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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 dansl’interaction symbiotique entre les rhizobiums et
les légumineuses
A à G. Observations macroscopiques de nodules de racine et de tige.A. Système racinaire deMimosa
pudica nodulé par Cupriavidus tawanensis. B. Nodules de tige deSesbania rostratainduits par
Azorhizobium caulinidans. C. Nodules de tiged’Aeschynomene afrasperainduits parBradyrhizobiumsp.
ORS322.D. Nodules actinorhiziens induits parFrankiasp. sur une racined’Aulneblanc (Alnus incana). E.
Nodule déterminé de soja induit parEnsifer fredii.F. Nodule de type indéterminé deMedicago sativa
induit par Ensifer meliloti.G. Nodule racinaire de type aeschynomenoïde induit surA. 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 tiged’A. sensitivainfecté par la souche ORS278 marquée avec le gène
rapporteur lacZ(J).
(Adapté de Masson-Boivin et al., 2009, Bonaldiet al.,2011 et Belinet al., 2018)

A B C

1 cm 1 cm 1 cm

H I J

1mm500 µm 500 µm

E F G
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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 espècesd’angiospermeobtenu par maximum de vraisemblance à partir
de l’étude de 7 loci (18S, 26S, ITS,matK, rbcL, atpBandtrnLF). Les branches sont colorées en fonction de
l’état le plus probable de leursnœudsancestraux.L’étoilenoire indiquel’originedu précurseur probable
de l’endosymbiose nodulaire. Les cercles concentriques gris et blanc représententune période de 50
millionsd’annéesà partir du présent. Les positions de quelques angiospermes importantes sontindiquées
par des dessins autour del’arbre. Les bandes turquoises et jaunes indiquent les légumineuses et le clade
dit « fixateurd’azote», qui contient tous les angiospermes nodulants connus.
(Werneret 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 !-protéobactéries mais certains appartiennent aux "-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 desFabaceae
Arbre phylogénétique obtenu par analyse bayésienne du gènematKréalisée 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 cordond’infection chezM. truncatula
A. Vued’ensemblede la progression du cordond’infectiondans le poil absorbant (Adapté de Gageet al.,
2004).B. La reconnaissance de la bactérie (en violet) provoque une courbure du poil absorbant (en jaune)
qui emprisonne la bactérie dans la chambred’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’élongationdu cordon
(en vert) se fait dansl’axedu poil absorbant, guidée par le noyau (n).E. Le cordond’infection transporte
les bactéries (en rouge et en vert)jusqu’àla base du poil absorbant où il continuera sa progression dans
les cellules suivantes.
(Adapté de Gageet al.,2004 et de Fournieret 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 nodulaired’un nodule déterminé de
soja(à droite)et indéterminé de pois(à gauche)
Les numéros correspondent aux différentes étapes du processusd’induction et d’infection des nodules.
Les nodules déterminés ont une croissance définie quis’arrêtelorsque 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 longueurdu nodule; (II) une
zoned’infection contenant des cellules parcourues de cordond’infection portant les bactéries; (III) une
zone de fixation contenant les cellules infectés capables de fixerl’azoteatmosphérique; (IV) une zone de
senescence où les symbiosomes sont éliminés des cellules.
(Adapté de Fergusonet al., 2010)

Nodule 
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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 cordonsd’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 lesBradyrhizobium) permet à la
bactérie de résister àl’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 Haaget 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 impliquésdans sa biosynthèse
A. Organisation du cluster de gènes de fixationd’azote nif d’une bactérie fixatriced’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 gènesnif impliqués dans la biosynthèse de chaque métallocluster sont représentés en
dessous.
(Adapté de Oldroy et Dixon, 2014)
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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 !2 (protéine-Fe; NifH) constitué de deux chaines identiques, 

et un hétérotétramère "2#2 (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 " (NifD), de deux sous-unités # 

(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 fixationd’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 àla 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 assurel’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 Oldroyet 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 influencentleur reconnaissance
par NodD ce qui conditionne le spectred’hôte de la plante.
(Tohgeet 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 parles rhizobiums
La structure des FNs peut varierd’une souche bactérienne àl’autre en fonction de son répertoire de
gènesnod. Les gènesnodABCstructuraux participent à la synthèse du core chimique des FNs.D’autres
gènesnod, plus spécifiques, et le plus souvent dispensables, sont impliqués dansl’ajout de décorations
autour du squelette carboné aux emplacements R1 à R6.
(Perretet al., 2000)

