 600 nm. Fourteen days after

inoculation, five plants were analyzed for the pre-
sence of root nodules and nitrogenase enzyme activity
as previously described (Bonaldi et al., 2010).

Cytological analysis of the nodules
Semi-thin nodule sections (30–40-μm-thick) were
prepared using a vibratome (VT1000S; Leica,
Nanterre, France). Nodules elicited by the ORS285
GFP-tagged strain were analyzed as previously
described (Bonaldi et al., 2011). For the nodules
elicited with the non-tagged strains, the nodule
sections were incubated for 15min in live/dead
staining solution (5 μM SYTO 9 and 30 μM propidium
iodide in 50mM Tris pH 7.0 buffer; Live/Dead
BacLight, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Sections
were then removed and incubated an additional
15min in 10mM phosphate saline buffer containing
calcofluor white M2R (Sigma, Munich, Germany) to

Table 1 Symbiotic properties of various Bradyrhizobium strains on Aeschynomene indica

Strain Accession Nodulationa Infectionb ARA activityc T3SSd

B. betae LMG 21987 T 0 — 0 !

B. canariense LMG 22265 T 0 — 0 !

B. elkanii USDA61 20.6 Inter 0 GS
B. elkanii USDA76 14.6 Inter 0 GS
B. elkanii USDA94 25 Inter 0 GS
B. japonicum USDA4 0 — 0 GS
B. japonicum USDA110 0 — 0 GS
B. japonicum USDA38 0 — 0 GS
B. japonicum USDA122 0 — 0 GS
B. japonicum USDA124 0 — 0 GS
B. liaoningense LMG 18230 T 0 — 0 +
B. yuanmingense LMG 21825 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. DOA9 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS86 19 ND 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS101 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS110 14.4 ND 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS111 17.6 ND 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS112 15.6 ND 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS121 6.6 inter 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS149 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS159 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS162 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS163 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS186 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS187 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS278 21.6 intra 100%-5/5 !

Bradyrhizobium sp. ORS1824 19.6 ND 0 +
Bradyrhizobium sp. ORS1836 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. STM3557 4.6 intra 0 +
Bradyrhizobium sp. STM3560 9.2 inter 0 +
Bradyrhizobium sp. STM3561 7.5 intra 8.5%-3/5 +
Bradyrhizobium sp. STM3562 10.4 inter 0 +
Bradyrhizobium sp. STM3564 0 — 0 !

Bradyrhizobium sp. STM3565 0 — 0 !

Bradyrhizobium sp. STM3566 0 — 0 +
Bradyrhizobium sp. STM3567 10.6 inter 0 +
Bradyrhizobium sp. STM3569 25.8 inter 0 +
Bradyrhizobium sp. STM3571 9 intra 7.2%–3/5 +
Bradyrhizobium sp. STM6978/ORS3257 12 intra 14%–4/5 +
Bradyrhizobium sp. STM6980/ORS3409 12.5 intra 0 +

aNumber of nodules per plant (mean estimated on five plants). binter, intercellular; intra, intracellular; ND, no bacteria detected in the nodule
tissue; —, No nodule formed. cFirst, relative acetylene reduction activity (percentage of ORS278) estimated on 5 whole plants; Second, number
of plants displaying an acetylene reduction assay (ARA) activity on the five plants tested. dPresence of T3SS (GS, deduced from the genome
sequence; +, PCR using universal primers positive; ! , PCR using universal primers negative).
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a final concentration of 0.01% (wt/vol) to stain the
plant cell wall (Nagata and Takebe, 1970). Analyses
were carried out using a confocal laser-scanning
microscope (Carl Zeiss LSM 700, Jena, Germany).
Calcofluor was exited at 405 nm with emission signal
collection at 405–470 nm. For SYTO 9 and propi-
dium iodide, an excitation wavelength of 488 and
555 nm was used with emission signal collection at
490–522 nm and 555–700 nm, respectively.
Images were obtained using the ZEN 2008 software
(Zeiss, Oberkochen, Germany).

Results

B. elkanii is able to induce nodules on some
NF-independent Aeschynomene species in
a T3SS-dependent manner
We first analyzed the ability of B. elkanii USDA61
and its derivatives BEnodC (∆nodC), BErhcJ (∆rhcJ, a
T3SS-deficient mutant) and the double mutant
BEttsnod to nodulate the NF-independent A. indica
species. Nodulation was analyzed 14 days post
inoculation, a lapse of time during which photosyn-
thetic bradyrhizobia are able to establish a functional

symbiosis with this species (Bonaldi et al., 2011).
As shown in Figure 1a, the B. elkanii wild-type (WT)
strain was able to elicit a comparable number of
‘nodules’ on A. indica roots as compared with the
photosynthetic Bradyrhizobium ORS278 strain that
was used as control for a natural host bacterium.
As observed for ORS278, these nodules were
formed at the emergence of lateral root but they
differed by their size, which was slightly smaller,
and their shape, which was not perfectly spherical
(Figures 1c and f).

When we analyzed the BEnodC, no effect of the
mutation was detected, that is, the number of
nodules and their shape was comparable with that
obtained with the WT strain, confirming the absence
of a recruitment for NFs during the interaction
of B. elkanii with A. indica (Figures 1a and d).
In contrast, no nodules were formed when the plants
were inoculated with BErhcJ or BEttsnod (Figures 1a
and e). This indicates that the T3SS is absolutely
required to initiate the symbiotic interaction with
A. indica.

Despite the presence of nodules, A. indica plants
inoculated by B. elkanii showed typical nitrogen
starvation symptoms, that is, foliar chlorosis and

Figure 1 Bradyrhizobium elkanii is able to induce nodules on Aeschynomene indica in a T3SS-dependent manner. (a) Number of
nodules per plant elicited by B. elkanii USDA61, BEnodC, BErhcJ, BEttsnod and Bradyrhizobium ORS278 strain on A. indica plants at
14 days post inoculation (d.p.i.). Error bars represent s.d. (n = 5). (b) Comparison of the growth of the plants (aerial part), non-inoculated
(NI) or inoculated with B. elkanii USDA61 and Bradyrhizobium ORS278 (at 14 d.p.i.). (c–f) Nodules elicited by B. elkanii USDA61 (c),
BEnodC (d), BErhcJ (e), ORS278 (f). Bars, 1 mm. (g) Transversal section of a nodule elicited by B. elkanii tagged with gusA and stained with
X-Gluc. Bar, 200 μm. Black arrows indicate the presence of necrotic area. (h and i) Confocal microscopy observation of nodules elicited by
B. elkanii tagged with GFP. Bars, 200 μm (h) and 10 μm (i). A full colour version of this figure is available at the ISME journal online.
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reduced plant growth, indicating that the formed
nodules were non-effective (Figure 1b). In agree-
ment, no nitrogenase activity could be detected on
these plants using the acetylene reduction assay
(Table 1). To examine the level of infection of these
nodules, we performed cytological analysis of
nodules elicited by a GFP or GusA-tagged WT strain
using optical and confocal microscopy. As shown in
Figures 1g–i, we observed that the nodules were only
weakly infected and contained bacteria that prolif-
erated in enlarged intercellular spaces between host
cells. Neither intracellular infection nor the forma-
tion of infection threads was detected. Noteworthy is
the occurrence of brown necrotic areas in almost all
the nodules, suggesting the induction of a plant
defense response when B. elkanii cells enter the
nodule tissue (Figure 1g). Taken together, these data
indicate that B. elkanii is able to initiate nodule
organogenesis in A. indica plants through a T3SS-
dependent-NF-independent process but the bacterial
infection is rapidly arrested likely owing to the
elicitation of plant defense reactions.

We next addressed the question whether other
NF-independent Aeschynomene species would be
more permissive and allow a more intimate contact
with B. elkanii. For this purpose, 12 additional
Aeschynomene accessions corresponding to 9 differ-
ent species and 4 different ecotypes of A. evenia spp.
evenia were inoculated with the GFP-tagged
B. elkanii strain. We observed that only 7 out of the
12 tested accessions were nodulated and more
unexpectedly among the four A. evenia spp. evenia
ecotypes tested, only two were nodulated by
B. elkanii (Supplementary Figures 1A and M). Thus,
a high specificity of recognition which controls the
triggering of nodule organogenesis exists between
B. elkanii and the Aeschynomene species. On the
other hand, cytological analysis of the nodules
elicited on the compatible Aeschynomene species,
showed that in all cases, the infection was
restricted to the intercellular space (Supplementary
Figures 1N and Q). This indicates that B. elkanii does
not possess all the keys to establish a functional
endosymbiosis with Aeschynomene plants.