Figure 10. Modèle de la régulation del’expression des gènesnod chez la soucheBradyrhizobium
diazoefficiensUSDA110
Après reconnaissance de la génistéine,l’expressiondes gènes de nodulationnodet nol chez USDA110 est
activée par les régulateurs NodD1 et NodVW. Une répression del’expressiondes gènes de nodulation est
contrôlée par NolA et par NodD2. NolA activel’expressionde nodD2qui agit comme répresseur de
l’expressiondes gènesnod.
(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 !-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 entouréesd’un cercle blanc dansl’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 barred’échelleà droite. L’insertB permet de localiserl’emplacementdu noyau
(n).
(Adapté de Ehrhardtet 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 FNsproduits 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 entrainel’activationde la signalisation symbiotique alors que
la perception de la chitine ou des peptidoglycanes entraine une signalisationconduisant àl’activationdu
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 del’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 messagerentre le site de
reconnaissance des FNs sur la membrane cytoplasmique et celui de la générationdes oscillations
calciques par des transporteurs del’enveloppenucléaire. (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 généréespar 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 tantqu’activateur de la
transcription, entre autres, des deux gènes ERN1 et NIN, indispensables pour le déclenchement du
processusd’infectionet d’organogénèsedes nodules. (Adapté de Oldroy, 2013)

DELLA

Figure 16. Modèle de la communication symplasmique au cours des premières étapes du
développement nodulaire chezM. truncatula
La perception des FNs sur la membrane du poil absorbant entrainel’expression,entre autres, de NIN et la
formation du cordond’infection. Un signal, dont la nature est encore inconnue, activel’expressionde
MtBG2dans les cellules du cortex interne et dans celles du péricyle (1).L’activitéde MtBG2 augmente la
connectivité symplasmique depuis le cortexjusqu’à l’épiderme(2 et 3). Cette nouvelle connexion
symplasmique est requise pourl’expressionde NIN dans le cortex moyen et interne, aboutissant à la
formation du primordium nodulaire (4). ep, épiderme; oc, cortex externe; IT, cordond’infection; it, cortex
interne.
(Gaudioso-Pedrazaet 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 dansl’induction du méristème nodulaire
L’activationde l’organogénèsenodulaire requiert la reconnaissance des FNs à la surface du poil absorbant
et l’induction du facteur de transcription NIN, qui est suffisant pourl’activation d’une signalisation
impliquant les cytokinines dans le cortex de la racine. Cette signalisation passe par le récepteur des
cytokinines LHK1 (CRE1) et inhibel’activité des transporteursd’auxinesPINs dans les cellules du cortex.
L’accumulation d’auxinesqui en résulte induit une reprise des divisions cellulaires et la formationd’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 CSSPont 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 lesFrankiasur Casuarina
passe également par la CSSP (en violet). La molécule signal produit par lesFrankia(AF), permettant le
déclenchement du processus symbiotique, reste encoreaujourd’huiinconnue (Hocheret al., 2019).
(Barkeret al., 2017)



Introduction 
 

19 
 

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 denature 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’autresclasses de récepteurs sont impliquées dans la reconnaissance de lipopolysaccharides,
comme les récepteurs lectin-like en jaune, oud’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 systèmed’injection utilisés par les bactéries Gram
négatives pour la sécrétiond’effecteursdans les cellules del’hôte
L’utilisationdes systèmes de sécrétion de type III (T3SS), IV (T4SS) et VI (T6SS) par les bactéries répond au
besoin de réprimer les mécanismes de défense del’hôte pour assurer une infection chronique efficiente.
Ces systèmes sont spécialisés dansl’injection de protéines effectrices àl’intérieur des cellules del’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 conduisantà l’activation du
système immunitaire. La description détaillée du T3SS faitl’objet de la partie 2.
(Adapté de Costaet al., 2015)