The ability to induce nodules on NF-independent
Aeschynomene species is widespread among
Bradyrhizobium species
The increasing availability of genome sequences has
revealed that the presence of a T3SS is frequent
among rhizobia (Tampakaki, 2014). We therefore
hypothesized that some strains could be able to
exploit this T3SS machinery to develop a more
compatible symbiotic relationship with Aeschynomene.
To examine this possibility, we screened a large
collection of rhizobium strains belonging to the
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium genus
as well as some Beta-rhizobia for their ability to
induce nodules on A. indica. Among the 72 strains

tested, only strains belonging to the Bradyrhizobium
genus were able to elicit nodules (Supplementary
Table S1 and Table 1). A phylogenetic tree based on
the internal transcribed spacer region showed that
the nodulation-positive strains, representing ~ 50%
of the Bradyrhizobium strains tested, do not form a
specific clade but are scattered within the genus
(Figure 2). This indicates that the ability to nodulate
NF-independent Aeschynomene species is a wide-
spread character among the Bradyrhizobium species
and that it is not strictly correlated with a specific
phylogenetic position. By PCR and sequencing, using
universal primers targeting the canonical rhcN gene
required for the functioning of the T3SS injectisome,
we confirmed that all the positive strains contained a
T3SS (Table 1). However, the presence of a T3SS is
not the unique criteria required to induce nodules on
A. indica because among the strains unable to induce
nodules on this species, a large number, including the
B. japonicum strains, do contain a T3SS. This suggests
that the positive strains, beside a T3SS apparatus,
produce specific type III effectors that are necessary to
initiate nodule organogenesis.

Some non-photosynthetic Bradyrhizobium strains
induce nitrogen-fixing nodules on A. indica in
a T3SS-dependent manner
Among the positive strains, several, like STM6978,
induced on A. indica larger nodules than those
observed with B. elkanii USDA61 (Figure 3e). These
nodules displayed an irregular shape with several
deformations suggesting perturbations in nodule
development (Figures 3e and f). However, hand-
sectioning of those nodules showed, similar as the
control ORS278 strain, a central tissue with a light
pink color suggesting the presence of leghemoglobin,
an indicator of nitrogenase activity (Figures 3i and j).
In agreement, acetylene reduction assays showed
that some plants inoculated with some of these
strains displayed a weak nitrogenase activity that
represented at maximum (for strain STM6978)
10–15% of the one obtained with the ORS278 strain
(Table 1). Although, this activity was not sufficient to
support plant growth (Figure 3d), these data indicate that
several non-photosynthetic Bradyrhizobium strains are
able to establish a more intimate symbiotic relation
with A. indica as compared with B. elkanii USDA61.

Using the live-dead staining protocol (Haag et al.,
2011), a systematic cytological analysis was per-
formed by confocal microscopy on the nodules
elicited by all the positive strains. As observed
previously for B. elkanii USDA61, some strains, such
as STM3560, only infected the nodule tissue inter-
cellularly and induced plant defense reactions
(Figures 3b, c and h and Table 1). In contrast, other
strains, such as STM6978, formed nodules with a
central tissue completely infected by bacteria as
observed for nodules formed by the ORS278 strain
(Figures 3f, g and n and Table 1). The host cells were
filled with viable bacteria as indicated by the green
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SYTO9 staining (Figures 3g and l). However, in contrast
to nodules induced by the ORS278 strain, the morpho-
logical bacterial transition from a rod to a spherical
shape during bacteroid differentiation (Figure 3o) was
very rarely observed with the other Bradyrhizobium
strains and when it occurred, the spherical bacteroids
were stained red by propidium iodide, indicating that
the bacteria were dead (Figure 3m).

We also tested whether the STM6978 strain could
induce more efficient nodules on other Aeschynomene
species. Of the 12 additional species tested, 7 were
nodulated and for 4 of them, an intracellular invasion

of plant cells could be observed (Supplementary
Figure 2). However, only with one species, A. scabra,
a nitrogenase activity could be detected. Similary as
observed with A. indica, this activity remained weak
and the same disorder in bacteroid differentiation was
observed (Supplementary Figure 2). This indicates that
although the STM6978 strain is recognized as friendly
and internalized by the plant host cells in some
Aeschynomene species, it is blocked at the bacteroid
differentiation step which has been shown to go
along with the establishment of nitrogenase activity
(Bonaldi et al., 2011).

Figure 2 The ability to induce nodules on NF-independent Aeschynomene species is widespread among Bradyrhizobium species.
Neighbor joining phylogenetic relationship among the Bradyrhizobium strains tested for their ability to form nodules on A. indica based
upon aligned sequences of 16S-23S rDNA IGS regions. Percent of bootstrap replicates (1000 replicates) are indicated at each tree node
(only if 450%). In red, negative strain; in green, positive strains; in blue, photosynthetic Bradyrhizobium strains that are able to induce
nitrogen-fixing nodules on A. indica; in bold, strains for which an intracellular infection is observed. A full colour version of this figure is
available at the ISME journal online.
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To confirm that the T3SS is required for the
establishment of this more intimate symbiotic
relationship, we constructed a T3SS mutant of the
STM6978 strain. This mutant strain had completely
lost its ability to induce nodules whatever the
Aeschynomene species tested (Figure 3k).

The T3SS of the photosynthetic Bradyrhizobium ORS285
strain is not required for NF-independent symbiosis but
contributes to the NF-dependent nodulation
Unlike other photosynthetic Bradyrhizobium strains
with sequenced genomes, the ORS285 strain con-
tains nod genes and a T3SS gene cluster (Mornico
et al., 2011). The composition and organization of
this T3SS cluster is exactly the same as found in
B. elkanii and B. japonicum USDA110 suggesting
that it is functional (Supplementary Figure 3). This
raises the question whether this T3SS has a
symbiotic role. To examine this, we constructed a
285∆rhcN mutant and analyzed its symbiotic prop-
erties on various NF-dependent and NF-independent
Aeschynomene species. On the three NF-independent
species tested (A. indica, A. evenia and A. sensitiva),
no effect of the T3SS mutation was observed. The
number of nodules per plant, the morphology of the

nodules and the nitrogenase activity of the plants
were comparable between the WT strain and
the T3SS mutant (Figure 4a). In contrast, on
NF-dependent hosts plants, various effects of the
∆rhcN mutation were observed (Figures 4a and b):
(i) no effect on A. nilotica, (Figures 4a–c and h),
(ii) a positive effect on A. uniflora, that is, the mutant
induced a higher number of nodules per plant which
were more developed (Figures 4a, b, d and i)—
however, like for the WT strain, nodules induced by
the ∆rhcN mutant are not efficient in nitrogen
fixation—and (iii) a negative effect on A. afraspera,
that is, the mutant induced less nodules as compared
with the WT strain (Figure 4a).

On A. afraspera plants, we previously noticed that
the ORS285 strain induces atypical nodules char-
acterized by the presence of an outgrowth on the top
of the nodules which is constituted by giant plant
cells infected by the bacteria (Bonaldi et al., 2011),
(Figures 4e–g). In contrast to bacteria in the infected
central tissue, the bacteria in the outgrowth remain
enclosed in large tubular structures of plant origin
that look like permanent infection threads (Bonaldi
et al., 2011). Interestingly, besides forming fewer
nodules, we observed that the nodules elicited by the
285∆T3SS mutant lack this unusual infected tissue

Figure 3 Symbiotic phenotypes of Bradyrhizobium STM3560 and STM6978 on A. indica. (a and e) Nodules elicited by Bradyrhizobium
STM3560 (a) and STM6978 (e). Bars, 1 mm. (b, f and h–j) Transversal section of nodules elicited by Bradyrhizobium STM3560 (b and h),
STM6978 (f and i) and ORS278 (j). Bars, 200 μm. (d) Comparison of the growth of the plants (aerial part), non-inoculated (NI) or inoculated
with STM6978, and Bradyrhizobium ORS278 (at 14 d.p.i.). (c, g and n) Confocal microscopy observation of nodules elicited by
Bradyrhizobium STM3560 (c), STM6978 (g) and ORS278 (n). (l, m and o) Confocal microscopy images showing the morphology of the
intracellular bacteria. Note that STM6978 bacteroids showed mainly a rod shape (l) and rarely a spheric shape (m) whereas the ORS278
bacteroids were all spherical (o). Live bacteria are stained green, whereas dead bacteria stain red owing to uptake of propidium iodide.
Bars, 200 μm (c, g and n) and 10 μm (l, m and o). (k) A. indica roots inoculated with Bradyrhizobium STM6978∆T3SS. Bar, 1 mm. A full
colour version of this figure is available at the ISME journal online.
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suggesting that its formation is dependent of the
T3SS (Figures 4j–l). We also examined the ability of
B. elkanii USDA61 and strain STM6978 to nodulate
A. afraspera (Supplementary Figure 4). Both strains
were able to induce efficient nodules on this species,
but unlike ORS285 and similar to the 285∆T3SS
strain, these nodules lack this unusual outgrowth
(Supplementary Figures 4C–E). In addition, inactiva-
tion of the T3SS in these two strains did not affect
the interaction with A. afraspera (Supplementary
Figures 4A and B).