T3SS T4SS T6SS

Figure 21. Illustration du modèle en zig-zag proposé par John et Danglsen 2006
Ce modèle illustre la notion de « course àl’armement» souvent utilisée pour qualifier la co-évolution des
gènes de résistance des plantes et des effecteurs des pathogènes. La description de ce modèle faitl’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 del’enveloppe membranaire d’une bactérie Gram négative présentant
différents types de polysaccharides de surface
L’enveloppedes 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 sécrétiond’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.
(Adaptéd’Alexanderet 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 !-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 !-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 étapesd’unesouche de rhizobium compatible
A. La colonisation et la reconnaissance spécifique des FNs entrainent une expression deEPR3et
l’inductiondu cordond’infectionaprès courbure du poil absorbant (étape 1). La perception des EPS et des
FNs par EPR3 et NFR1/NFR5 respectivement, permet la poursuite du processusd’infection(étape 2).B. La
signalisation de base médiée par EPR3 influence positivementl’infection de la bactérie.C. La perception
d’un EPS compatible par EPR3 stimule la progression du processusd’infection. D. La reconnaissanced’un
EPS incompatible bloque le processusd’infection.
(Adapté de Kawaharadaet 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 sécrétiond’effecteurs,
participent à la répression de la PTI ce qui permetl’établissement d’uneinteraction symbiotique
efficiente (en rouge).
(Caoet 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 pathogèneset des rhizobiums
A. Structure du système de sécrétion de type III des bactéries pathogènes (Adaptéde Wagneret al.,
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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 Denget al., 2017)
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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 duT3SS 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
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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 del’évolution du flagelle conduisant àl’apparition du T3SS
A. La perte de certains gènes spécifiques du flagelle est probablement la première étape ayant conduit à
l’apparition d’unpremier T3SS ancestral.B. L’acquisitionde sctDet sctIaurait conduit à la formationd’un
second intermédiaire, sans pilus, qui est encore conservé chez les bactéries du genreMyxococcus.C.
L’acquisitiondu gène codant pour la sécrétinesctCaurait ensuite conduit àl’apparition du T3SS telqu’il
est connuaujourd’hui. Enfin, le T3SS a rapidement évolué indépendamment dans chacun des genres
bactériens pours’adapteraux différents hôtes. Chez les rhizobiums (Rhizo), un ou plusieurs événements
supplémentaires ont conduit àl’acquisitionde plusieurs homologues différents desctC(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 horizontald’un ilot symbiotique
Le modèle a été proposé par Ling et ses collaborateurs (2016) à la suite del’étude du transfert horizontal
de l’ilot symbiotiqued’Azorhizobium caulinodansà Mesorhizobium huakui. et  : 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’établissementde la symbiose; (II)l’induction de l’expressionde l’integraseC, intC,par le facteur de
transcription AhaR.! : IntC participe àl’excisionde l’ilot symbiotique au niveau del’ARNt-gly.L’ilot
symbiotique peut alors être transféré par transfert horizontal sous forme circulaire àd’autresrhizobiums,
leur conférant la capacitéd’interagiravec de nouvelles plantes" (Linget al., 2016).

Figure 30. Arbres phylogénétiques du T3SS chez les rhizobiums etchez les bactéries pathogènes de
plantes etd’animauxbasés 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#- et $-Rhc composent la famille Rhc. Les homologues
de SctU chez le flagelle sont en noir (Adapté de Gaziet al., 2012). B. Arbre phylogénétique des
homologues de la protéine SctU (RhcU) des rhizobiums. Chacune des couleurs représente une sous-
famille Rhc différente (Tampakakiet 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 ! -RhcI contient les T3SS retrouvés sur les plasmides symbiotiques 

des Ensifer, et sur les ilots symbiotiques des Mesorhizobium et des Bradyrhizobium; le groupe ! -RhcII 

contient les clusters T3SS retrouvés sur d’autres plasmides de certaines souches d’Ensifer et chez 

certaines souches de Mesorhizobium; et le groupe ! -RhcIII qui est représenté par des clusters T3SS 

retrouvés chez des souches du genre Rhizobium. Un quatrième groupe, " -Rhc, contient le cluster 

T3SS retrouvé chez les "-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’organisationgénétique de la région I est très conservée chez les différents rhizobiums possédant un
cluster de type RhcI. En revanche, de nombreuses variations existent dansl’organisationgénétique 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 àl’identité du
gène dans la nomenclatureRhc. Les gènes codant pour des composants spécifiques du T3SS des
rhizobiums sont représentés par des flèches quadrillées en rouge. Les noms des gènessous les flèches
correspondent à ceux utilisés dans la littérature. Les flèches fines rouges et noires représentent
respectivement lesnodbox et lestts box. Les flèches jaunes représentent des effecteurs putatifs dont des
homologues chezd’autres rhizobiums sont connus alors que les flèches bleues représentent des
effecteurs putatifs spécifiques de USDA110. La flèche verte correspond au gène codant pourl’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 présencede 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 ! -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 30tts box différentes
Les 30tts box ont été extraites des promoteurs de gènes codant pour des composants du T3SS et des
effecteurs Nops chezE. frediiNGR234 (7tts box),E. frediiUSDA257 (4tts box),B. diazoefficiensUSDA110
(10 tts box) etB. elkaniiUSDA61 (9tts box) (Marieet al., 2004; Zehneret 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 (Kimbrelet al., 2013; Songwattanaet 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 deseffecteurs Nops chezB.
diazoefficiensUSDA110
NodD1, mais également le système à deux composants NodVW est requis pourl’induction du T3SS
d’USDA110 après reconnaissance des flavonoïdes. NodD et NodW peuvent interagir avec le promoteur du
gènettsI. Les têtes de flèche grises et noires représentent respectivement lesnodbox et lestts box. Cm :
enveloppe bactérienne.
(Krauseet 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 Fonctionputative Références de la sécrétion