Altogether, these data suggest that the ORS285
strain possesses a specific cocktail of T3SS effectors
that can have an impact on the nodulation of NF-
dependent hosts but that do not have a crucial role
on the nodulation of NF-independent ones.

Discussion

In this study, we demonstrate that NF-independent
Aeschynomene species can be nodulated and
infected by highly diverse Bradyrhizobium strains
via two distinct processes that differ by the require-
ment of a T3SS.

This observation is rather puzzling considering
that in nature, mainly photosynthetic Bradyrhizo-
bium strains, lacking a T3SS, were isolated from root
and stem nodules of NF-independent Aeschynomene
species (Lorquin et al., 1993; Molouba et al., 1999;
Montecchia et al., 2002). Nevertheless, one study
reported the isolation of a few non-photosynthetic
Bradyrhizobium strains isolated from A. indica
species growing in French Guiana (Miché et al.,
2010). These strains efficiently induce nodules on
both the root and the stem of Aeschynomene and
occupy a distinct phylogenetic position between
photosynthetic and classical bradyrhizobia. They
may, thus, represent a new Bradyrhizobium species.
However, genome sequence analysis of one repre-
sentative strain (STM3843) revealed the absence of
the canonical nodABC genes as well as a T3SS
gene cluster (Mornico et al., 2011). This suggests
that these bacteria use a NF-independent T3SS-
independent process, probably similar to the one
used by photosynthetic bradyrhizobia, to interact
symbiotically with Aeschynomene plants. Therefore,
it remains unclear whether the ability of non-
photosynthetic bradyrhizobia to nodulate A. indica
using a T3SS does exist in natural settings,

Figure 4 Comparison of the symbiotic properties of Bradyrhizobium ORS285 and the ∆T3SS mutant on various NF-dependent and NF-
independent Aeschynomene species. (a) Number of nodules per plant elicited by Bradyrhizobium ORS285 (blue bars) and ORS285∆T3SS
(red bars) on various Aeschynomene species. (b) Acetylene-reducing activity (ARA) in various Aeschynomene plants inoculated with
Bradyrhizobium ORS285 (blue bars) and ORS285∆T3SS (red bars). A.U., Arbitrary Unit. Error bars in a and b represent s.d. (n=5). (c–e, h–j).
Aspect of the nodules elicited by ORS285 and 285∆T3SS on A. nilotica (c and h), A. uniflora (d and i) and A. afraspera (e and j). Bars, 1 mm.
(f–k, g–l) Cytological observations of the A. afraspera nodules elicited by ORS285 (f and g) and 285∆T3SS (k and l). Bars, 500 μm (f and l)
and 100 μm (g and l). A full colour version of this figure is available at the ISME journal online.
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considering the weak nitrogen fixation activity of the
positive strains identified in this study in compar-
ison with the photosynthetic ones.

Several observations emphasize a very high spe-
cificity of the NF-independent T3SS-dependent
interaction: (i) despite the frequent presence of a
T3SS among the rhizobia tested, only Bradyrhizo-
bium strains are found to be able to induce nodules
on Aeschynomene, (ii) similarly, not all of the tested
Bradyrhizobium strains possessing a T3SS, such as
Bradyrhizobium japonicum strains, are able to
nodulate A. indica, (iii) the host spectra of B. elkanii
and strain STM6978 towards NF-independent
Aeschynomene species do not overlap perfectly
and (iv) most surprisingly, different ecotypes of the
same A evenia spp. evenia species respond differ-
ently to the Bradyrhizobium strains. To explain the
high specificity of the T3SS-dependent interaction,
some parallels with the conventional NF-dependent
symbiosis can be advanced. The involvement of
plant flavonoids to trigger the expression of the T3SS
genes might constitute a first level of specificity.
Indeed, it has been demonstrated in rhizobia that the
expression of most T3SS genes encoding the trans-
port machinery and secreted effectors is dependent
on plant flavonoids which trigger a regulatory
cascade controlled by the transcriptional activators
NodD1, NodD2, SyrM2 and TtsI (Wassem et al.,
2008). We examined this possibility during the
interaction of B. japonicum USDA110 with A. indica
or A. evenia by adding genistein to the plant culture
medium, a flavonoid known to induce T3SS genes in
this bacterium (Zehner et al., 2008). However, no
effect of genistein was observed, suggesting that
B. japonicum is hampered at another level to interact
positively with these Aeschynomene species.
A second possible level of specificity is the plant
immune system that confers to the host the capacity
to recognize and respond to bacterial infection (For
review, Wang et al., 2012; Gourion et al., 2014). The
perception of microbe-associated molecular patterns
(MAMPs) by host pattern recognition receptors
triggers MAMP-triggered immunity. It is suggested
that rhizobial surface polysaccharides (exopoly-
saccharide, capsular polysaccharide or lipopolysac-
charide) could suppress or help to evade this first
basal defense (Fraysse and Couderc, 2003; D’Haeze
and Holsters, 2004; Aslam et al., 2008). In addition,
this MAMP-triggered immunity could be dampened
by T3SS effectors delivered into the host cell. In turn,
plants also have the ability to recognize these
effector proteins through the direct or indirect action
of resistance (R) genes to initiate a second barrier of
defense, the so-called effector-triggered immunity.
The effector-triggered immunity is much stronger
and faster than MAMP-triggered immunity and often
involves a form of localized cell death called the
hypersensitive response (Dodds and Rathjen, 2010).
The necrotic tissues observed in the A. indica
nodules elicited by B. elkanii and others strains are
reminiscent to hypersensitive response and could

also be the result of T3SS effectors recognized by R
gene products of the host. If that would be the case,
the T3SS permits nodulation but, at the same time,
inhibits the intracellular colonization by eliciting
defense reactions in developed nodules. Taken
together, all the different plant and bacterial actors
susceptible to modulate the plant immune response
could constitute key determinants governing this
host specificity.

Besides interfering with the plant immunity
system, we hypothesize that the non-photosynthetic
Bradyrhizobium strains nodulating Aeschynomene
also possess effectors able to activate the symbiotic
signaling pathways. In conventional rhizobium–

legume symbiosis, Nod factors activate two distinct
spatial and temporal programs: bacterial infection
and nodule organogenesis (Oldroyd et al., 2011).
Among the non-photosynthetic bradyrhizobia able to
induce nodules on Aeschynomene through their
T3SS, two distinct classes could be distinguished: a
first group, including B. elkanii strains, for which the
infection remains limited to intercellular spaces, and
a second group, including STM6978, for which the
host cells are infected intracellularly. It is tempting
to speculate that the bacteria of these two groups
share in common some effectors that trigger the
nodule organogenesis signaling pathway. On the
other hand, bacteria of the second group could
posses other specific effectors able to trigger an
infection program or additional signals such as
exopolysaccharide suggested to have a direct signal-
ing role in bacterial release (Kelly et al., 2013).

Although we identified some non-photosynthetic
Bradyrhizobium strains able to go very far in the
symbiotic relationship with Aeschynomene, we
observed that these bacteria are unable to fix
nitrogen efficiently. This is surprising because all
the conditions appear to be gathered in the nodule
for an efficient nitrogen fixation. The host cells are
filled with bacteria indicating that the plant
furnished appropriate nutrients for bacterial multi-
plication and leghemoglobin synthesis is observed
indicating that the partial oxygen tension should be
suitable for a nitrogenase activity. However, our
cytological observations indicate that these bacteria
are compromised in the differentiation step as in
contrast to photosynthetic Bradyrhizobium strains
for which the rod-shaped bacteria transform into
spherical bacteroids, this morphological change is
rarely observed in the nodules infected with the non-
photosynthetic Bradyrhizobium strains. Recent data
suggested that Aeschynomene species impose a
differentiation process on their endosymbionts
through the use of a class of nodule-specific cysteine
rich peptides (NCR) (Czernic P, personal commu-
nication), a modus operandi which is very similar to
the one described inMedicago species (Van de Velde
et al., 2010). NCRs are related to antimicrobial
peptides of innate immunity that target the bacteria
and convert them in a differentiated, enlarged
and polyploid state (Van de Velde et al., 2010).
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It is possible that the impairment of non-photo-
synthetic Bradyrhizobium strains to differentiate in
Aeschynomene results from a higher sensitivity of
the bacteria to the NCR peptides. In accordance, the
few bacterial cells displaying a spherical shape are
dead as indicated by their red staining owing to
propidium iodide uptake. Alternatively, it is also
possible that the NCRs are not imported in the
bacterial cell owing to the lack of a specific
transporter or that the NCRs do not find the
appropriate bacterial targets to trigger the differentia-
tion process. Further studies are necessary to clarify
the mode of action of the NCRs and to determine
whether they constitute specificity determinants for
the nitrogen fixation stage.