NopM NGR234/AAB91674 NovelE3 ligase Kambaraet al. 2009

NopT NGR234/NP_444174 Cysteineprotease Kambaraet al. 2009

NopL NGR234/NGR_a00770 - Kambaraet al. 2009

NopE USDA110/blr1649 - Wenzel et al. 2010

NopP NGR234/NGR_a00570 - Kambaraet al. 2009

NopJ NGR234/NGR_a02610 Acetyltransferase Kambaraet al. 2009

NopD HH103:SFHH103_psfHH103d_287SUMO protease Rodrigues et al. 2007

NopC HH103/AAY33494 - Jiménez-Guerrero et al. 2015

NopAA; GunA2 USDA110/blr1656 Endoglucanase Sübet al 2009

NopAR USDA110/bll1840 - Tsukuiet al. 2013

NopH USDA110/Bll1804 - Hempelet al. 2009

NopAG; NopF USDA110/bll1862 - Sübet al 2009

BEL2-5 USDA61/AKS25901.1 SUMO protease Faruqueet al., 2015

InnB USDA61/WP_018270178 - Nguyen et al., 2018

Tableau 2. Liste des 14bona fideeffecteurs 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 aulong 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 àl’expressiondes gènes nécessaires àl’établissementde 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 àl’activationdu 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 àl’établissementde la symbiose. Les cibles de ces effecteurs (en
vertes) sont encore largement inconnues mais il est cependant supposé que beaucoupd’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 genreBradyrhizobium
L’analysephylogénétique a été réalisée par maximum de vraisemblance sur 128 gènes du core génome
de 200 taxons.A. Résumé de la disposition dansl’arbre des 7 super-groupes.B. Arbre phylogénétique
incluant des génomes deBradyrhizobiumainsi qued’autresBradyrhizobiaceae,desMethylobacteriaceae,
desXanthobacteraceaeet desRhizobiaceae, tous utilisés pour constituer un groupe externe. Les couleurs
des branches del’arbreréfèrent à la nature des super-groupes comme indiqué dans la légende. La source
d’isolementdes souches est indiquée par un symbole dont la signification est indiquée dans la légende.
(Adapté de Avontuuret 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 « !"#$%& » 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 genreAeschynomeneet des genres associés
L’arbrephylogénétique a été réalisé en utilisant une analyse bayesienne sur la combinaison des ITS et du
gènematK(Brottier et al., 2018). Les cinq principaux clades sont indiqués par des numéros encerclés. A
droite sont indiqués lesAeschynomenedu sous genreAeschynomene(en vert), d’autres sous-genre
d’Aeschynomene(en bleu) et les genres associés (en orange). (Gr.) Les différents groupesd’inoculations
croisées (Gr. I, II ou III) présentés dans la partie 3.1.3 sont indiqués engras. Les encarts gris représentent
des accessions appartenant à un même grouped’inoculationscroisées.
(Adapté de Chaintreuilet al., 2013 et de Brottieret 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 lesAeschynomene
A et B. Photographies de tiges nodulées de différentes espècesd’Aeschynomenedu 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 tiged’A. sensitivainfecté par
Bradyrhizobium sp. ORS278. La couleur rouge du tissus infectieux des nodules correspond à
l’accumulationde 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 groupesd’inoculationscroisées entreBradyrhizobiumet Aeschynomene
LesBradyrhizobiumnon-photosynthétiques, telles que les souches USDA110, DOA9 ou ORS3257,peuvent
former des nodules sur certaines espècesd’Aeschynomenedes groupes I et II. Seules lesAeschynomeneà
nodules de tige du groupe II et III peuvent être nodulées par desBradyrhizobiumphotosynthétiques.
Certaines souches deBradyrhizobium photosynthétiques ont un spectred’hôte restreint aux
Aeschynomenedu groupe III, telles que S58, ORS278 ou BTAi1, alors qued’autres ont un spectre plus
large qui peuts’étendreauxAeschynomenedu groupe II,c’estle cas de la souche ORS285. (*)A. uniflora
représente une exception dans le groupe Ipuisqu’ellepeut former des nodules de tige.
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A. villona
A. filosa
A. montevidensis
A. mediocris
A. schimperi
A. crassicaulis
A. elapfroxylon
A. facalta
A. histrix
A. uniflora*