How the photosynthetic bradyrhizobia interact
symbiotically with Aeschynomene plants remains
unknown. Up to date, the different mutagenesis
strategies (random or targeted) that have been used
have failed in the isolation of a strict nodulation
minus mutant (Giraud et al., 2007; Bonaldi et al.,
2010). Furthermore, we do not have any experimen-
tal evidence indicating that a diffusible bacterial
signal molecule triggers early symbiotic responses as
observed for NFs. It is therefore tempting to
speculate that the triggering of the symbiotic pro-
gram involves a direct contact between the plant and
the bacterium, probably through the perception of a
bacterial surface component by a plant receptor.
Increasing evidence now suggests that NFs percep-
tion might have evolved from plant innate immunity
signaling and the possibility has been evocated that
the first function of Nod factors was to suppress
defense reaction (Liang et al., 2014). The presented
results that non-photosynthetic bradyrhizobia can
interact symbiotically in the absence of NFs but
through a T3SS which is also known to interfere with
the plant immunity reinforces the hypothesis that
the suppression of the MAMP-triggered immunity
constituted the first evolutionary step towards
symbiosis. It therefore makes sense to hypothesize
that the NF-independent symbiosis between photo-
synthetic bradyrhizobia and Aeschynomene involves
the activation of a common symbiotic program but
relies first on a specific mechanism of MAMP-
triggered immunity suppression. Two elements
led us suppose a co-evolution between photosyn-
thetic Bradyrhizobium strains and NF-independent
Aeschynomene species; (i) photosynthetic bradyrhi-
zobia are the main natural symbionts of Aeschynomene
and these bacteria were not found to be able to
nodulate other legume species and (ii) both photo-
synthetic Bradyrhizobium strains and NF-independent
Aeschynomene species form a monophyletic group
(Chaintreuil et al., 2013). We therefore hypothesize that
the co-evolution between these two partners has
involved the modification of a specific MAMP signal
and its cognate plant receptor to avoid the development
of plant defense reactions during the interaction.

The deciphering of the molecular basis of these
two alternative NF-independent symbiotic processes

should shed new light on the evolution of the
rhizobium-legume interaction and might deepen
our knowledge on how the plant evolved symbiosis
from pathogen resistance mechanisms.
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Characterization of an alternative symbiotic process between legumes and 

Bradyrhizobium  involving the Type 3 secretion system (T3SS) but not the Nod 

factor synthesis. 

 

A b s t ra c t  

 Bradyrhizobia are soil bacteria able to establish a symbiotic interaction with a wide range of 

legume species. This symbiosis leads to the formation of a new organ, the nodule, in which the 

bacteria can fix atmospheric dinitrogen for the plant’s benefit. This interaction largely depends on 

the plant recognition of bacterial signal molecules, the Nod factors (NFs), that control the infection 

and nodule organogenesis processes. Recently, it has been demonstrated that some non-

photosynthetic Bradyrhizobium strains, such as B. elkanii USDA61 and Bradyrhizobium sp. ORS3257, 

are capable to nodulate some legumes (Glycine max, Aeschynomene indica) in the absence of NFs 

and that this capacity is due to their type III secretion system (T3SS). This discovery suggests that 

some effectors secreted by this secretory machinery, initially believed to solely play a role in the 

suppression of plant immunity, can directly activate the nodulation by bypassing the early stages of 

the symbiotic signaling pathway activated by the NFs. The main objective of this thesis was to 

progress in the understanding of the mechanisms involved in this novel NF-independent T3SS-

dependent interaction using as model the interaction of  the strain ORS3257 with the tropical legume 