A. afraspera
A. uniflora
A. nilotica
A. fluminensis

A. indica
A. evenia
A. sensitiva
A. denticulata
A. sabra
A. rudis
A. pratensis
A. virginia
A. filosa
A. ciliata
A. deamii
A. tambacoudensis

Bradyrhizobium
non-photosynthétiques

Bradyrhizobium
photosynthétiques
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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. afrasperane peut être nodulée que via un processus dépendant des FNs par des souches de
Bradyrhizobiumqui produisent des FNs, tellequ’ORS285. Un mutant nod perd sa capacité à
noduler cette espèce.A. sensitiva, qui appartient au grouped’inoculationIII, est nodulée via un
processus indépendant des FNs par desBradyrhizobiumphotosynthétiques présentant (ORS285)
ou pas (ORS278) des gènesnod. La mutation des gènesnod chez la souche ORS285n’a aucun
impact sur la capacité de cette souche à noduler cette espèce.
(Adapté de Giraudet al., 2007)

A. afraspera

ni ORS278 ORS285285 nod

A. sensitiva

ni ORS278 ORS285285 nod

Nodulation  FN-dépendante Nodulation  FN-indépendante
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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 chezA.
indica
A. Les couronnes de poils axillaires, en orange, se développent àl’aisselledes racines latérales.B. et C.
L’inoculation d’unesouched’ORS285 marquée à la GFP montre que les couronnes de poilsd’A. indica
sont massivement colonisées par la bactérie. Les cracks del’épidermeformés àl’émergencede la racine
latérale constituent le pointd’entréede la plante pour la bactérie. (Adapté de Bonaldiet 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 processusd’infection et d’organogénèsenodulaire chezA. afraspera (A à D)
et chezA. indica(E à H)en interaction avec ORS285
A et E. L’infection d’A. afrasperadébute par une progression des bactéries dansl’espaceintercellulaire
depuis une zone de « crack » formée àl’émergencedes racines latérales (A). ChezA. indica, la
colonisation de la couronne de poils est la première étape avantl’infection intercellulaire (E). B et F.
L’infectiondes premières cellules est concomitante avec la reprise des divisions cellulaires dans le cortex
interne chezA. afraspera(B) et externe chezA. indica(F). ChezA. afraspera, le cortex externe est
colonisé par des bactéries contenues dans des tubulures formées àl’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 nodulesd’A afrasperapossèdent 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 chezA. indica(G) et allongés chezA. 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 cordonsd’infection; v, vascularisation; ciz, zone
centrale infectée; les cellules épidermiques sont en gris et corticales en blanc.
(Adapté de Bonaldiet 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 bactéroïdesd’ORS285 varie en fonction de la plante hôte
Les observations au microscope confocal (au centre) et au microscope électroniqueà transmission (à
droite) des cellules du tissu infectieux des nodules permettent de distinguer deux morphologies
différentes de bactéroïdes de la souche marquée ORS285-GFP. ChezA. afraspera, les bactéroïdes sont de
type E allongés (A) alorsqu’ilssont de type S sphériques chezA. indica(B).
(Adapté de Bonaldiet 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 avecA. evenia
A. Chez lesBradyrhizobium, les moléculesd’hopanoïdes (en bleu) sont liées de manière covalente aux
très longues chaînesd’acidesgras (VLCFA, en rouge) du lipide A. On parle de molécules HoLA (pour
« hopanoïd-lipidA »). Le lipide A est constituéd’un résidu d’acide galacturonique (en jaune) etd’un
squelette polysaccharidique de 2,3-diaminoglucose (en violet) et de -(1, 6)-mannose (en orange).B. La
présence de moléculesd’hopanoïdes liées aux VLCFAs confère aux membranes desBradyrhizobiumune
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 del’intégrité membranaire du mutant BTAi1! shc(D) caractérisée par
une séparation des deux membranes del’enveloppebactérienne quin’est pas observée chez la souche
sauvage (C).
(Adapté de Silipoet al., 2014 et Belinet al., 2018)
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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). 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