A. indica. It has been shown that this symbiotic process relies on a cocktail of at least 5 effectors that 

play distinct and synergistic roles in the processes of infection, nodule organogenesis and 

suppression of the plant immune response. In particular, a novel nuclear effector, that we named 

ErnA for "Effector required for nodulation-A", is widely distributed in the Bradyrhizobium genus and 

was identified as the main inducer of nodule organogenesis. In addition, we have conducted a 

comparative genomic analysis of 146 Bradyrhizobium genomes in order to better understand the 

distribution of T3SS and the main effectors identified to date. This showed that the T3SS is 

widespread in the Bradyrhizobium genus and shares a common evolutionary history with the nod 

genes. This thesis work constitutes a first step in the understanding of the molecular mechanisms 

involved in this NF-independent T3SS-dependent nodulation and suggests that the T3SS of 

bradyrhizobia could play a much larger symbiotic role than originally thought. 

Key words: Bradyrhizobium, T3SS, symbiosis, signal molecule, effector 

 

 

 



Caractérisation d’un processus symbiotique alternative entre légumineuses et 

Bradyrhizobium impliquant le système de sécrétion de type III (T3SS) mais pas 

la synthèse de facteurs Nods 

 

Résumé 

 Les Bradyrhizobium sont des bactéries du sol ayant la capacité d’établir une interaction 

symbiotique avec de nombreuses légumineuses. Cette symbiose conduit à la formation d’un nouvel 

organe, le nodule, au sein duquel la bactérie peut fixer le diazote atmosphérique au bénéfice de la 

plante. Cette interaction repose largement sur la reconnaissance par la plante de molécules signal, 

les facteurs Nods (FNs) produits par la bactérie qui contrôlent les processus d’infection et 

d’organogénèse nodulaire. Récemment, il a été démontré que certaines souches de Bradyrhizobium 

non-photosynthétiques, telles que les souches B. elkanii USDA61 et Bradyrhizobium sp. ORS3257, 

possèdent la capacité de noduler certaines légumineuses (Glycine max, Aeschynomene indica) en 

l'absence de facteurs Nods grâce à leur système de sécrétion de type III (T3SS). Cette découverte 

suggère que certains effecteurs secrétés par cette machinerie de sécrétion, initialement connus pour 

jouer un rôle dans la répression du système immunitaire de la plante hôte, peuvent directement 

activer la nodulation en court-circuitant les premières étapes de la voie de signalisation initiée par  

les FNs. Dans un premier temps, l’objectif principal de ce travail de thèse a consisté à avancer dans la 

compréhension des mécanismes mis en jeu lors de cette nouvelle interaction FN-indépendante T3SS-

dépendante en utilisant la souche ORS3257 en interaction avec la légumineuse tropicale A. indica. Il a 

été démontré que ce processus symbiotique repose sur un cocktail d'au moins 5 effecteurs qui 

jouent un rôle distinct et complémentaire dans les processus d'infection, d'organogenèse des 

nodules et de répression de la réponse immune. Plus particulièrement, un nouvel effecteur nucléaire 

appelé ErnA pour « Effector required for nodulation-A » et largement distribué chez les 

Bradyrhizobium, a été identifié comme étant le principal inducteur de l’organogénèse nodulaire. 

Dans un second temps, nous avons mené une analyse génomique comparative sur 146 génomes de 

Bradyrhizobium afin de mieux comprendre la distribution du T3SS et des principaux effecteurs 

identifiés à ce jours. Il a été mis notamment en évidence que le T3SS est très répandu dans le genre 

Bradyrhizobium et qu’il partage une histoire évolutive commune avec les gènes de nodulation nod. 

L’ensemble de ce travail de thèse constitue une première étape dans la compréhension des 

mécanismes moléculaire recrutés pour la mise en place d’un nouveau processus de nodulation 

indépendante d’une signalisation FNs et suggère, par ailleurs, que le T3SS des Bradyrhizobium 

pourrait jouer un rôle symbiotique bien plus important qu’estimé jusqu’alors.  

Mots clés : Bradyrhizobium, T3SS, symbiose, molecule signal, effecteur 


